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Introduction

Les accidents vasculaires cérébraux ischémiques (AVCi) représentent une des
premieres causes de mortalité et de morbidité dans le monde. Pourtant, la physiopathologie
des AVCi reste mal connue. De nombreuses études se sont intéressées aux mécanismes par
lesquels 'occlusion d’'une artére cérébrale aboutit a la constitution d’'un infarctus. Les données
disponibles proviennent essentiellement d’études réalisées chez I'animal et ont identifié
plusieurs mécanismes physiopathologiques tels que I'excitotoxicité, I'apoptose ou encore
I'inflammation qui participent a la mort cellulaire lors d’'un AVCi. Cependant, plusieurs études
récentes ont souligné des différences importantes entre les résultats précliniques et les
observations chez 'homme. Par exemple, plus de 1000 molécules ont été décrites comme
neuroprotectrice lors d’'un AVCi chez I'animal : aucune de ces molécules qui ont été testées
chez ’'homme n’a montré son efficacité (1). Plus recemment, il a été démontré dans un modele
d’AVCi chez le rat qu’une reperfusion graduelle en 3 étapes permet de réduire de 75% la taille
de la Iésion ischémique comparativement a une reperfusion soudaine (2). Chez ’homme, c’est
le contraire qui est observé : lorsqu’une reperfusion est obtenue en une seule fois lors d’un
geste endovasculaire (reperfusion soudaine), le devenir neurologique est meilleur que lorsque
plusieurs gestes successifs sont nécessaires (reperfusion graduelle) (3).

Ces différences de physiopathologie entre 'AVCi chez 'homme et les modéles
expérimentaux précliniques sont un frein a la découverte de nouveaux traitements : le risque
étant d’'une part de développer un médicament ciblant un mécanisme physiopathologique qui
n’existe que chez I'animal et d’autre part d’'ignorer un mécanisme physiopathologique ayant
potentiellement un réle majeur chez ’homme. On peut par exemple citer I'inflammation, dont
le réle physiopathologique chez 'lhomme est incertain alors que c’est une des principales
cibles des traitements expérimentaux (4). Ou encore la thrombose responsable de 'occlusion
d’'une artere cérébrale, qui est absente dans la plupart des modéles expérimentaux ou
I'occlusion est mécanique alors que c’est I'unique cible thérapeutique qui ait démontré son
intérét chez '’homme. Il est d’ailleurs intéressant de remarquer que les thérapies efficaces a
la phase aigué d'un AVCi (la thrombectomie, la fibrinolyse intraveineuse, I'aspirine,
I'’hospitalisation en unité neurovasculaire) ne proviennent initialement pas de la recherche
préclinique. Cette différence de physiopathologie est une des raisons pouvant expliquer
I'absence de transfert des découvertes réalisées chez I'animal a 'amélioration de la prise en
charge de 'AVCi chez 'homme.

A partir de ce constat, il estimportant de confronter les données obtenues chez I'animal
aux observations réalisées chez 'homme, afin de confirmer I'existence d’'un meécanisme

physiopathologique. Parmi les mécanismes physiopathologiques identifiés dans les modeles
1



expérimentaux précliniques de la phase aigué des AVCi, les lésions d’ischémie-reperfusion
jouent un réle majeur dans la constitution de la Iésion cérébrale (5). En effet, les thérapies
ciblant I'ischémie-reperfusion permettent de réduire de pres de 70% le volume de lésion
ischémique 24 heures apreés une occlusion transitoire de I'artére cérébrale moyenne chez la
souris et le rat. L'ischémie-reperfusion est le dommage tissulaire qui survient lorsque 'apport
sanguin est rétabli aprés une période d’ischémie. Il s’agit donc d’'une mort cellulaire survenant
apres reperfusion. Elle est décrite dans la plupart des organes et notamment dans le cerveau,
le myocarde, le rein, le foie, I'intestin et les membres.

On peut donc distinguer deux phases distinctes a la phase aiglie de 'AVCi : la premiere
« phase ischémique », lorsque l'artére est occluse et le parenchyme cérébral ischémié, la
deuxiéme « phase de reperfusion », une fois que la reperfusion a été obtenue et pendant
laquelle surviennent les lésions d’ischémie-reperfusion. Alors que I'évolution de la lIésion dans
la « phase ischémique » est bien décrite chez 'lhomme avec le modéle du cceur et de la
pénombre ischémique, elle n’est pas connue pendant la « phase de reperfusion ». L'objectif
de notre étude était donc d’étudier I'évolution du volume de Iésion ischémique pendant cette
« phase de reperfusion » afin de confirmer ou d’infirmer I'existence de lésions d’ischémie-

reperfusion lors d’'un AVCi chez ’'homme.

a. Rappels physiopathologiques

La « phase ischémique » débute au moment de l'occlusion d’'une artére a destinée
cérébrale par un obstacle, le plus souvent un caillot sanguin. Cette occlusion est responsable
d’'une diminution du débit sanguin cérébral et, en conséquence, des apports en oxygene et en
glucose au parenchyme cérébral situé en aval de I'artére occlue. Cette situation va entrainer
I'arrét du fonctionnement neuronal dans le territoire hypoperfusé, ce qui se traduit sur le plan
clinique par un déficit neurologique focal. En quelques minutes, le tissu cérébral hypoperfusé
va s’infarcir, d’abord dans les régions cérébrales les plus hypoperfusées (celles qui bénéficient
le moins de I'apport sanguin par les arteres collatérales) puis progressivement dans le reste
du territoire hypoperfusé. A un instant T, il existe donc deux principales régions en aval de
I'artere occluse : le coeur ischémique, constitué de tissu cérébral définitivement infarci, et la
pénombre ischémique, constitué de tissu cérébral hypoperfusé mais viable, qui finira par
s’infarcir en I'absence de reperfusion. Certains distinguent également une troisi€me région,
appelée oligémie bénigne, qui est également hypoperfusée mais dont I'apport collatéral est
suffisant pour survivre méme en I'absence de reperfusion. Plus le temps passe, plus le coeur
ischémique s’étend a la pénombre ischémique jusqu’a un infarcissement complet de la région

hypoperfusée, n’épargnant que la région d’oligémie bénigne. A ce moment-la, il N’y a



théoriquement plus d’intérét a obtenir une reperfusion, car il N’y a plus de tissu cérébral a

sauver (Figure 1).
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Figure 1. Le modele de la pénombre ischémique.

