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RESUME

La genese d’un anévrysme intracranien n’est pas uniquement due a un effet mécanique
mais a un ensemble d’éléments biologiques. Parmi eux, le thrombus intra-anévrysmal a un
role majeur car il est le site d’activation de nombreuses métalloprotéinases et d’une protéolyse
importante. Cependant, le thrombus du sac anévrysmal est également un substrat
indispensable a la cicatrisation des anévrysmes apres traitement endovasculaire car il sert de
support a la recolonisation de I’anévrysme par des cellules mésenchymateuses. Dans les
différents travaux présentés dans cette thése, nous avons pu analyser une partic des
phénomeénes biologiques impliqués dans le succes ou 1’échec des traitements endovasculaires.
Les travaux présentés sont basés sur des expérimentations dans le modele d’anévrysme a
I’¢lastase chez le lapin et traités par coils, flow-diverters ou dispositifs intra-sacculaires
(WEB). Ces travaux permettent de mieux comprendre les mécanismes biologiques mis en jeu
par les différents traitements endovasculaires. L’analyse de ces phénoménes est indispensable
pour comprendre les causes d’échec, mais aussi afin de développer de nouveaux outils
biologiquement actifs pour le traitement des anévrysmes intracraniens. Nous proposons ainsi
le développement de stents flow-diverters biologiquement actifs. Nous proposons ¢galement
trois approches différentes de thérapie cellulaire par voie endovasculaire, utilisant des cellules
souches mésenchymateuses autologues, permettant une recolonisation du thrombus intra-
anévrysmal et une cicatrisation accélérée de I’anévrysme.

Au total, le traitement des anévrysmes intracraniens ne peut plus étre basé uniquement
sur des considérations mécaniques. Le développement des futurs dispositifs endovasculaires
devra inclure une dimension biologique pour optimiser la cicatrisation complete des

anévrysmes intracraniens.

Mots Clés: Anévrysme, Thrombus, Cicatrisation, Coils, Flow-Diverter, WEB,
Thérapie Cellulaire.



SUMMARY

The genesis of an intracranial aneurysm is not only due to a mechanical effect but to a
set of biological elements. Among them, intra-aneurysmal thrombus plays a major role, as it
is the site of activation of many metalloproteinases and an important site of proteolysis.
However, the thrombus of the aneurysmal sac is also crucial for the healing of the aneurysm
after endovascular treatment, because it serves as a support for the recolonization of the
aneurysm by mesenchymal cells. In the various works presented in this thesis, we analyzed
some of the biological phenomena involved in the success or failure of endovascular
treatments. The presented works are based on experiments in the elastase aneurysm model in
the rabbit and treated with coils, flow-diverters or intra-saccular devices. This work enables to
better understand the biological mechanisms involved in the various endovascular treatments.
The analysis of these phenomena is essential to understand the causes of failure, but also to
develop new biologically active devices for the treatment of intracranial aneurysms. We
propose the development of biologically active flow-diverter stents. We also propose three
different approaches of endovascular cell therapy, using autologous mesenchymal stem cells,
allowing recolonization of the intra-aneurysmal thrombus and accelerated healing of the
aneurysm.

The treatment of intracranial aneurysms can no longer be based solely on mechanical
considerations. The development of future endovascular devices should include a biological

dimension to improve the complete healing of intracranial aneurysms.

Key Words : Aneurysm, Thrombus, Healing, Coils, Flow-Diverter, WEB, Stem Cells
Therapy.
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Platelet-derived growth factor

Pipeline Embolization Device
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Tumor Necrosis Factor o
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Ce qui est simple est toujours faux. Ce qui ne I’est pas est inutilisable.

Paul Valéry, Mauvaises pensées, 1941.
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PREAMBULE

Basé sur des travaux de recherche clinique et de recherche expérimentale en
laboratoire, ce travail a pour but de mieux appréhender les phénoménes biologiques
aboutissant a I’efficacité ou a 1I’échec des nouveaux traitements endovasculaires pour la prise
en charge des anévrysmes intracraniens. Nous aborderons successivement les stents a
diversion de flux et les dispositifs intra-sacculaires et analyserons leur intérét, leur efficacité
et leurs limites en pratique clinique et envisagerons les acteurs biologiques mis en jeu par ces
techniques et des options visant a leur optimisation. Enfin, nous aborderons une nouvelle
approche thérapeutique que nous proposons pour le traitement endovasculaire des anévrysmes

intracraniens : la thérapie cellulaire.
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I- INTRODUCTION

1. Définition et épidémiologie des anévrysmes intracraniens

Un anévrysme se définit anatomiquement par une perte de parallélisme des parois
artérielles. Ces lésions vasculaires sont focales, uniques ou multiples. La vascularisation
artérielle cérébrale est caractérisée par de trés nombreux embranchements permettant un
couplage permanent et spécifique entre les apports métaboliques et les fonctions cérébrales.
La circulation cérébrale est une localisation fréquente pour la pathologie anévrysmale. Sur le
plan morphologique, deux grands types de 1€sions sont différenciés: les anévrysmes de type
fusiforme et les anévrysmes de type sacciforme. Ces derniers représentent plus de 90% des
anévrysmes intracraniens (Al) et se caractérisent par la formation d’une ectasie en forme de
sac au niveau des bifurcations artérielles” 2. L’anévrysme fusiforme est une lésion moins
fréquente au niveau cérébral, mais plus fréquente au niveau aortique, que les sacciformes. Les
anévrysmes fusiformes se caractérisent par une dilatation de toute la circonférence de la paroi
artérielle”™. Ces deux anatomies anévrysmales se différencient par leur hémorhéologie
intrasacculaire: recirculation compléte ou incompléte. Bien que les mécanismes soient
différents aux niveaux aortiques et cérébraux, ces deux types d’anévrysmes possédent des
similitudes et nous avions montré une coexistence possible d’Al et d’anévrysmes de 1’aorte
chez les mémes patients’.

Les Al sont le plus souvent asymptomatiques. Des séries autopsiques ainsi que des
séries de dépistage au cours d’imagerie cérébrale réalisée pour diverses indications ont mis en
évidence une prévalence globale des Al non-rompus dans la population générale de 3.5%°. La
prévalence des Al dans la population générale est comprise entre 3.6 et 6.0%” dans les pays
occidentaux, ce qui correspond a 1.2-3 millions de patients en France.

Le risque des AI est li¢ a leur rupture provoquant une hémorragie sous
arachnoidienne, responsable du déces des patients dans 50 % des cas dans le premier mois, et
laissant des séquelles permanentes chez prés d’un tiers des patients survivants’. Dans la
population mondiale, I’incidence globale annuelle des ruptures d’Al varie de 2 a 22 pour 100
000 habitants™”. Le risque absolu de rupture d’un anévrysme non rompu est trés faible et la
plupart des séries et méta-analyses ont rapporté un risque annuel de rupture de 0.05-2.0%'%"".
Ce risque de rupture dépend de plusieurs critéres combinés dans le score PHASES incluant
I’age, le sexe, la taille et la localisation de I’anévrysme, les antécédents médicaux personnels

o o 1 . 10, 18-20
ainsi que les antécédents familiaux d’anévrysmes = = .
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2. Phénomenes biologiques impliqués dans la survenue des anévrysmes

intracraniens.

