Infarctus du myocarde non reperfusé chez la souris : modele de ligature
permanente de I'artere coronaire gauche
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RESUME :

Les maladies cardiovasculaires représentent un enjeu de santé publique majeure. L’infarctus du
myocarde, qui résulte d’'une obstruction totale d’une artére coronaire, est responsable d’une forte
mortalité qu’elle soit précoce ou tardive apres le développement d’une insuffisance cardiaque post-
ischémique. C'est pourquoi il est nécessaire d’étudier les mécanismes physiopathologiques ischémiques
autour de Iinfarctus du myocarde non reperfusé, notamment a 'aide du modele chirurgical de ligature
permanente de l'artere coronaire gauche chez la souris. Cette chirurgie repose sur I'obstruction
mécanique de l'artére apres une thoracotomie, et permet par la suite le développement d’une
insuffisance cardiaque post infarctus.
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INTRODUCTION :

Les maladies cardiovasculaires représentent un enjeu majeur de santé publique. En effet, selon
I’Organisation mondiale de la santé (OMS), elles représentent 32% des décés dans le monde, soit la
principale cause de mortalité. Parmi ces maladies, les cardiopathies ischémiques, notamment I'infarctus
du myocarde (IDM), sont responsables a elles seules de 14,8% de la mortalité mondiale . En France,
I'IDM touche environ 100 000 personnes chaque année, et entraine le décés de 10% des patients
concernés.

L'IDM est majoritairement déclenché par la rupture d’'une plague d’athérome, conduisant a une
obstruction complete d’une artére coronaire et une interruption brutale de la perfusion myocardique.
Cette obstruction provoque une ischémie du muscle cardiaque, caractérisée par un déséquilibre entre
I'apport d’oxygéne et de nutriments et les besoins métaboliques myocardiques *3. Privées d’oxygéne,
les cellules myocardiques meurent rapidement, dans une zone ischémique plus ou moins large selon la
durée et la sévérité de 'occlusion, aboutissant a une zone infarcie.

Cette perte importante de masse contractile myocardique induit une insuffisance cardiaque aigué,
associée a une réduction significative de la fraction d’éjection ventriculaire gauche qui perdure au long
cours. En réponse a ce dysfonctionnement, une cascade de mécanismes compensatoires est activée,
impliquant des adaptations structurales (dilatation ventriculaire gauche, remodelage ventriculaire),
métaboliques (changement du métabolisme énergétique myocardique) et neurohormonales (activation
du systéme sympathique et du systeme rénine-angiotensine-aldostérone). Ces mécanismes
d’adaptation précoces visent a préserver le débit cardiaque et la perfusion tissulaire malgré la perte de
masse fonctionnelle mais sont rapidement dépassés et conduisent au développement d’une
insuffisance cardiaque chronique *.
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Bien que les mécanismes physiopathologiques de linsuffisance cardiaque post-ischémique soient
aujourd’hui bien documentés, ils ne sont pas encore complétement élucidés. Dans ce cadre, les modeles
animaux d’IDM restent essentiels pour approfondir la compréhension de cette maladie et développer
de nouvelles approches thérapeutiques visant a limiter la nécrose myocardique, favoriser la réparation
tissulaire et améliorer la fonction cardiaque post-infarctus.

Chez la souris, deux modeles chirurgicaux d’IDM ont été développés : le modele d’ischémie-reperfusion
myocardique et le modéle de ligature permanente de I'artére coronaire gauche. Le modeéle d’ischémie-
reperfusion, plus proche de la situation clinique, est principalement utilisé pour étudier les mécanismes
des lésions aigles liées a l'ischémie et la reperfusion myocardique, ainsi que pour évaluer les
mécanismes physiopathologiques impliqués dans les lésions de reperfusion ainsi que I'efficacité de
stratégies thérapeutiques visant a limiter |a taille de I'infarctus. Le modeéle de ligature permanente de
I'artére coronaire gauche est quant a lui souvent utilisé dans la littérature pour explorer les processus
de remodelage cardiaque aprés une perte massive de tissu myocardique et le développement de
I'insuffisance cardiaque post-ischémique®.

Dans ces deux modeles, une obstruction mécanique de I'artere coronaire gauche est réalisée a l'aide
d’un fil de suture monofilament, afin de provoquer un arrét complet du flux sanguin coronaire en aval
de la ligature. Pour le modele de ligature permanente, I'intervention chirurgicale requiert, apres
anesthésie de I'animal, une intubation orotrachéale afin de mettre en place une ventilation mécanique
contrélée sous oxygéne. Une thoracotomie gauche est ensuite réalisée pour exposer le coeur et
permettre la visualisation et la ligature précise et permanente de I'artére coronaire gauche sous loupe
binoculaire.