Grace aux avanceées récentes dans les techniques de reperfusion, il est possible
d’obtenir une reperfusion satisfaisante (correspondant a plus de 50% du territoire initialement
ischémié) chez la grande majorité des patients (~75%) qui présentent encore une pénombre
ischémique a leur arrivée a I'hopital. Lorsque I'occlusion est proximale, la technique la plus
efficace pour obtenir une reperfusion est la thrombectomie par voie endovasculaire (6).

Une fois la reperfusion obtenue, débute la « phase de reperfusion ». Si on se place
dans une situation ou la reperfusion est compléte (il ne persiste pas de territoire hypoperfuse),
les données obtenues chez I'animal prédisent que le coeur ischémique devrait continuer a
s’étendre du fait des lésions d’ischémie-reperfusion. D’un point de vue cellulaire, l'ischémie a
induit un métabolisme anaérobie et un dysfonctionnement de la chaine de transport des
électrons dans les mitochondries (5). La diminution de la production d'ATP a provoqué un
dysfonctionnement des canaux d'échange d'ions, ce qui a entrainé une rétention de sodium
et de calcium, ce qui a abouti & un gonflement des cellules (cedéme cytotoxique) et une
altération de l'activité enzymatique dans le cytoplasme. Lorsque la perfusion sanguine est
rétablie, les dommages mitochondriaux et le déseéquilibre électrolytique favorisent la

production de stress oxydatif via le systeme NADPH oxydase, le systeme NOS et le systéme
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xanthine oxydase. Alors, la rétention des dérivés réactifs de I'oxygene induit des dommages
cellulaires et entraine la mort des cellules par autophagie, mitoptose, nécrose et nécroptose,
et apoptose. Dans le cerveau, il a également été démontré que cette cascade provoque
I'activation des cellules endothéliales puis 'adhésion des leucocytes et plaquettes circulants
aboutissant a la formation de microthrombi dans les capillaires et veinules post-capillaires.
Ces microthrombi, a leur tour, provoquent une ischémie tissulaire qui va participer a
I'expansion du cceur ischémique. Ce phénomene, appelé thrombo-inflammation, est une des
conséquences déléteres de I'ischémie-reperfusion (7).

Dans I'hypothése ou les lésions d’ischémie-reperfusion jouent un rble dans la
constitution de la Iésion ischémique finale, on s’attend donc a observer une croissance de la
lésion a la fois pendant la « phase ischémique » et pendant la « phase de reperfusion ». Dans
I'hypothése ou les lésions d’ischémie-reperfusion ne jouent pas de rble, on s’attend a observer
une croissance de la Iésion pendant la « phase ischémique » puis une stabilité de la lésion
une fois que la reperfusion compléte est obtenue. Pour tester ces hypotheses, il faut donc
disposer d’'une méthode de mesure du cceur ischémique et d’'une cohorte de patients qui
bénéficient d’'une reperfusion compléte, chez qui le cceur ischémique est mesuré une premiére
fois a la fin de la « phase ischémique » puis une nouvelle fois au cours de la « phase de

reperfusion ».

b. Méthodes de mesure du coeur ischémique.

Plusieurs définitions du coeur ischémique existent dans la littérature. Certaines sont
des définitions fonctionnelles (« tissu cérébral irréversiblement infarci »), d’autres
histologiques (« tissu cérébral présentant une pan-nécrose »), d’autres basées sur 'imagerie
(« tissu cérébral présentant un coefficient apparent de diffusion inférieur a 620 pm2/s mesuré
par IRM ou un débit sanguin cérébral inférieur a 30% du parenchyme sain mesuré en scanner
de perfusion ou un effondrement du métabolisme et de la consommation d’'oxygéne mesuré
en TEP »). Ces définitions répondent a des besoins différents et sont imparfaites : la définition
histologique est probablement la plus fiable mais n’est pas utilisable en pratique clinique, ce
que I'on considére aujourd’hui comme un tissu irréversiblement infarci pourrait étre protégé
par des thérapies neuroprotectrices dans le futur, et les seuils des définitions en imagerie ont
été définis pour se rapprocher le plus précisément possible d’autres définitions elles-mémes
imparfaites.

Pour tester 'hypothése du réle de I'ischémie-reperfusion dans la croissance du coeur
ischémique, il est nécessaire d’utiliser une définition qui permette une mesure rapide du coeur
ischémique a la phase aigué de 'AVCi et qui soit la plus précise possible par rapport a la
définition histologique. La définition du cceur ischémique par IRM de diffusion répond a ces
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prérequis. Elle est basée sur la détection de 'cedeme cellulaire cytotoxique qui apparait apres
arrét des pompes Na/K ATPases du fait de la déplétion énergétique. Cet cedéme cytotoxique
se traduit par une diminution du coefficient apparent de diffusion (ADC) et un hypersignal sur
les séquences pondérées en diffusion. Au cours du temps, I'cedéme cytotoxique s’aggrave et
le coefficient apparent de diffusion diminue. Il a cependant été démontré qu’une partie de cet
cedeme cytotoxique est réversible : en cas de restauration rapide de la perfusion cérébrale, le
métabolisme énergétique est restauré et permet de rétablir un équilibre électrolytique
compatible avec la survie des cellules cérébrales. Plus le coefficient apparent de diffusion est
diminué, plus la probabilité de réversibilité de 'cedéme cytotoxique est faible (8, 9). Du fait de
ces phénoménes de réversibilité, il est communément admis que l'imagerie de diffusion
surestime légérement le volume du cceur ischémique.

Les confrontations directes entre les données de I'IRM de diffusion précoce et le
volume de Iésion définitivement infarci sur une imagerie plus tardive ont montré que le seuil
d’ADC de 620 um?/s est le plus prédictif du coeur ischémique (10). Cependant, I'utilisation de
seuil en cartographie d’ADC est a risque de biais pour les études longitudinales car il y a une
diminution progressive de ’ADC au cours du temps dans les tissus infarcis. Ainsi, les voxels
exclus du cceur ischémique du fait d’'un effet de seuil vont présenter une diminution de 'ADC
au cours du temps et finalement étre intégrés au cceur ischémique lors du suivi longitudinal,
créant une évolution du volume du cceur ischémique alors qu’il ne s’agit que de I'évolution
naturelle de 'ADC (11). Par ailleurs, du fait des biais dans les méthodes de mesure du coeur
ischémique, il est important que la méme méthode soit utilisée aux différents temps dans les
études longitudinales.