La biologie des Al est complexe et implique différents phénomeénes. Le
développement dun Al peut-étre favorisé par une susceptibilité génétique”', responsable de
formes familiales. De plus, les Al se développent principalement aux sites de bifurcations
artérielles, en rapport avec 1’augmentation des contraintes hémodynamiques a ce niveau et a
la fragilité matricielle des artéres”. Ce phénoméne est li¢ aux contraintes de cisaillement

23-26
. Dans

(wall-shear stress) imposées par le flux artériel au niveau des bifurcations artérielles
ce contexte un fort niveau de cisaillement, proportionnel a la vitesse du sang, et d’oscillations
systolo-diastoliques, semblent impliqués dans [D’initiation de la dilatation alors qu’un

. o T . \ 24,27
cisaillement diminué semble impliqué dans le phénoméne de rupture”™

. Histologiquement,
le développement d’un Al associe une fragmentation de la limitante élastique interne, un
amincissement de la média en rapport avec la perte de cellules musculaires lisses, la présence
d’un thrombus intra-sacculaire, une augmentation de 1’activité protéolytique de la matrice
extracellulaire, une fibrose de I’adventice et une néovascularisation de la paroi artérielle® .
Le développement d’une poche anévrysmale entraine des variations de 1’écoulement du flux
sanguin a ’intérieur de celle-ci avec un flux qui devient turbulent avec des phénoménes de ré-
entrées (vortex), responsable d’une stagnation du sang dans le sac anévrysmal et

d’importantes forces centrifuges®>> (Figure 1).
p g g

Figure 1. Imagerie de flux: Mise en évidence du flux turbulent a I’intérieur du sac anévrysmal.

Cette stagnation sanguine provoque le développement d’un caillot au fond du sac
anévrysmal constitué de I’ensemble des ¢léments figurés du sang (plaquettes, globules rouges,

leucocytes) qui va se déposer et s’organiser en couches successives au fond du sac
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anévrysmal en “fond de coquetier. Ceci constitue le thrombus intra-anévrysmal qui est

présent dans I’ensemble des Al (Figure 2).

Figure 2. Image de thrombus anévrysmal dans un mod¢le d’anévrysme sacciforme par xénogreffe chez le rat.
Coloration Trichrome de Masson.

Le thrombus intra-anévrysmal peut avoir deux effets contradictoires sur 1’évolution
des Al : soit il va étre le support pour la cicatrisation de I’Al, soit au contraire il va favoriser
la dégradation de la paroi artérielle et ainsi augmenter le risque de rupture de 1’anévrysme’®.
En effet, le thrombus intra-anévrysmal peut servir de substrat a la colonisation par des cellules
mésenchymateuses, capables de produire du collagéne et provoquer la fibrose du sac

anévrysmal, devenant ainsi un tissu cicatriciel solide (Figure 3).

Figure 3. Cicatrisation du thrombus intra-anévrysmal.: a. Coloration au trichrome de Masson : le bleu
correspond au collageéne, reflet de la fibrose du sac anévrysmal constituant un tissu cicatriciel avec présence
d’une neo-angiogénése a ’intérieur du tissu cicatriciel. b. Inmunomarquage de 1’alpha-actine, permettant
d’identifier les myofibroblastes, cellules mésenchymateuses cicatricielles produisant le collagene. c. Coloration
au bleu de Prusse mettant en évidence 1’oxydation a I’intérieur du sac anévrysmal secondaire a la présence de

Fer 1ié a la dégradation des globules rouges piégés dans le thrombus intra-anévrysmal.
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Dans d’autres circonstances, difficiles a prédire a 1’échelle individuelle,
particulierement en rapport avec un enrichissement en neutrophiles, le thrombus intra-
anévrysmal peut étre le site responsable de I’évolutivité¢ de ’anévrysme vers la rupture. Dans
ces circonstances, le renouvellement permanent du thrombus intra-anévrysmal est responsable
de phénomenes protéolytiques et oxydatifs, favorisés par le tabagisme qui est un facteur de
risque de rupture des Al, mettant en jeu différentes voies de I’oxydation telles que NFk-B,
TNFa et NOS*"*. De plus, le thrombus intra-anévrysmal, du fait de la présence de plasmine
est un site de fibrinolyse intense favorisée par les phénomenes de turbulence du flux et de
renouvellement permanent du thrombus intra-anévrysmal. Cette fibrinolyse est responsable
d’une instabilité du thrombus intra-anévrysmal. La plasmine est le principal activateur des
protéinases matricielles (MMP) toujours synthétisées en pro-formes inactives. Le thrombus
intra-anévrysmal est également un site d’interaction avec les neutrophiles et d’activation des
protéases neutrophilaires telles que 1’élastase, et les métallo-protéases (MMP-9)** *° et
d’oxydases telles que la myélo-péroxydase (MPO)***®. Ces phénoménes sont responsables
d’une dégradation protéolytique de la matrice extracellulaire et d’une oxydation des anti
protéases (perte de fonction), aboutissant a la dégradation de 1’¢lastine et du collagene,
diminuant les capacités de contention de la paroi artérielle. Les polynucléaires neutrophiles
présents dans le thrombus mural participent également a la croissance anévrysmale® par
I’intermédiaire d’une sécrétion d’¢élastase qui, une fois piégée dans la fibrine du thrombus,
inhibe la recolonisation du thrombus mural par les cellules mésenchymateuses, et empéche la
stabilisation de la 1ésion™**°%* Ce phénoméne est auto-amplifié car la dégradation de la
matrice extracellulaire s’accompagne d’une diminution du nombre de cellules musculaires
lisses (CML), principales sources d’anti protéases dans la paroi vasculaire (notamment les
inhibiteurs des métalloprotéases matricielles MMP et des serine protéases: ¢élastase, plasmine,
t-PA, etc)™ >, Ces activités biologiques jouent ainsi un réle crucial dans la dilatation

; 3,50, 60, 61
anévrysmale et sa rupture™ ™

. Enfin, le thrombus intra-anévrysmal est un site privilégié¢
de contamination bactérienne par des pathogénes peu offensifs notamment d’origine bucco-
dentaire, responsable d’une rétention locale de neutrophiles qui amplifient les phénoménes
précédemment décrits®> ©.

Les principaux mécanismes aboutissant au développement d’un anévrysme

intracranien sont résumés dans la Figure 4.
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Figure 4 : Principales étapes aboutissant au développement d’un anévrysme intracranien.