MATERIEL ET REACTIFS :

-2 micro-pinces courbées striees (MC31 - 1 canule d’intubation pour souris (OD
#11370-31, FST) 1,2mm ; longueur 27mm) avec adaptateur
en Y (Harvard Apparatus #73-2844)

-Fils Proléne 6-0 (13mm ; 3/8c)

-Fils Proléne 8-0 (6,5mm ; 3/8c)

-1 paire de ciseaux droit dentelé (Strabismus -Seringue 1mL

#14084-09, FST) -Aiguille d’injection 26G

-Cotons tiges

-Sparadrap vétérinaire

-Ventilateur a volume contrélé pour souris

-1 micro-porte-aiguilles droit non strié
(Castroviejo #12060-01, FST)

-1 paire de micro-ciseaux courbé non strié
(MC50 #15370-50, FST)

-1 kit de fixation magnétique pour chirurgie (Harvard Apparatus MiniVent 845)
(#18200-20, FST) comprenant : -Loupe binoculaire avec lampe
-Tapis chauffant

1 socle magnétique (#18200-03, FST) -Balance de pesée

2 petits fixateurs (#18200-01, FST) -Tondeuse vétérinaire

1 grand fixateur (#18200-02, FST) -Chambre de réveil thermostatée enrichie

1 rouleau d’élastomere (#18200-07, en oxygene

FST) -Kétamine (100 mg/kg)

2 écarteurs émoussés largeur Imm Xylazine (10 mg/kg)

(#18200-09, FST) -Buprénorphine (0,1 mg/kg)

1 écarteur émoussé largeur 2,5mm -NaCl 0.9%

(#18200-10, FST) -Povidone iodée



PTOCEDURE :

- Peser ’animal pour ajuster les volumes d’anesthésique.

- Injecter par voie intra-péritonéale le mélange d’anesthésique dilué dans du NaCl 0,9% (kétamine
100 mg/kg, xylazine 10 mg/kg).

- Raser I'animal sur la région thoracique latérale gauche, puis le placer sur le tapis chauffant.

- Désinfecter la zone chirurgicale a 'aide de cotons tiges imbibés de povidone iodée.

1-Intubation

- Réaliser l'intubation par voie orotrachéale, en vérifiant le bon positionnement de la canule dans la
trachée.

- Connecter l'adaptateur Y de la canule au ventilateur préalablement réglé (fréquence et volume
ventilatoire en fonction du poids de I'animal. Pour 25g, 200 respiration/min et 200 pL).

- Fixer I'animal en décubitus dorsal.

2-Thoracotomie

- Inciser la région thoracique latérale gauche sur 1 cm, et séparer les différentes couches musculaires
de maniére 3 visualiser le 4™ espace intercostal.

- Placer les 3 écarteurs de facon a maintenir I'ouverture de la peau et des muscles (figure 1A).

- Inciser la couche supérieure du muscle au niveau du 4™ espace intercostal, de facon a pouvoir
I"écarter par la suite a I'aide des pinces en prenant soin de ne pas abimer le cceur et le poumon
gauche.

- Replacer les écarteurs sous les cotes 4 et 5, en prenant soin de ne pas abimer le cceur et le poumon.

- Sile coeur n"est pas assez visible, placer un point d’appui a I'aide d’un coton tige sur le coté droit de
I'animal de fagon a maintenir les organes sur la gauche.

3-Ligature de I'artére coronaire gauche

- Ouvrir le péricarde a 'aide des pinces pour accéder au myocarde.

- Visualiser I'artere coronaire gauche, en prenant pour repére I'encoche présente sur |'oreillette
gauche (figure 1B).

- A laide du porte aiguille et du fil prolene 8-0, réaliser la ligature : Passer le fil autour de I'artére
coronaire sur sa partie proximale en plantant I'aiguille dans le myocarde et en prenant soin de rester
dans le muscle cardiaque sans aller trop profond vers la cavité. Réaliser un double nceud de serrage,
et trois nceuds de blocage. Couper les surplus de fil.

- Vérifier labonne ligature de 'artére en visualisant le blanchissement du myocarde en aval du nceud.

- Sinécessaire, nettoyer les saignements a I'aide de NaCl 0,9% et de coton tiges.

4-Fermeture

- Replacer les écarteurs au niveau des muscles thoraciques, afin de relacher la tension sur les cotes.

- Alaide du porte aiguille et du fil proléne 6-0, réaliser un nceud en U entre la 4™ et la 5°™ cote, et
préparer un double nceud de serrage sans le serrer (figure 1C).

- Réaliser le vide pleural en bouchant la sortie d’air via la tubulure du respirateur, pendant maximum
3 secondes.

- A lissu des 3 secondes, serrer immédiatement le nceud en U pour refermer le 4™ espace
intercostal, et réaliser deux nceuds de blocage.



- Retirer les écarteurs, et replacer les couches musculaires au-dessus du nceud en U afin de créer une
étanchéité.

- Refermer la peau avec le fil prolene 6-0, en réalisant des points simples ou en en surjet (double
nceud de serrage et deux nceuds de blocage).

- Désinfecter la zone chirurgicale a I'aide de cotons tiges imbibés de povidone iodée.

5-Réveil

- Réhydrater la souris avec une injection de 400 pL de NaCl 0,9% en sous-cutanée.