Dans notre étude, nous avons fait le choix d’'une segmentation manuelle du volume de
lésion sur les images pondérées en diffusion (de type « b1000 »). L’intérét de cette méthode
est qu’elle est simple a mettre en ceuvre et n’est pas dépendante d’un effet seuil. Elle est
cependant opérateur dépendante et elle surestime légérement le volume du cceur ischémique

comparativement au seuil de 620 ym?/s sur les cartographies d’ADC.

c. Cohorte de patients pour étude longitudinale

Pour mesurer la croissance du volume de lésion au cours de la « phase de
reperfusion », il est nécessaire de disposer d’'une cohorte de patients avec un suivi longitudinal
du volume de lésion par IRM. Ce n’est souvent pas le cas en soin courant, car dans beaucoup
de centres un scanner cérébral (avec ou sans perfusion) est réalisé a l'arrivée des patients
chez qui I'on suspecte un AVCi et une IRM est réalisée a 24 heures pour évaluer les lésions
ischémiques et détecter une transformation hémorragique. A linverse, lorsqu’'une IRM est
réalisée a l'arrivée du patient, c’est souvent un scanner cérébral qui est réalisé a 24 heures.

5



Par ailleurs, la proportion de patients qui présentent une reperfusion complete a la fin de la
procédure de thrombectomie (score mTICI 3, Tableau |) sont minoritaires et ne représentent
gu’environ 20% de l'ensemble des patients bénéficiant d’'une thrombectomie. Inclure
uniquement ces patients est pourtant primordial pour répondre a notre question, car la
persistance de régions hypoperfusées va nécessairement s’accompagner d’'une croissance
du cceur ischémique aprés la thrombectomie, au cours d’'une phase mixte mélant a la fois

reperfusion et persistance de I'ischémie.

Tableau |. Comparison of the Existing TICI Grading Scale
Criteria (12)

TICI Original TICI  Modified TICI Modified TICI With 2c

Grade

0/1 No/minimal No/minimal No/minimal reperfusion
reperfusion reperfusion

2a Patrtial filling Partial filling Partial filling <50%
<2/3 territory  <50% territory territory

2b Partial filling Partial filling Partial filling 250%
22/3 territory ~ 250% territory territory

2c Near complete perfusion

except slow flow or few
distal cortical emboli
3 Complete Complete Complete perfusion
perfusion perfusion

Dans le cadre de cette étude nous avons pu bénéficier des données de I'essai clinique
ASTER (The Contact Aspiration vs Stent Retriever for Successful Revascularization) qui est
un essai randomisé ouvert en aveugle qui a comparé l'efficacité de deux stratégies de
thrombectomies (aspiration au contact ou stent retriever) sur le taux de reperfusion mTICI2b/3
en fin de procédure (13). Les patients inclus ont été randomisés dans les 6 premiéres suivant
I'apparition des symptdmes. Cette étude a inclus 381 patients dont 113 ont bénéficié d’une
IRM cérébrale a la fois avant et a 24 heures aprés la thrombectomie. Parmi eux, 46 ont
présenté une reperfusion compléte avec un score mTICI 3 a la fin de la procédure de
thrombectomie.

Dans cette étude, la premiere IRM a été réalisée avant la thrombectomie, pendant la
« phase ischémique ». Il s’est ensuite écoulé quelques dizaines de minutes avant que la
reperfusion soit obtenue. Puis une nouvelle IRM a été réalisée a distance, en moyenne 24
heures apres la thrombectomie, pendant la « phase de reperfusion ». Ce timing pour la
seconde IRM est intéressant car elle a lieu avant que I'oedéme vasogénique soit suffisamment
développé pour majorer le volume apparent du tissu infarci (maximal entre 72 heures et 5

jours post-AVCi). En revanche, la premiére IRM est trop précoce, car la phase ischémique
6



persiste aprés la réalisation de I'lRM, avant que la reperfusion compléte soit obtenue. Il'y a
donc un risque de sous-estimer le véritable volume du coeur ischémique a la fin de la « phase
ischémique ». De ce fait, on risque de surestimer la croissance de la Iésion pendant la « phase
de reperfusion » en y incluant la fin de la « phase ischémique » ou il est bien décrit que le

ceeur ischémique croit.

d. Plan de I'étude

Pour étudier la croissance du volume de lésion au cours de la « phase de reperfusion »

et tester 'hypothése de I'existence de lésions d’ischémie-reperfusion, nous avons donc
mesuré le volume du cceur ischémique avant la thrombectomie puis une nouvelle fois a 24
heures apres thrombectomie par IRM de diffusion a partir des données de I'essai clinique
ASTER (Figure 2). La méthode retenue est sujette a deux biais de mesure qui sont une
surestimation du volume du cceur ischémique par la technique de segmentation des images
pondérées en diffusion et une sous-estimation du volume du cceur ischémique par une IRM

réalisée avant que la thrombectomie soit réalisée.
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Figure 2. Schéma représentatif du plan de I'étude réalisée a partir des données de l'essai
clinigue ASTER.



Résultats

Article : Gauberti et al., Stroke 2018

Ischemia-reperfusion injury after endovascular thrombectomy for

ischemic stroke

Ischemia-reperfusion injury after thrombectomy

Maxime GAUBERTI'?*, PhD; Bertrand LAPERGUE?, MD, PhD; Sara MARTINEZ DE
LIZARRONDO!, PhD; Denis VIVIEN'4 PhD; Sébastien RICHARD®, MD, PhD; Serge

BRACARDS®’, MD; Michel PIOTINg, MD, PhD; Benjamin GORY®’, MD, PhD

1. Normandie Univ, UNICAEN, INSERM, INSERM UMR-S U1237, “Physiopathology and Imaging of
Neurological Disorders" PhIND, 14000 Caen, France.