Image issue de Turjman et al%

L’ensemble des ces mécanismes peuvent étre impliqués dans la croissance et la
rupture des anévrysmes. Ces mémes mécanismes peuvent également étre responsables de
I’échec de certaines thérapeutiques endovasculaires, voire de complications potentiellement

graves. Nous aborderons les mécanismes biologiques mis en jeu par les différentes options

thérapeutiques.
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3. Options mécaniques pour le traitement des anévrysmes intracraniens

a. Place du traitement endovasculaire

Le traitement actuel d’un anévrysme intracranien est interventionnel, chirurgical ou
endovasculaire (Figure 5). La chirurgie a pour but d’exclure 1'anévrysme de la circulation en
placant un clip au niveau du collet de l'anévrysme. Il s’agit d’une technique invasive
nécessitant la réalisation d’une craniectomie. De plus I’anévrysme n’est parfois pas accessible
pour le neurochirurgien.

Le traitement endovasculaire a été développé a partir des années 1990%° et est

actuellement la référence pour la prise en charge des AI®® %

. Il s’agit d’une approche mini-
invasive utilisant des cathéters navigués le plus souvent depuis I’artére fémorale, visant a
délivrer sous contrdle scopique a I’intérieur des anévrysmes des coils métalliques dans le but
de provoquer la thrombose du sac anévrysmal et son occlusion. Les coils sont des spires de
platine largables, qui implantés dans I’anévrysme ont pour but de provoquer une stagnation du
flux a intérieur du sac anévrysmal, favoriser la formation d’un thrombus intra-anévrysmal
occlusif qui puisse servir de support pour la cicatrisation du collet de 1’anévrysme " 7%
Mais comme nous I’avons vu le role biologique du thrombus est ambigu pouvant servir de

substrat de cicatrisation ou de source d’aggravation.

J

Figure 5: A) Traitement endovasculaire par coils. B) Traitement chirurgical par clip.

b. Mécanisme de la cicatrisation des anévrysmes aprés traitement par coils
La cicatrisation des anévrysmes implique plusieurs processus cellulaires notamment la

formation d’une couche néo-intimale par la prolifération de cellules mésenchymateuses et
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endothéliales et la synthése de matrice extra-cellulaire™ "

. L’objectif est ’occlusion du collet
de I’anévrysme par la couche néo-intimale afin d’isoler totalement le sac anévrysmal du
vaisseau porteur. Brinjikji et al. ont récemment résumé les phénomeénes impliqués dans la
cicatrisation des anévrysmes traités par coils ainsi que les phénoménes impliqués dans les cas

de récurrence’ (Figure 6).

Figure 6: A) Premiére semaine : I’anévrysme est rempli avec un caillot désorganisé (rouge). Des phagocytes
(violet) et de la fibrine commencent a recouvrir les coils (jaune). B) Deuxiéme semaine: Poursuite de la
couverture des coils par la fibrine (jaune). Colonisation par des phagocytes (violet) et des myofibroblastes (vert).
Développement d’une fine couche de fibrine au collet de I’anévrysme. C) Deuxiéme a quatriéme semaines:
Prolifération des myofibroblastes (vert) avec un thrombus intra-anévrysmal de mieux en mieux organise,
appauvri en globules rouges et enrichi en fibrine pontée et condensée (transglutamination) (rouge). Majoration
de I’endothélialisation au collet. D) Un a trois mois: début de I’apoptose des myofibroblastes (vert foncé) et des
phagocytes (violet foncé). Majoration de I’endothélialisation au collet. E) A partir du troisi¢éme mois:
cellularisation de la poche anévrysmale, constituée principalement d’un tissu conjonctif vascularisé (fibres
rouges). Majoration de la couverture des coils par la fibrine (brun) et de I’endothélialisation au collet qui est plus

épaisse. Image par Brinjikji et al’?.
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¢. Limites du traitement endovasculaire par coils
Le traitement endovasculaire constitue le traitement de premiére intention pour les
anévrysmes rompus depuis qu’il a été prouvé que ce traitement permet de meilleurs résultats

en terme de morbi-mortalit¢ comparé au clipping”

. De fagon similaire, 1’approche
endovasculaire est le traitement de référence pour les Al non rompus " *. Pour I’ensemble
des Al le taux de succés du traitement par coils est de 91% avec une morbi-mortalité
d’environ 4.8% (1.2% de déces)®'.

Malgré son efficacité démontrée, le traitement par coiling n’est pas systématiquement
durable dans le temps. En effet, le thrombus intra-anévrysmal induit par les coils peut se

rétracter au cours du temps, responsable d’une compaction des coils et de la récurrence de

l’anévrysmegz'84 (Figure 7).

Figure 7: a) Occlusion anévrysmale compléte. b) Compaction de coils et récurrence anévrysmale.
Image issue de Dorfer et al*.

La récurrence (recanalisation) est une complication fréquente qui survient dans 15 a
25% des cas au cours du suivi et peut nécessiter un ou plusieurs retraitements 7> ¥,
L’efficacité a long terme du traitement endovasculaire des anévrysmes est donc une question
cruciale notamment dans le cas du traitement préventif des anévrysmes non rompus, méme si
la rupture d’un anévrysme non rompu préalablement traité est un événement trés
exceptionnel®*°. L’occlusion initiale incompléte de I’anévrysme est un des facteurs de risque
de récurrence *'. La densité du packing de coils & ’intérieur du sac anévrysmal et le résultat
angiographique immédiat aprés le coiling sont également des facteurs essentiels pour la

stabilité a long terme de I’exclusion de I’anévrysme®” °! 2

. Des techniques ont été
développées pour augmenter la stabilité de ’occlusion anévrysmale par coils. L utilisation

d’un ballon gonflé transitoirement dans 1’artére porteuse en regard du collet de I’anévrysme
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permet d’augmenter ce packing en forcant plus de coils a rentrer dans le sac anévrysmal, il

93-98

s’agit de la technique de remodeling ou balloon-assisted coiling”"". L’implantation de stents

dans I’artére porteuse en regard du collet de I’anévrysme permet également de diminuer le

- ngs99-102
risque de recanalisation

grace a la possibilité d’augmenter la densité de coils mais
¢galement grace au fait que le stent, par la modification de 1’architecture artérielle, modifie les
flux entrant dans I’anévrysme. Enfin le stent, placé en regard du collet de I’anévrysme sert de
support pour la prolifération endothéliale au collet et favorise sa cicatrisation'””. Cependant, la
mise en place d’un stent implique 1’utilisation de traitement antiagrégant plaquettaire afin de
prévenir le risque de thrombose de stent et de complications ischémiques mais augmente le
risque de complications hémorragiques'®. De plus, la sécurité du traitement endovasculaire
est limitée en cas d’anévrysmes a collet large, rendant précaire voire impossible le maintien
des coils a I’intérieur du sac anévrysmal avec un risque de protrusion de coils dans 1’artére
porteuse et d’occlusion accidentelle avec ischémie d’aval par thrombose. Dans ces
anévrysmes a collet large, I’adjonction de stents intracraniens permet de maintenir les coils
dans le sac anévrysmal (stent-assisted coiling)®™*. Cependant, malgré le développement de
nouveaux coils (longueurs et diamétres tres variés, formes tridimensionnelles, coils coatés
avec des hydrogels) et les techniques de coiling assist¢ par ballon ou stent, le taux de
remplissage du sac anévrysmal par le matériel d’embolisation n’excede pas 30 a 40% méme
en cas d’occlusion dite « compléte »'% 1.