- Au bout de 10 a 15 minutes, vérifier la reprise spontanée de la respiration de I'animal en
déconnectant la sonde d’intubation du ventilateur (la reprise doit se faire au bout de 30 secondes
sans ventilation artificielle, sinon reconnecter les tubulures a la sonde d’intubation).

- Deés que la respiration de I'animal est stable, placer la souris sur le dos en chambre de réveil
thermostatée a 33°C et enrichie en oxygene, en gardant la sonde d’intubation en place.

- Au début du réveil de la souris (vibrisses qui bougent), extuber la souris et surveiller la respiration
de I'animal.

- Une fois que la souris se retourne d’elle-méme sur le ventre, injecter en sous-cutanée la
buprénorphine diluée dans du NaCl 0,9% (0,1 mg/kg).

- Garder la souris en chambre de réveil jusqu’a la reprise de I'activité normale, avant de la remettre
en stabulation normale.

6-Sham

- Pour la chirurgie Sham, le fil proléne 8-0 est passé autour de |'artére coronaire, puis est ressorti sans
réaliser de nceud autour. Le reste de la procédure est identique.

Figure 1 — Procédures du modeéle d’infarctus du myocarde. A. Visualisation du 4°™® espace intercostal (El) pour la
thoracotomie. B. Visualisation de I'oreillette gauche (OG) et du ventricule gauche (VG) pour réaliser la ligature de
I'artére coronaire. C. Noeud en U entre la 4°™¢ et 5™ céte.

RESULTATS :

Des souris males C57BL/6JRj agées de 12 a 14 semaines ont subi une ligature permanente de l'artére
coronaire gauche (n=20) ou une chirurgie sham (n=7) (figure 2A). La ligature permanente de l'artere
coronaire gauche induit un infarctus du myocarde de I'ordre de 20-25% du ventricule qui conduit a 30%
de mortalité, dans la premiére semaine post-chirurgie (figure 2B). Passé ce délai, aucune mortalité n’est
observée, et ce, jusqu’a la fin de I'étude, c’est-a-dire 21 jours post-chirurgie. Aucune mortalité n’a été
constaté dans le groupe sham.
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Figure 2 — Suivi de la mortalité des souris en post-IDM. A. Répartition des groupes. B. Courbe de survie aprés
chirurgie IDM ou sham. Le suivi de la mortalité a été réalisé quotidiennement aprés la chirurgie de JO a J21.

Chez les souris survivantes, des analyses échocardiographiques du ventricule gauche sont effectuées
(figures 3A,B). L’infarctus du myocarde s’accompagne d’une diminution massive de la fraction
d’éjection, 21 jours apres la chirurgie, comparé aux souris sham, sans modification de la fréquence
cardiaque (figure 3C,D). De plus, une dilatation post-ischémique se développe, comme en témoigne
I’augmentation du volume du ventricule gauche (figure 3E).
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Figure 3 — Atteinte cardiaque in vivo 21 jours aprés I'infarctus du myocarde. A-B. Images représentatives du
ventricule gauche en parasternale grand axe chez les souris Sham (A) et IDM (B) prises avec un échographe
Vevo2100 équipé d’une sonde MS-550D (22-55MHz). C-E. Fréquence cardiaque (C), fraction d’éjection (D) et
volume télédiastolique (E) du ventricule gauche mesurés a I'aide du logiciel Vevo Lab. Sham : n=7; IDM : n=14.
Test de t Student non pairé.

Le remodelage hypertrophique post infarctus du myocarde se développe sur les cceurs infarcis par
rapport aux sham (figure 4A,B), comme en témoigne I'augmentation du poids du ventricule gauche et
du coeur sans modification du poids des souris au moment de la mise a mort (figures 4C-E).



C ns E> p<0,0001 E p=0,0015
40 o 6 8
5= _ o
5 S 8 -3
=30 PO 8o2¢0 SE SE6 2
3 o 600 2=4 E 8=
o a o 39 vy ° o9 P °
e L5 gy 5 e
20 = 594
o =y T o
o c £
P K] R
8 >0 2 T O
hed ) "}
5 10 3 S s S 2
o w 9 o
T a =%
0 g o 0
Sham IDM Sham IDM Sham IDM

Figure 4 — Remodelage cardiaque 21 jours aprés l'infarctus du myocarde. A-B. Images représentatives
du coeur Sham (A) et IDM (B) a la mise a mort 21 jours apres I'opération. C. Poids corporel a 21 jours. D-
E. Poids du ventricule gauche (D) et poids du cceur (E) normalisés par rapport poids corporel des souris
a la mise a mort. Sham : n=7; IDM : n=14. Test de t Student non pairé.

LIMITES DU MODELE :

Le modeéle de ligature permanente de 'artére coronaire gauche chez la souris permet d’étudier les
mécanismes physiopathologiques conduisant au remodelage cardiaque post ischémique ainsi qu’a la
dysfonction du ventricule gauche. La compréhension de ces mécanismes est essentielle pour étudier
I'insuffisance cardiaque post ischémique qui en découle. Cependant, il modélise un infarctus du
myocarde non reperfusé, qui n’est pas représentatif de la scene clinique pour laguelle la prise en charge
inclura nécessairement une reperfusion.
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