2. CHU Caen, Department of Diagnostic Imaging and Interventional Radiology, CHU Caen Céte de
Nacre, 14000 Caen, France.

3. Department of Stroke Center, University of Versailles and Saint Quentin en Yvelines, Foch Hospital,
Suresnes, France.

4. CHU Caen, Department of Clinical Research, CHU Caen Céte de Nacre, 14000 Caen, France.

5. Department of Neurology, Stroke Unit, INSERM U1116, CIC-P1433, University Hospital of Nancy,
France.

6. Department of Diagnostic and Therapeutic Neuroradiology, University Hospital of Nancy, France.
7. University of Lorraine, INSERM U1254, IADI, F-54000 Nancy, France

8. Department of Diagnostic and Interventional Neuroradiology, Rothschild Foundation, Paris, France.

This manuscript includes 1917 words, 2 figures, 1 table and 3 supplementary figures.
*Corresponding: Maxime Gauberti, PhD, INSERM U1237 “Physiopathology and Imaging for
Neurological Disorders (PhIND)”, GIP Cyceron, Bd Henri Becquerel, 14074 Caen, France,

Phone: 0033.231.47.01.55, Fax: 33.231.47.02.22, gauberti@cyceron.fr



mailto:gauberti@cyceron.fr

Abstract

Background and purpose: In experimental models of ischemic stroke, abrupt reperfusion is
associated with secondary brain damages, responsible for up to 70% of the final lesion size.
Whether this remains true in humans is unknown.

Methods: Using data from the ASTER randomized trial, we investigated the effect of complete
reperfusion (defined as a modified Thrombolysis In Cerebral Infarction 3) after endovascular
thrombectomy on early lesion growth as assessed by diffusion weighted imaging (DWI) at
baseline and one day after reperfusion.

Results: Among 381 patients included in the trial, 35 achieved complete reperfusion,
benefited from both baseline and day one DWI, lacked significant hemorrhagic transformation
and were therefore included in the present study. We found that the median growth of the
ischemic lesion between baseline and day one was only 0.9 mL after complete reperfusion,
representing less than 4% of the mean lesion size. The actual lesion growth occurring after
reperfusion is probably even smaller since this lesion growth occurred, at least in part, between
baseline imaging and complete reperfusion, as demonstrated by a statistically significant
positive correlation between imaging-to-reperfusion time and lesion growth (R2=0.116;
P=0.048).

Conclusions: There is no significant lesion growth after complete reperfusion in most
patients. This important discrepancy between clinical and preclinical pathophysiologies should

be considered during preclinical evaluation of neuroprotective strategies.



Introduction

Ischemia-reperfusion injury is defined as the damage triggered by the rapid restoration
of the blood supply to a tissue after a period of ischemia. This mechanism is thought to play a
major role in the pathophysiology of acute ischemic stroke, because it has been demonstrated
that abrupt reperfusion induces secondary brain damages responsible for up to 70% of the
final ischemic lesion size in preclinical studies®. Since endovascular thrombectomy induces
abrupt reperfusion, this raises concerns about the risk of ischemia-reperfusion injury and
secondary brain damages in ischemic stroke patients?.

To date, we lack prospective clinical data evaluating the impact of abrupt reperfusion
on ischemic lesion size evolution. In recently published clinical studies of endovascular
thrombectomy, most patients had perfusion CT at the acute phase and diffusion-weighted
imaging (DWI) at day one, precluding precise quantification of the lesion growth occurring after
recanalization since the imaging modalities were different. In the present study, our objective
was to measure precisely the impact of abrupt reperfusion on infarct growth at day 1 in patients
who benefit from mechanical thrombectomy using prospectively collected data from the

ASTER randomized trial3.
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Methods

The data that support the findings of this study are available from the corresponding author
upon reasonable request.

Patients

The details of the randomized ASTER trial protocol were published previously3. The study
protocol was approved by the Comité de Protection des Personnes lle de France (ID 2015-
A00830-49). Oral informed consent was sought from patients if their level of consciousness
was sufficient or from a relative. This study enrolled adults admitted with acute ischemic stroke
secondary to proximal occlusion of the anterior circulation (distal internal carotid artery, M1 or
major M2 branches) within 6 hours of symptom onset. Patients benefited from endovascular
thrombectomy performed using either stent retriever or contact aspiration.

Imaging and lesion size measurement

We measured the ischemic lesion size both before and at day one after complete reperfusion
using DWI. Protocol for DWI acquisition was at the discretion of each center. Complete
reperfusion was defined as a modified Thrombolysis In Cerebral Infarction* (mTICI) 3, as
assessed by a central core lab. The lesion size at both time-points was measured by manual
segmentations in duplicate using ImageJ by two independent assessors blinded to the clinical
data and imaging time points. Then, the mean values of the measurements were computed.
The intraclass correlation (ICC) was measured using the online tool of the Chinese University
of Hong Kong and correlation measurement was performed using the spearman’s rho
calculator. Manual segmentation by expert readers was preferred to automatic lesion size

measurement to limit threshold dependent effects®.
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Results

Our aim was to measure the lesion growth occurring after endovascular procedure as
a marker of brain injury induced by abrupt reperfusion. Therefore, we selected a subset of
stroke patients with complete reperfusion (mTICI 3) to avoid the contribution of persisting
ischemia to lesion growth. A total of 381 patients were included in the ASTER trial. Among
them, 41 achieved mTICI 3 and benefited from both baseline and day one DWI, with
acceptable image quality. Hemorrhagic transformation occurred in 34% of these mTICI-3
patients including 8 with hemorrhagic infarction type 1, 4 with hemorrhagic infarction type 2, 1
with parenchymal hemorrhage type 1 and 1 with parenchymal hemorrhage type 2 according
to the ECASS Il criteria. The six patients with hemorrhagic infarction type 2 or worse were
excluded from further analysis since the hematoma precluded precise measurement of lesion
size evolution. Thus, 35 patients were finally included in the analysis (Fig. 1). Their

characteristics are shown in Table 1.