La récurrence anévrysmale étant une limite sérieuse pour la stabilité du traitement par
coils, de nombreux travaux de recherche sont actuellement en cours pour limiter sa

07

survenue'’. Il est largement accepté que I’amplification de la réponse cicatricielle

anévrysmale est un ¢lément essentiel pour prévenir les récurrences.
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d. Stents a diversion de flux

Afin d’optimiser le traitement des anévrysmes, un nouvelle approche a vu le jour vers
la fin des années 2000 avec le développement de stents a mailles tres serrées appelés flow-
diverters dont le but est de rediriger le flux artériel vers I’artére normale et d’exclure le sac
anévrysmal de la circulation. Il s’agit d’une approche hémorhéologique consistant en la mise
en place par voie endovasculaire d’un stent auto-expansible a mailles serrées dans 1’artére
porteuse en regard du collet de I’anévrysme, réduisant de maniere importante le flux pénétrant
le sac anévrysmal, favorisant sa thrombose et son exclusion de la charge hémodynamique

. . - : . 108-112 /pae
sans introduire aucun matériel au sein du sac anévrysmal (Figure 8).

{
.,

Figure 8: Thrombose de 1’anévrysme et reconstruction du vaisseau aprés mise en place du flow-diverter.

Les flow-diverters sont une protheése endovasculaire se présentant sous la forme d’une
structure tubulaire composée de fils tressés, permettant un taux de couverture d’environ 30%

113

de la surface du stent . La diversion de flux est immédiate apres la pose du dispositif qui

constitue une barriére physique permettant de rediriger le flux sanguin dans le vaisseau

114 L
. Ce mécanisme

porteur de I’anévrysme avec augmentation de la conductance longitudinale
est responsable d’une réduction significative du débit intra sacculaire (environ 85%) par
diminution de la conductance radiale, et d’une augmentation de la viscosité sanguine
entrainant la formation d’un caillot. Parallelement, la barriére physique représentée par le
stent se renforce par endothélialisation du stent permettant d’augmenter son “étanchéité*
grace au développement d’une interface imperméable et a la reconstruction vasculaire. La
structure du stent sert ainsi de support au développement d’un tissu endothélial et néo-intimal

115

en regard du collet °. La reconstruction vasculaire grice aux flow-diverters est donc un

processus évolutif dans le temps qui contrairement au traitement endovasculaire par coils
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- - . 116
permet une occlusion progressive de I’anévrysme

. Au final, I’absence de matériel intra-
anévrysmal permet d’espérer une réduction de taille de ’anévrysme et la diminution des
éventuels symptomes liés a I’effet de masse. Les flow-diverters constituent donc un véritable
changement de paradigme dans le traitement endovasculaire des anévrysmes car il n’y pas
d’introduction de matériel dans le sac anévrysmal. Leur but est une reconstruction du vaisseau
porteur, alors que 1’embolisation par coils ne traite pas 1’altération du vaisseau porteur d’ou le
risque de récurrence. Les flow-diverters sont utilisés en pratique clinique depuis 2011. Nous
rapportons dans la deuxiéme partie de ce travail les mécanismes biologiques impliqués

dans le traitement par flow-diverters, ainsi que dans les risques liés a leur utilisation

pour tenter d’expliquer et d’optimiser ces dispositifs.
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e. Autres dispositifs intra-sacculaires
Les anévrysmes de bifurcation a collet large sont parmi les plus difficiles a traiter par
voie endovasculaire, et nécessitent le plus souvent le recours aux techniques de stent-assisted

99, 117-121

coiling avec un ou plusieurs stents afin de maintenir les coils en place . Cependant

cette approche comporte des risques liés a la difficulté technique et ne permet pas toujours

118, 122, 123

une occlusion compléte de ’anévrysme . Les flow-diverters sont une autre option

stratégique pour ce type d’anévrysmes mais ne sont pas anodins avec le risque d’occlusion de

124-131

la branche de bifurcation couverte . De plus, ces deux options impliquent la mise en

place de stents et ’administration d’une double anti-agrégation plaquettaire ayant ses propres
risques'®*.

Une nouvelle approche pour le traitement des anévrysmes de bifurcation a collet large
consiste en I’implantation a I’intérieur du sac anévrysmal d’un dispositif de diversion de flux
intra-sacculaire, visant a interrompre le flux au collet de I’anévrysme. Cette interface sert de
support pour le développement d’un tissu endothélial au collet de I’anévrysme servant a
exclure et a cicatriser ’anévrysme. L’avantage de ces dispositifs par rapport au stent-assisted
coiling est qu’ils ne nécessitent pas l’utilisation d’anti-agrégants plaquettaires et qu’ils
peuvent ainsi étre utilisés en phase aigue aprés rupture.

Le WEB (Woven EndoBridge, Sequent Medical, Aliso Viejo, California) est un
dispositif intra-sacculaire auto-expansible dont la forme expandue se conforme a celle de
I’anévrysme et qui sert de barriere au flux, a I'interface entre le collet de ’anévrysme et

\ 132-136
I’artére porteuse

(Figure 9). Plusieurs séries cliniques ont montré la sécurité et
134-146

I’efficacité de ce dispositif en pratique clinique

Figure 9 : Anévrysme de bifurcation traité par dispositif WEB.
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Afin de mieux analyser les phénoménes biologiques mis en jeu pour la cicatrisation
des anévrysmes traités par WEB, nous présenterons une corrélation histologique entre les
phénoménes de cicatrisation de I’anévrysme traité par WEB et D’occlusion

angiographique.
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4. Intérét et modalités de ’optimisation biologique

Comme nous I’avons précédemment décrit, le développement d’un anévrysme
intracranien est li¢é a la combinaison de plusieurs phénoménes d’ordre génétiques,
environnementaux et hémodynamiques résultant en une raréfaction localisée des cellules de la
paroi artérielle et a la dégradation de la matrice extracellulaire principale composante de la
résistance a la tension exercée par la pression sur la paroi artérielle. Pourtant, méme s’ils
mettent en jeu des phénoménes biologiques, les traitements actuellement disponibles sont
essentiellement orientés vers une approche mécanique avec pour but ’occlusion de la
poche anévrysmale plutét que vers une approche biologique visant a une cicatrisation de
la lésion, a une reconstruction et une recolonisation du segment artériel pathologique.