Randomized (n=381)

45 did not received first-line device:

- Spontaneous clot lysis (n=27)

- Groin access failure (n=4)

- Access Failure (n=13)

- Extracranial stenting without intracranial
thrombectomy (n=1)

Treated by first-line SR/CA
(n=336)

223 without both baseline and 24h MRI:
- No MRI (n=46)

- Baseline MRI only (n=148)

- 24 hours MRI only (n=29)

With MRI at baseline and 24-
hours (n=113)

63 without mTICI 3 grades:
-mTICI 0 (n=1)

-mTICI 1 (n=3)

- mTICI 2a (n=5)

- mTICI 2b (n=29)

- mTICI 2¢ (n=25)

- No evaluation of mTICI (n=4)

WithmTICI 3 d by
Core Laboratory (n=46)

11 with anomalies precluding infarct size
measurement:

- Parenchymal hemorrhage (n=6)

- Artefacted DWI (n=5).

Included in the analysis (n=35)

Figure 1. Study flow-chart. mTICI: modified Thrombolysis In Cerebral Infarction3 (mTICI),
MRI: Magnetic Resonance Imaging, DWI: Diffusion Weighted Imaging. SR: stent retriever. CA:

contact aspiration.
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Table 1. Characteristics of the Patients.

Characteristics Patients (n=35)
Age - mean (years +/- SD) 69 +/- 14
Male sex - percentage 51 %
Baseline NIHSS - median (IQR) 14 (10-18)
NIHSS at day one - median (IQR) 4 (1-11)
ANIHSS between baseline and day one - median (IQR) 8 (1-15)
Glycaemia at baseline - mean (mM +/- SD) 6.5+/-1.8
Intravenous thrombolysis - percentage 74 %
Imaging to reperfusion time - mean (min +/- SD) 134 +/- 121
modified Rankin Scale at 3 months - median (IQR) 1 (0-2)

Baseline and day one lesion sizes were heterogeneous but within the ranges reported
in recent trials on endovascular stroke treatment. The National Institute of Health Stroke Scale
(NIHSS) improved in 80% of the patients between baseline and day one with a mean change
of 7.6 and there was a statistically significant positive correlation between baseline DWI lesion
size and baseline NIHSS (R2=0.1742; p=0.003) (Supplementary Figure I). Using midline shift
as a surrogate for brain edema, we only observed a very mild midline shift (1 mm to the left)
in one patient with mTICI 3 reperfusion, who is also the patient with the largest lesion size at
24 hours (152 mL).

The inter-observer agreement in lesion growth estimate between baseline and day one
was excellent (R?=0.84, ICC= 0.94). The main result of our study is that the median growth of
the ischemic lesion size as assessed by DWI was +0.9 mL (Fig. 2). This represents less than
4% of the mean lesion size at day one in our series of patients. Only 5 patients had a lesion
growth superior to +10 mL. Since the ischemic lesion may have continued to grow between
baseline imaging and reperfusion, the actual lesion growth occurring after reperfusion is

probably even smaller. In line with this hypothesis, there was a mild although positive and
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statistically significant correlation between imaging to reperfusion time and lesion growth
(R2=0.116; p=0.048) (Supplementary Figure II). In contrast, we did not find any significant
correlation between the lesion growth and the lesion size at baseline (R?=0.021; p=0.79)

(Supplementary Figure III).

3

4

MRA - Baseline DWI=Baseline
3.
»
./ ¥
7 f ) é
MRA - Day One DWI=DayOne
B 180 C
160 °

10

i 30
140 m Baseline .
120 m Day One 20
100
80 '
' 0
60 :
' -10
40 g
. IL“ L

1 3 5§ 7 9 1113 1517 19 21 23 25 27 29 31 33 35

Patients

Lesion Size (mL)
Lesion Growth (mL)

Figure 2: Lesion growth between baseline imaging and after one day of stroke evolution
in patients achieving mTICI 3 reperfusion after mechanical thrombectomy. (A)
Representative magnetic resonance angiography (MRA) and diffusion-weighted-imaging

(DWI) in a patient before (baseline) and at day one after complete reperfusion. (B) Ischemic
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lesions sizes at baseline and after one day of lesion evolution from all the included patients.

(C) Distribution of lesion growths between baseline and day one.
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Discussion

Whereas most of the ischemic lesion growth occurs after reperfusion in experimental
models of stroke involving abrupt reperfusion®, our results demonstrate that this is not the case
in ischemic stroke patients benefiting from endovascular thrombectomy. These data suggest
that, if any, the impact of ischemia-reperfusion injury on ischemic lesion growth during the first
24 hours is limited in most patients. These results challenge the current understanding of the
pathophysiology of ischemic stroke based on preclinical studies, in which ischemia-
reperfusion injury plays a prominent role in brain infarction?. This important discrepancy
between clinical and preclinical pathophysiologies should be considered during preclinical
evaluation of neuroprotective strategies’.

The limitations of our study include the use of DWI as a surrogate for irreversibly
infarcted brain tissue, although there is evidence that a limited part of the lesion visible on DWI
is reversible®. In our study, only 4 patients presented a reversal of the DWI lesion superior to
5.0 mL. We cannot exclude that transient DWI reversal occurred in more patients, as a
manifestation of secondary injury triggered by endovascular thrombectomy. Further studies
including earlier endpoints are necessary to explore this hypothesis®. It is also important to
consider that DWI may be insufficiently sensitive to detect some consequences of reperfusion
injury such as selective neuronal loss or microinfarcts.

The “day one” endpoint may also be too early to detect the other potential effects of
reperfusion injury such as vasogenic edema or hemorrhagic transformation. Importantly,
recent studies support that higher is the reperfusion grade after thrombectomy, lower is the
rate of vasogenic edema and hemorrhagic transformation® 1°, These results suggest that the
putative negative impact of reperfusion injury on these two pathophysiological processes is
more than counterbalanced by the beneficial effect of complete reperfusion. Further studies
with later endpoints and edema correction should be performed to precise the role of ischemia-
reperfusion in the subacute phase. The impact of reperfusion injury in patients treated beyond
6 hours of onset also remains unknown.
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ONLINE SUPPLEMENT

Ischemia-reperfusion injury after endovascular thrombectomy for
ischemic stroke
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Supplementary Figure I: Correlation between baseline NIHSS and baseline lesion size.

Supplementary Figure I1: Correlation between imaging to reperfusion time and lesion growth.
Supplementary Figure I11: Correlation between baseline lesion size and lesion growth.
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Discussion

a. Une faible augmentation de volume de Iésion en diffusion aprés reperfusion compléete

Notre étude montre que l'augmentation médiane du volume de Iésion visible en
diffusion entre I'imagerie réalisée avant la thrombectomie et I'imagerie réalisée 24 heures
apres est de 0,9 ml chez les patients qui présentent une reperfusion complete (soit moins de
4% du volume de lésion moyen a 24 heures). Une partie de cette lIégére augmentation a
probablement lieu entre I'imagerie initiale et la reperfusion (délai moyen de 134 minutes)
comme en témoigne une corrélation positive entre le délai imagerie-reperfusion et
'augmentation de volume de Iésion. Il est également probable qu’une partie de la croissance
de la Iésion ait lieu dans des zones non-complétement reperfusées, car une étude récente a
démontré que des zones ischémiques persistent chez des patients dont la reperfusion est
considérée comme compléte sur l'artériographie cérébrale (14). Plusieurs études sont
cohérentes avec nos résultats, comme I'étude DAWN qui a mesuré le volume de lésion
essentiellement par scanner de perfusion et conclu a une augmentation de 1 ml du volume de
|ésion entre I'imagerie initiale et 24 heures (15), ou encore une publication récente en IRM de
diffusion qui a inclus des patients mTICI2c-mTICI3 et retrouve une croissance médiane de 2
ml (16). On peut donc considérer, qu’en moyenne, le volume de lésion visible en diffusion
reste stable aprés reperfusion complete. Autrement dit, la pénombre ischémique semble
entierement sauvée par une reperfusion compléte. Ce résultat est donc en défaveur de
I'existence de Iésions d’ischémie-reperfusion chez ’lhomme.

Il convient néanmoins de nuancer cette conclusion. L'imagerie a 24 heures (notamment
FLAIR et diffusion) ne permet pas de détecter certains types de mort cellulaire comme la mort
neuronale sélective. Plusieurs études ont en effet démontré la présence de ce phénoméne
dans la pénombre ischémique, autant chez ’'homme que chez I'animal (17). Est-ce que cette
mort neuronale sélective modifie significativement le devenir neurologique des patients reste
a démontrer, notamment en ce qui concerne la récupération fonctionnelle dans les jours ou

mois qui suivent 'AVCi.

b. L'impact du caractére réversible de la Iésion en diffusion

D’autre part, notre étude ne permet pas d’analyser ce qui se passe au sein du coeur
ischémique définit par un hypersignal diffusion. Puisqu’une partie de ce cceur ischémique est
réversible, on peut faire '’hypothése que les Iésions d’ischémie-reperfusion sont responsables
de l'infarcissement secondaire qui a lieu dans cette région. Plusieurs études dans la littérature

soutiennent cette hypothése. Tout d’abord, le caractére réversible des lésions positives en
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diffusion est maintenant bien établi (Figure 3). On estime sa prévalence a environ 25% des
patients qui bénéficient d’'une thrombectomie (9). Cette prévalence est probablement
supérieure en cas de reperfusion complete et lorsque le délai entre I'imagerie et la reperfusion
est court. Cela signifie que le coeur ischémique en diffusion contient deux régions dont le
devenir post-reperfusion est différent : une région définitivement infarcie et une région qui va
rapidement s’infarcir en I'absence de reperfusion rapide (la pénombre ischémique étant une
région pouvant patienter davantage de temps avant de s’infarcir). Dans notre série de patients,
cette réversibilité de la Iésion en diffusion peut représenter jusqu’a 80% du volume Iésionnel
initial, méme si les volumes restent faibles en valeur absolue. Une récente étude rétrospective
chez 90 patients a montré une réversibilité significative de la Iésion en diffusion chez 26% des
patients (plus de 10 ml et plus de 10% du volume total) (8). Enfin, une partie de la Iésion en
diffusion présente une réversibilité transitoire : le coefficient apparent de diffusion se normalise
avant de diminuer de nouveau (9). Plusieurs explications ont été proposées pour ce
phénoméne. Il a été proposé que la reperfusion entraine un cedéme vasogénique en plus de
'cedéme cytotoxique. En conséquence, le coefficient apparent de diffusion montre une
pseudo-normalisation du fait des effets concurrents des deux types d’cedéme, puis diminue a
nouveau du fait de la majoration progressive de I'cedéme cytotoxique dans les 24 premiéres
heures. Une deuxiéme hypothese est que lI'cedéme cytotoxique régresse initialement
complétement, mais que des dommages cellulaires secondaires ont lieu provoquant un nouvel
ocedéme cytotoxique et finalement un infarcissement du tissu. Ces dommages secondaires
pourraient étre la conséquence de lésions d’ischémie-reperfusion. Ces deux phénomeénes
(cedéme cytotoxique majoré par la reperfusion et véritable régression de 'cedéme cytotoxique)

pourraient étre concomitants.
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Figure 3 from Inoue et al.(18) Left) Example of a patient with transient DWI reversal. The time
between symptom onset and MRI was 2.4 hours, the endovascular procedure began at 3
hours. This patient had complete reperfusion (not shown) and complete reversal of the DWI
lesion on the early follow up scan which was obtained 1.8 hours after the end of the procedure.
The late follow-up scan was performed on Day 3 day and demonstrates that the DWI lesion
reappeared and a faint lesion of similar size and location on the FLAIR sequence was now
present. Right) Example of a patient with sustained DWI reversal. The symptom onset to MRI
time was 5 hours and the endovascular procedure began and 6.5 hours. The DWI lesion was
larger on the baseline scan than it was on the early follow up scan (obtained 1.8 hours after
the procedure). The infarct volume on the Day 5 FLAIR was also smaller than the initial DWI
lesion. Areas of sustained reversal are highlighted with arrows.

c. L'ischémie-reperfusion pourrait étre impliguée au sein du ceeur ischémique

De maniere schématique, a la suite de notre étude, il persiste deux principales
hypothéses a propos de la participation des Iésions d’ischémie-reperfusion a la constitution
de la lésion ischémique (Figure 4) : i) Les lésions d’ischémie-reperfusion ne participent pas a
la constitution de la lIésion ischémique dans les 24 premiéres heures d’évolution d’'un AVCi ou
i) Les lésions d’ischémie-reperfusion ont lieu au sein de la partie réversible du coceur
ischémique définit par I'imagerie de diffusion. Dans I'état actuel des connaissances, il est
difficile de déterminer quelle hypothese est la plus proche de la réalité. On peut néanmoins

amener gquelques éléments de réflexion.
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Figure 4. Schéma récapitulant /'évolution de la lésion en diffusion en cas de reperfusion
complete et faisant I'hypothése d’'une participation de I'ischémie-reperfusion a la constitution
de la lésion ischémique définitive a 24 heures.