Il existe plusieurs objectifs contradictoires pour le traitement des anévrysmes
intracraniens. En effet, le but est de favoriser la thrombose du sac anévrysmal tout en limitant
I’extension de la thrombose a ’arteére porteuse. C’est pourquoi les traitements avec mise en
place d’un stent ou d’un flow-diverter dans 1’artére porteuse, impliquent 1’administration d’un
traitement antiplaquettaire adjuvant. Ces traitements antiplaquettaires préviennent les
évenements thrombotiques dans le vaisseau porteur, mais avec un effet néfaste sur la
cicatrisation du thrombus intra-anévrysmal car les plaquettes sont une source importante de
PDGF, principal facteur de croissance des cellules mésenchymateuses. Une autre
contradiction mise en jeu dans le traitement des anévrysmes intracrdniens est que la
cicatrisation des anévrysmes passe par la constitution d’un thrombus intra-anévrysmal alors
que ce thrombus lui-méme peut avoir des effets déléteres en rapport avec ses activités
protéolytique et oxydante®.

L’objectif idéal du traitement endovasculaire des anévrysmes intracriniens serait de
permettre une cicatrisation du sac anévrysmal, passant par la constitution d’un thrombus
limité en activités protéolytiques, et sans risque thrombotique pour les artéres porteuses.
L’approche biologique est plus ambitieuse encore, avec pour but de modifier la biologie de la
paroi artérielle pour reconstituer le segment artériel pathologique plutdt qu’une exclusion
mécanique par simple occlusion.

Dans cette optique, la thérapie cellulaire est une alternative séduisante, par
inhibition de la dégradation protéolytique de la média et recolonisation cellulaire du segment
anévrysmal. Plusieurs tentatives de thérapie cellulaire ont été envisagées pour le traitement
des Al utilisant pour la plupart des cellules matures déja différenciées'*’">’. Cependant, des

cellules matures n’ont pas la capacité de se différencier dans les différents types cellulaires
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mésenchymateux normalement présents dans la paroi artérielle. Idéalement, les cellules
utilisées pour la thérapie cellulaire des Al devraient avoir la capacit¢ de se différencier en
cellules endothéliales et en cellules musculaires lisses’” '** '*°. Grace a leur pluripotence, les
cellules souches mésenchymateuses représentent le type cellulaire idéal pour la cicatrisation
des anévrysmes intracraniens'*® 15 160-164,

Nous présentons dans la quatriéme partie de ce travail, trois différentes options
utilisant des cellules souches mésenchymateuses par voie endovasculaire pour le

traitement des anévrysmes intracraniens.
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5. Modé¢le interventionnel d’anévrysme sacciforme chez le lapin

Les anévrysmes spontanés sont rares chez les animaux de laboratoire. Afin de pouvoir
mieux comprendre les mécanismes biologiques mis en jeu par les traitements endovasculaires,
il est donc nécessaire d’utiliser des modeles animaux. Chaque modele présente des avantages
et des inconvénients. Plusieurs mod¢les d’Al ont ét¢ développés chez différents animaux tels

165-167

que le lapin, la souris, le rat, le cochon, le chien ou le mouton . Les modeles développés

chez le rongeur présentent 1’avantagent d’étre localisés en en position intracrdnienne sans

. . . o . . A 168-172
nécessiter de manipulation chirurgicale des artéres intracraniennes

. Cependant ces
modeles présentent un inconvénient majeur di a la petite taille des anévrysmes et des artéres
de ces animaux, ne permettant pas I’évaluation des outils endovasculaires.

Une revue systématique de la littérature publiée en 2010 par un consortium d’équipes
utilisant des mod¢les animaux pour I’évaluation des procédures endovasculaires pour le
traitement des anévrysmes intracraniens a rapporté I’ensemble des avantages et limites de
chacun des modeéles disponibles'®’. Cette revue systématique a permis de mettre en évidence
que les deux modeles les plus appropriés étaient le modele chirurgical d’anévrysme de
bifurcation chez le chien et le modéle d'anévrysme induit par 1'élastase chez le lapin. L’intérét
de ce modele a I’¢lastase chez le lapin ainsi que ses limites ont ét¢ largement décrits dans un
article récemment publié par Brinjiki et al'®.

L’ensemble des procédures expérimentales présentées dans ce travail ont utilisé un

158, 173, 174

modele anévrysmal a 1’¢lastase chez le lapin (Figure 10). Il s’agit d’un mode¢le

d’anévrysme sacciforme dérivé d’un modele d’anévrysme fusiforme initialement réalisé sur

des aortes de rats par Michel et al'”

. L’intérét de ce modele chez le lapin est la proximité du
systtme de coagulation avec celui de I’homme, l'absence d'inflammation et la faible
cellularité (composée de CML, fibroblastes et quelques rares cellules mononuclées) ainsi que
la formation d’un thrombus intra-sacculaire'’®, des caractéristiques proches des mécanismes
physiopathologiques humains. De ce fait, les caractéristiques histologiques et morphologiques
des anévrysmes obtenus grice & ce modéle sont proches de celles des anévrysmes humains'”’.
Enfin, la taille des artéres du lapin est compatible avec 1’utilisation du matériel de traitement
endovasculaire utilisé en clinique. Il permet donc de tester des dispositifs utilisés chez
I’homme.

Les anévrysmes sont réalisés sur des lapins blancs de Nouvelle-Zélande (de 3.5-4kg)

sous anesthésie générale par injection intra-musculaire de kétamine (20 mg/kg) + Xylazine

(4.5 mg/kg) + Acépromazine 1% (Img/kg). Aprés avoir rasé¢ la région cervicale, une
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anesthésie locale par injection sous-cutanée de xylocaine a 2% (Xylocaine®, ©AstraZeneca)
est réalisée, et une incision médiane est pratiquée afin d’exposer 1’artére carotide primitive
droite. Apres dissection de I’artére, une artériotomie est pratiquée, et un désilet de 5 French
(Mini guide plastique 5 Fr. Radiofocus®, Introducer II, Terumo Europe) est inséré de fagon
rétrograde a 1cm de origine de la carotide. Deux-mille U.I. d’héparine (Héparine Choay®
sodique, 25000 U.I. / 5 mL) sont administrées par injection intraveineuse pour prévenir la
formation de thrombus artériel per-procédure. Sous contrdle scopique par rayons X (Mobil C-
arm — BV Endura, Philips Medical Systems, Hollande), un cathéter d’embolectomie artérielle
de 3 French (EMB 40, Fogarty®, Edwards Lifesciences™, Edwards Lifesciences Germany)
est avancé de facon rétrograde jusqu’a l’origine de la carotide primitive droite. A cette
position, le ballon d’embolectomie est gonflé avec une solution contenant du produit de
contraste (Hexabrix® 320 mg/mL, Guerbet, Roissy CdG, France) afin de créer une chambre
de remplissage (Fig. 6). Une solution contenant 45 U.I. d’¢élastase pancréatique de porc (type
I, E1250-50 MG, lot 115K7682, Sigma®, France) est injectée dans cette chambre de
remplissage via le désilet, et est laissée en incubation pendant 20 minutes. Le cathéter
d’embolectomie et le désilet sont ensuite retirés, et la carotide est ligaturée en distalité.