Tout d’abord, chez le rat dans un modele d’occlusion transitoire de 'artére cérébrale
moyenne par un filament pendant une courte durée (30 minutes a 60 minutes), I'évolution
temporelle de la lésion en diffusion est tout a fait compatible avec des Iésions d’ischémie-
reperfusion (Figure 5) (19) : la lIésion apparait initialement en hypersignal diffusion avec une
restriction de I’ADC, puis régresse completement aprés reperfusion et finalement réapparait
apres plusieurs heures de reperfusion. Modifier la méthode de reperfusion en la rendant plus
progressive, limite les dommages d’ischémie-reperfusion et prévient ainsi la réapparition de
la lésion (2). Ce phénoméne n’est visible que lorsque la période d’'ischémie est de courte
durée : lorsqu’elle dépasse 60 minutes, la Iésion n’est plus réversible en diffusion. Chez
'homme, la réalisation d’une thrombectomie moins de 60 minutes aprés le début des
symptoémes est exceptionnelle, mais cette situation peut survenir chez des patients qui
reperfusent spontanément. Cependant, chez ces patients, le devenir neurologique est
habituellement excellent, en défaveur d’'une hypothése d’un infarcissement secondaire. Par
ailleurs, ce phénoméne d’infarcissement secondaire est associé avec une chute du débit
sanguin cérébral malgré la recanalisation compléte, du fait de I'apparition de microthrombi
dans le territoire qui s’infarci (Figure 6) (20). Bien que le débat sur le rble de cette
microthrombose ne soit pas tout a fait tranché (cause ou conséquence de l'infarcissement
secondaire ?), de nombreuses études démontrent que [utilisation d’anticoagulant ou
d’antiagrégant plaquettaire réduit fortement le volume de Iésion a 24 heures dans ces modéles
expérimentaux lorsque l'occlusion est de courte durée (7, 21). Cela suggére donc un role

causal de la microthrombose sur I'infarcissement secondaire dans ce modele expérimental.
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La physiopathologie chez I'animal de 'AVCi en cas de reperfusion précoce (sur laquelle se
base notre connaissance physiopathologique chez ’homme) est donc biphasique : pendant la
phase ischémique, le parenchyme cérébral souffre et un cedéme cytotoxique apparait. A la
suite de la reperfusion, cet cedéme cytotoxique régresse completement. Par des mécanismes
thrombo-inflammatoires (activation des cellules endothéliales, adhésion plaquettaire et
leucocytaire puis activation de la coagulation), une microthrombose distale apparait, elle-
méme responsable de la réapparition d’'un cedeme cytotoxique puis de I'infarcissement définitif
du parenchyme cérébral. Une observation chez I'homme et dans d’autres modéles
expérimentaux qui utilisent d’autres méthodes d’occlusion de l'artére cérébrale moyenne est
en défaveur de cette séquence d’événements : le débit sanguin cérébral ne diminue pas
secondairement, mais au contraire, a tendance a augmenter aprés une thrombectomie
(jusqu’au syndrome d’hyperperfusion) (22). Pour l'instant, aucune étude ne réconcilie cette

observation avec I'’hypothése d’'une existence chez 'lhomme de la thrombo-inflammation.

056 1.8hr 25hr

Figure 5 from Neumann-Haefelin et al.(19) Lesion evolution (T2WI, DWI, and ADC) in 2
representative animals after 30 minutes and 2.5 hours of ischemia. After 30 minutes of
ischemia, there initially is a complete reversal of the DWI and ADC abnormalities during the
first few hours of reperfusion, followed by the recurrence of the DWI lesion (and ADC
abnormality) at 24 hours. After 2.5 hours of ischemia, the DWI abnormality does not reverse
during early reperfusion. On the contrary, signal intensity increases rapidly in the previously
ischemic region after recirculation due to the increase in the T2 contribution to the DWI signal,
whereas ADC remains low (until day 2).
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Figure 6 from Bardutzky et al.(20) Representative apparent diffusion coefficient and cerebral
blood flow maps from an animal subjected to 35 and 95 minutes of transient ischemia,
respectively.

Un deuxiéme élément de réflexion est I'impact potentiel de I'ischémie-reperfusion sur
le devenir fonctionnel des patients si on considére I’hypothése d’'une participation causale a la
survenu de l'infarcissement secondaire du tissu présentant un cedéme cytotoxique réversible.
En effet, le volume de lésion réversible en diffusion en cas de reperfusion compléte est
relativement faible en valeur absolue. Dans une étude avec une IRM réalisée immeédiatement
apres reperfusion (au moment ou la réversibilité de la Iésion en diffusion est maximale) et une
nouvelle IRM a 24 heures, la croissance absolue du volume de Iésion en diffusion était de 10
ml en moyenne (11). Cette étude incluait pourtant également des patients TICI2b parmi ceux
ayant reperfusé (reperfusion entre 50% et 100% du territoire initialement atteint a la fin de la
procédure de thrombectomie). Elle surestime donc probablement la croissance du volume de
lésion attribuable a I'ischémie-reperfusion. De plus, une étude récente montre que cette
croissance peut étre expliquée par la persistance de région hypoperfusée immédiatement
apres le geste de thrombectomie (donc indépendamment de la microthrombose secondaire a
la thrombo-inflammation qui survient théoriguement plus tard d’aprés les données
précliniques) (14). Donc, méme en considérant les Iésions d’'ischémie-reperfusion comme
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totalement responsables du caractére seulement transitoire de la réversibilité d’'une partie de
la lésion visible en diffusion, leur participation au devenir neurologique des patients serait
probablement limitée car n'impliquant qu’un faible volume de parenchyme cérébral.