Apres suture des plans musculaires profonds et du plan cutané avec un surget de
Vicryl 4-0, le lapin est réintroduit dans sa cage.

L’évolution anévrysmale nécessite 3 semaines apres la création chirurgicale de
I’anévrysme. Ce modele expérimental permet d’obtenir des anévrysmes histologiquement
comparables aux Al humains (Figure 11) avec des tailles d’environ 5 a 10 mm de plus grand

diameétre et un collet d’environ 4 mm.
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Figure 10: Mode¢le anévrysmal a I’elastase chez le lapin. Un désilet est inséré de fagon rétrograde dans la RCC
et un cathéter a ballon est inséré via le désilet et gonflé a I’origine de la RCC (a et b). Apreés 20 minutes
d’incubation d’¢lastase et ligature de la RCC, on observe une Iésion anévrysmale a I’origine de la RCC (c et d).
Trois semaines apres, on observe un anévrysme sacculaire a I’origine de la RCC (e. DSA et f. IRM TOF)
RCC : carotide primitive droite ; LCC : carotide primitive gauche ; RSC : sous-claviere droite ; An : Anévrysme.

Figure 11: Aspect histologique d’un anévrysme induit a 1’élastase chez le lapin. Important thrombus intra-

anévrysmal, similairement a ce qui est communément observé dans les anévrysmes intracraniens chez I’homme
. . . . 158
(Coloration Picro -Orcein, Hamamatsu nanozoomer) ; Image issue de Rouchaud et al’™".
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I1- Les Flow-diverters

1. Principe et efficacité

a. Revue de la littérature

En avril 2011 la FDA autorisait aux Etats-Unis 1’utilisation flo- diverters pour le
traitement d’anévrysmes larges (taille supérieure a 10 mm), a large collet (supérieur a 4 mm),
de l’artére carotide interne entre le sinus caverneux et ’artére hypophysaire supérieure.

En France, les recommandations retenues par I’ANSM (Agence Nationale de Sécurité
du Médicament et des produits de santé¢) en Novembre 2011, autorisent I’utilisation des flow-
diverters pour :

- les anévrysmes intracraniens non rompus, sacciformes ou fusiformes, dont le
diamétre du sac anévrysmal est supérieur a 15 mm et inaccessibles aux thérapeutiques
actuelles (traitement endovasculaire par coils assist¢ ou non d’un stent; ou traitement
chirurgical).

- la prise en charge des anévrysmes déja traités ayant une recanalisation mesurant plus
de 7 mm de diametre et non accessibles au traitement habituel.

L’utilisation actuelle des flow-diverters est étendue a tous les anévrysmes
intracraniens non rompus et plus particulicrement les anévrysmes larges et géants, les
anévrysmes a collet large, les anévrysmes fusiformes, les anévrysmes disséquants et les
recanalisations, c’est a dire aux lésions dont le traitement par coils n’est pas envisageable ou
présente un risque d’échec élevé. Au-dela de ces indications, les flow-diverters sont de plus en
plus utilisés dans des arteres plus distales de plus petit calibre ou pour le traitement

131,178

d’anévrysmes de bifurcation . Les flow-diverters peuvent également parfois €tre utilisés

en phase aigue d’une hémorragie cérébrale. Malgré la nécessité de double anti-agrégation
inhérente a I’utilisation d’un stent, les flow-diverters peuvent constituer une alternative

envisageable notamment dans les cas d’anévrysmes disséquants ou de blister anévrysmes,

: : . -1 111,179, 180
trop petits pour envisager un traitement par coils' """ .

La plupart des séries publiées ont montré de bons résultats en terme d’occlusion

181-185

anévrysmale avec des taux d’occlusion compléte allant jusqu’a 95% . Deux méta-

analyses publiées en 2013 ont rapporté une efficacité importante des flow-diverters pour le

traitement des Al avec 76% d’occlusion totale des anévrysmes a 6 mois et une morbi-

109, 186

mortalit¢ aux alentours de 9 a 10 % . Nous avions également publié une revue

rapportant les principales données publiées sur les flow-diverters pour le traitement des AI'"*.
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Ces résultats cliniques et angiographiques sont tout a fait encourageants, cependant
peu de données sont disponibles pour expliquer les cas de non-occlusion (24% d’occlusion

. e . 109, 186
incompléte a 6 mois

) et les mécanismes biologiques liés a la cicatrisation ou au
contraire a la non-occlusion des anévrysmes traités par flow-diverters. De plus, des
complications liées a I’utilisation des flow-diverters ont été rapportées, notamment en rapport
avec ’occlusion de branches artérielles couvertes par le dispositif''* '** '*® ou des cas rares
mais graves de ruptures secondaires de I’anévrysme'*’.

Comme nous le rappelions, le traitement par flow-diverter consiste en la mise en place
par voie endovasculaire d’un stent auto-expansible a mailles trés serrées dans I’artére porteuse
en regard du collet de I’anévrysme, réduisant de manicre importante le flux entrant dans le sac
anévrysmal, entrainant sa thrombose et son exclusion de la charge hémodynamique sans

. . - : . 108-112
introduire aucun matériel au sein de ’anévrysme .

Le déploiement d’un flow-diverter
permet de rediriger le flux vers I’artére porteuse avec augmentation de la conductance
longitudinale. Cependant, a la différence d’un stent couvert, les flow-diverters sont un treillis
perméable permettant de maintenir la perfusion de collatérales couvertes. Ce caractere
perméable du stent qui est indispensable, a cependant un inconvénient majeur car il est
responsable d’une exclusion incompléte du sac anévrysmal avec persistance d’un certain
degré de conductance radiale a travers les pores du stent. La taille des pores des flow-diverters
est variable d’un dispositif a I’autre et fonction de 1’anatomie et du degré de compaction mais
selon les études de Gentric et al., la surface de la cellule unitaire varie de 0.02 a 0.05 mm? 190,
permettant aux cellules circulantes du sang de passer a travers les interstices et de continuer a
alimenter le thrombus intra-anévrysmal. La collision des cellules piégées a I’intérieur du sac
anévrysmal peut étre responsable de 1’activation des polynucléaires neutrophiles de I’activité
protéolytique du thrombus intra-anévrysmal dont nous analyserons le potentiel impact
délétere.

De plus la taille des pores joue un rdle crucial en cas de couverture d’artéres

perforantes ou de branches collatérales par le flow-diverter !

. Les flow-diverters sont congus
e . L
pour assurer une couverture suffisante au collet de I'anévrysme pour isoler la 1ésion de la
circulation, mais étre suffisamment poreuse pour préserver la perméabilité, au travers des
. . . . . . 112, 129, 188, 191
mailles du dispositif, des vaisseaux collatéraux couverts par le flow-diverter . Le
flux dans les branches couvertes est régi par des régimes de flux et de pression différents de
ceux dans I’anévrysme. En effet, comme nous 1’avons vu dans I’introduction de ce travail, le
flux intra-anévrysmal est un flux turbulent, vortexiel, avec des phénomeénes d’entrées et de ré-

33, 34, 192

entrées du flux alors que le flux dans les branches artérielles couvertes est un flux
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laminaire provoquant un effet aspiratif*°. Ceci a été étudié par histologie suite au
déploiement de flow-diverters dans des aortes de lapins, démontrant des défects
d’endothélialisation du dispositif, de forme circulaire, en regard des ostia des arteres
lombaires couvertes par le flow-diverter''’. Plusieurs études cliniques ont rapporté ’incidence

- \ : 125-128, 194-203
des occlusions d’artéres couvertes par des flow-diverters : .

Nous aborderons dans les sections suivantes les mécanismes biologiques
impliqués dans Defficacité du traitement par flow-diverter ainsi que les processus
impliqués dans les cas d’occlusion d’artéres couvertes par le stent. Enfin, nous

discuterons les phénomenes biologiques engagés dans les cas de ruptures secondaires.
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b. Mécanismes biologiques impliqués dans la cicatrisation des anévrysmes

traités par flow-diverter : Analyse par séquencage de PARN

Comme précédemment discuté, les mécanismes biologiques de la physiopathologie
des anévrysmes sont mal connus, y compris les mécanismes de formation, de rupture, de
croissance, de cicatrisation ou de complications liées aux dispositifs. En effet, les dispositifs
endovasculaires utilisés pour le traitement des Al ne sont pas simplement des dispositifs
mécaniques inertes utilisés pour isoler I’anévrysme de la circulation sans aucune interaction
avec I'hote, mais au contraire ils interagissent par différents processus biologiques dans le but
de cicatriser et guérir définitivement I'anévrysme. Ces interactions biologiques peuvent varier
en fonction du dispositif utilisé ou en fonction des conditions biologiques et hémodynamiques
locales et conduire parfois a une non-occlusion de I'anévrysme ou a des complications trés
rares mais dévastatrices telles qu'une rupture retardée aprés traitement par flow-diverter'*®***
205 11 est primordial de comprendre les processus biologiques mis en jeu aprés un
traitement endovasculaire afin d'optimiser les dispositifs utilisés pour le traitement de
I'AI et d'essayer d'en éviter les complications potentielles.

Certaines études antérieures ont exploré les mécanismes de cicatrisation des
anévrysmes apres traitement endovasculaire, mais se sont surtout concentrées sur les niveaux

1, 70, 115, 152, 158, 206-209

. . . , .6
tissulaire, cellulaire ou moléculaire Comme nous I’avons vu

précédemment, le traitement par coils implique initialement la formation d’un thrombus dans

le sac anévrysmal, puis favorise la formation de néo-intima au niveau du collet pour isoler la

70,210, 211

cavité anévrysmale de la circulation , cependant les taux d'occlusion a long terme sont

décevants avec des taux de recanalisation élevés en raison du manque de cicatrisation des
; 86, 107 - . e . o

anévrysmes . A I’inverse, le taux d’occlusion définitive des anévrysmes traités par flow-

diverters est trés élevé avec une cicatrisation impliquant 1’endothélialisation du stent a partir

70, 115, 212, 213

des cellules endothéliales de I’artére porteuse Cependant, méme si cette

complication est trés rare et se produit dans moins de 1% des cas, plusieurs cas de ruptures

189, 205

anévrysmales retardées ont été rapportés avec 1’utilisation des flow-diverters . Plusieurs

mécanismes ont été proposés pour expliquer cette complication, comme les modifications de

204
flux

ou un impact délétere du caillot intra-anévrysmal engendré par le déploiement du flow-
diverter'™. 1l existe une controverse autour des mécanismes impliqués dans la survenue
de ruptures anévrysmales retardées aprés des flow-diverters et il semble important

d'essayer de les expliquer.
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Des études génétiques préalables ont étudié I’impact de certaines molécules clés, telles

que les metallopeptidases, la fibronectine ou le collagéne potentiellement impliquées dans la

214-219

cicatrisation des anévrysmes . D'autres ont comparé l'expression apres traitement par

coils ou flow-diverter de certains genes sélectionnés mais n'ont pas donné un apercu global

220

des voies biologiques impliquées dans ces différentes options de traitement™ . Récemment,

plusieurs études ont utilisé le séquencage de ’ARN messager et des microRNA (RNA-seq)

pour essayer d’¢lucider les mécanismes moléculaires impliqués dans la cicatrisation des

221, 222

anévrysmes Cependant, aucune de ces études n’a comparé les anévrysmes coilés a

o . 223
ceux traités par flow-diverter ™.

Afin d’aveoir un apercu global des mécanismes
biologiques impliqués, nous avons réalisé une étude utilisant la technologie de
séquencage de I'ARN pour identifier les différences entres les anévrysmes traités par

coils ou flow-diverter dans le modéle d’anévrysme a I’élastase chez le lapin.

Article 1: Rouchaud A, Johnson C, Thielen E; Schroeder D, Ding YH,
Dai D, Brinjikji W, Cebral J, Kallmes DF, Kadirvel R. Differential Gene
Expression In Coiled Versus Flow-diverter-Treated Aneurysms: A
RNA sequencing Analysis In Rabbit Aneurysm Model. 4A/NR Am J
Neuroradiol. 2015 Dec 31. [Epub ahead of print]***

Les parties Méthodes et Résultats sont présentées dans le PDF de [’article.

Cette étude a mis en évidence une expression différentielle de génes spécifiques, lors
de la comparaison de tissus provenant d'anévrysmes traités par coils par rapport a ceux traités
par flow-diverters ou par rapport aux anévrysmes non traités.

Les génes exprimés de maniére différentielle faisaient principalement partie des
groupes liés a la réponse inflammatoire et a la migration cellulaire. Ces résultats sont
encourageants pour fournir un apercu des effets biologiques et également mettre en évidence
les voies a analyser afin de mieux comprendre et optimiser les résultats apreés traitement
endovasculaire pour les Al

Nos résultats ont montré que seulement 13 sur 9982 (0,13%) genes ont été identifiés
comme ¢étant différentiellement exprimés lors de la comparaison entre les anévrysmes traités

par coils par rapport a ceux traités par flow-diverter. Cela met en évidence le fait que, malgré
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deux approches différentes, les réponses aux dispositifs utilisés pour le traitement
endovasculaire de 1'Al ne sont pas tres différentes. Ceci montre que les modifications des
genes observées sont principalement conduites par l'anévrysme lui-méme plutét que par le
dispositif et supposent que les mécanismes conduisant a I'occlusion de I'anévrysme sont a peu
pres similaires quel que soit le dispositif utilisé.