Un troisieme élément de réflexion est la différence de sévérité de l'ischémie entre les
modeéles expérimentaux de type filament (chez lesquels on observe des lésions d’ischémie-
reperfusion) et 'AVCi chez 'homme qui pourrait expliquer des physiopathologies différentes.
Dans I'hypothése ou les Iésions d'ischémie-reperfusion ne jouent pas de role chez ’homme,
comment expliquer qu’elles existent dans certains modéles expérimentaux mais ni chez
’'hnomme ni dans d’autres modéles ? Une explication potentielle est la sévérité de I'ischémie
pendant la présence du filament occluant l'artére cérébrale moyenne, l'artére cérébrale
antérieure et la terminaison carotidienne dans les modéles expérimentaux (Figure 7).
L’'ischémie est extrémement profonde avec un débit sanguin cérébral effondré et un
recrutement complet du territoire de I'artére cérébrale moyenne en 60 minutes environ. Chez
'hnomme, pres de 100% des patients a 1 heure et environ 50% des patients a 24 heures
présentent une pénombre ischémique mesurable en imagerie (23). Autrement dit, dans les
modeles expérimentaux de type filament, la période d’'ischémie est bréve et intense, alors
gu’elle est longue et modérée chez 'lhomme. Cette différence dans la sévérité initiale de
I'atteinte tissulaire et dans la durée de I'ischémie pourrait expliquer les différences tardives de
survenue de lésions d’ischémie-reperfusion. Il existe d’ailleurs une situation dans laquelle
I'ischémie est trés profonde chez 'homme et associée a de la mort neuronale retardée qui est
considéré comme des lésions dischémie-reperfusion dans la littérature : [larrét
cardiocirculatoire. D’autres hypothéses ont été proposées pour expliquer le caractéere
apparemment unique de la physiopathologie du modele filament, notamment autour du role
de la reperfusion soudaine dans les modeéles expérimentaux versus plus progressive chez
'hnomme (24).
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Figure 7 from Sutherland et al.(25) lllustration of the transient middle cerebral artery occlusion
model of ischemic stroke in rodents. In the intraluminal filament model, the external carotid
artery (ECA) is dissected and cauterized, and the common carotid artery (CCA) temporarily
ligated. The internal carotid artery (ICA) is dissected and an arteriotomy is performed in the
ECA. The ECA is then reflected so as to run into the ICA and a silicon-tipped nylon filament is
introduced into the ICA via the ECA arteriotomy. The filament is advanced until resistance is
felt where it occludes the proximal middle cerebral artery (MCA). For transient experiments,
the filament remains in place for a set period of time before withdrawal and wound closure.
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Conclusion

En conclusion, notre étude suggere que le role de lischémie-reperfusion dans la
constitution de la lésion ischémique dans les 24 heures aprés un AVCi bénéficiant d’une
reperfusion complete est limité, voire inexistant. L’implication principale de ce résultat est la
remise en question des protocoles de recherche clinique et préclinique ou le traitement
neuroprotecteur expérimental est administré apres que la reperfusion a été obtenue. En effet,
nos données chez 'homme suggerent que dans les 24 premieres heures d’évolution,
I'essentiel de la mort cellulaire a lieu avant la reperfusion. Ce résultat contraste avec ce qui
observé chez I'animal dans le modéle filament ou I'essentiel de la mort cellulaire a lieu
essentiellement aprés reperfusion, comme en témoigne l'efficacité de nombreuses molécules
administrées jusqu’a plusieurs heures aprés la reperfusion (24). Ceci est d’autant plus
remarquable que la plupart des études précliniques utilisent le modele filament chez le rongeur
et une administration du traitement expérimental au moment de la reperfusion. Le transfert de
ce schéma d’étude chez 'homme correspond a une administration du traitement au moment
de la reperfusion induite par la thrombectomie, lorsque la croissance de la Iésion est stoppée.
De tels essais cliniques sont donc probablement futiles. L’alternative est bien s(r d’administrer
le traitement le plus tét possible. Mais méme dans ce cas, la pertinence d’un traitement
développé dans un modéle ou la physiopathologie est clairement distincte de celle observée
chez ’lhomme est vraisemblablement limitée. Les mécanismes ciblés peuvent ne pas exister
chez ’homme, ou bien jouer un réle mineur. Cette différence de physiopathologie pourrait tout
a fait expliquer I'échec des stratégies de neuroprotection testées chez I'homme jusqu’a
aujourd’hui, qui ont pour la plupart été testées dans le modéle filament lors de la phase
préclinique (1).

De plus, nos données suggérent que l'utilisation du modéle filament chez le rongeur
pour améliorer notre connaissance de la physiopathologie de 'AVCi n’est probablement pas
optimale, bien que cela soit le modéle préclinique trés largement majoritaire aujourd’hui. Il est
courant de lire dans les introductions d’articles scientifiques que « '’AVCi est une maladie
thrombo-inflammatoire », que « des AVCi progressifs se développent malgré une reperfusion
compléte du fait des lésions d’ischémie-reperfusion », que «les Iésions d’ischémie-
reperfusion sont responsables d’'une augmentation secondaire du volume de Iésion » ou
encore que « les lésions d’ischémie-reperfusion expliquent le caractere futile de la reperfusion
chez certains patients qui ont un mauvais devenir clinigue malgré une reperfusion compléete »
(7, 21). A ce jour, aucune donnée chez 'lhomme ne corrobore ces affirmations. Le danger
d’'une méconnaissance de la physiopathologie est de concentrer les efforts de recherche sur

des mécanismes qui ne jouent pas ou peu de role chez 'homme (l'ischémie-reperfusion, la
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thrombo-inflammation) et de délaisser des sujets de recherche qui permettraient d’améliorer
le devenir fonctionnel des patients : améliorer la thrombolyse intraveineuse, améliorer les
technigues de thrombectomie, diminuer le risque de transformation hémorragique
symptomatique, favoriser la récupération fonctionnelle. 1l convient donc de développer
d’autres modeles précliniques (26), en prenant soin, a chaque étape, de s’assurer de la

pertinence des observations réalisées par rapport a ce que I'on observe chez ’'homme.
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