Ces dispositifs favorisent le remodelage de la paroi artérielle par l'implication de
différentes métallopeptidases (MMP), notamment MMP1, MMPI2 et MMPI3. Les
métallopeptidases sont connues pour étre impliquées dans 'homéostasie du thrombus
intracranien, mais principalement la MMP2 et la MMP9 ont été décrites dans cette

42, 44, 225, 226 . - .
» T 2 20 Une des raisons pour lesquelles les précédentes études ont

pathologie
essentiellement rapporté I’importance de la MMP-9 plutot que celle des autres MMP est que
la MMP-9 est trés diffusible est peut donc étre mesuré dans le sang circulant, alors que la
MMP-12 ne diffuse pas et s’accroche intensément au tissu. De ce fait, la mesure de
I’expression de la MMP-12 nécessite d’avoir acces au tissu car elle ne diffuse pas et n’est pas
mesurable dans le sang circulant.

Cette étude met en évidence le role important d’autres MMP (MMP1, 12 et 13) qui ont
¢été rapportées comme étant impliquées dans la formation, I'évolution et la stabilisation des
anévrysmes de l'aorte abdominale (AAA)*"**°. Cependant, leur impact a été moins décrit
dans le cadre de Al sauf un rapport de Zhang et al**® qui avait mis en évidence le role de
MMPI1 et MMP12 dans la rupture des Al. Le séquencage ARN de notre étude a également
découvert que la basigine (également connue sous le nom d'inducteur de métalloprotéinases
de la matrice extracellulaire: EMMPRIN) est régulée a la hausse dans les anévrysmes traités
par flow-diverter comparativement a ceux traités par coils. Cette molécule est impliquée dans
la régulation de différentes MMP, en particulier MMP2 et MMP9*****! ’expression accrue
de basigine dans les anévrysmes traités par flow-diverter pourrait expliquer le niveau plus
élevé des MMP 2 et 9 dans ces anévrysmes, comme décrit précédemment™.

De plus, le géne MARCO (Macrophage Receptor with Collagenous Structure) est
également différentiellement exprimé dans notre étude. Cette molécule est associée aux
anévrysmes sans thrombus intra-sacculaire dans une étude comparant des anévrysmes de
I’aorte abdominale avec ou sans thrombus intra-anévrysmal**2. Dans notre étude, nous avons
observé une régulation négative de MARCO dans le groupe flow-diverter, ce qui suggére une
implication accrue de la thrombose intra-anévrysmale par rapport aux anévrysmes non traités
et le role potentiel du thrombus intra-anévrysmal pour la rupture anévrysmale retardée

. . 189, 243
associée aux flow-diverters ™= .
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Dans notre étude, la molécule la plus sur-exprimée indépendamment du type de
dispositif utilis¢ pour le traitement des anévrysmes, est la kératine 8, une molécule
extracellulaire agissant comme un site de liaison pour le plasminogéne®**. Cette surexpression
des récepteurs du plasminogéne pourrait étre délétére pour les anévrysmes traités. En effet,
l'association du plasminogéne avec les récepteurs cellulaires facilite son activation en

. 245, 246
plasmine™

. La plasmine produite a partir du plasminogeéne est capable de dégrader
directement ou indirectement les composants de la matrice extracellulaire en activant les pro-
MMP (MMP-1, 2 3 et 9) en MMP actives **"**. L’hyper-expression de la kératine 8 dans les
anévrysmes traités par flow-diverter pourrait avoir un role potentiellement délétere car la
production de plasmine va induire I'agrégation des neutrophiles, la chimiotaxie des monocytes
et l'expression de molécules pro-inflammatoires®® par I’intermédiaire de multiples voies de
signalisation, notamment le facteur nucléaire kB (NF-kB)*’. Cette implication du systéme
fibrinolytique a été précédemment mise en évidence dans la physiopathologie des anévrysmes

de ’aorte abdominale®®!

. Dans les anévrysmes de 1’aorte abdominale, il a été décrit que le
plasminogéne est présent en grande quantité dans le thrombus mural®. Ce thrombus mural, en
emprisonnant les leucocytes et en adsorbant les composants plasmatiques, est une source de
protéases qui jouent un réle critique dans I'élargissement et la rupture des anévrysmes®" **.
De plus, le diamétre des anévrysmes de ’aorte abdominale est corrélé avec la quantité de
plasmine dans la paroi de I’anévrysme®. La surexpression de la kératine 8 dans les
anévrysmes intracraniens traités par flow-diverter pourrait €tre une explication pour les cas de
ruptures retardées. Cette surexpression de la kératine 8 associée a une grande quantité de
thrombus intra-sacculaire aprés placement du flow-diverter soutient que la thrombose intra-
anévrysmale est une cause possible de rupture retardée d'anévrysme apres un traitement par
flow-diverter'™’, toutefois la confirmation de cette hypothése nécessite la réalisation
d’expérimentations complémentaires pour préciser le role de la kératine 8.

Egalement en lien avec l'inflammation des anévrysmes, notre étude a révélé que
I'Apeline est régulée a la hausse dans les anévrysmes traités par flow-diverter
comparativement aux anévrysmes traités par coils. Cette molécule réduit significativement la
formation d'anévrysme dans le modéle d'anévrysme de 1’aorte abdominale a 1’¢lastase avec
une charge de macrophages réduite, secondaire a une diminution, médiée par 1'Apeline, de

252-255

l'activation des cytokines pro-inflammatoires et des chimiokines . Il a également été

démontré que 1'Apeline est présente a un degré limité dans les cellules endothéliales, avec une
puissante aptitude a stimuler la prolifération de cellules endothéliales de veine ombilicale

256

humaine en culture™”. Du et al., dans une étude sur l'intervention coronarienne percutanée et
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l'implantation d'un stent a élution médicamenteuse, ont démontré que la régulation positive de
I'Apeline aprés l'angioplastie pouvait faciliter 1'auto-renouvellement de I'endothélium
coronaire et accélérer la récupération structurelle aprés une lésion vasculaire”’. Dans notre
é¢tude, 1'Apeline est surexprimée dans les anévrysmes traités par flow-diverter
comparativement aux anévrysmes traités par coils, ce qui est potentiellement un facteur clé
pour la promotion des cellules endothéliales, conduisant a I'endothélialisation de
l'endoprothése vasculaire et a I'occlusion de I’anévrysme.

Une autre fonction importante pour l'occlusion d'un anévrysme apres un traitement
endovasculaire est la cicatrisation pariétale, consistant successivement en la formation d’un
thrombus, I’invasion par des myofibroblastes et un dépét de matrice extracellulaire’®2'* 2%,
La CLEC7A (Dectine 1) est une molécule favorisant la cicatrisation par la production accrue

239261 Nos résultats montrent que la Dectine 1 est

de matrice de collageéne et de béta-glycanes
environ quatre fois plus exprimée dans les anévrysmes traités par coils que dans ceux traités
par flow-diverter. Cela suggere que la cicatrisation pariétale est un processus qui est beaucoup
plus prépondérant avec les coils qu’avec les flow-diverters. Le FGFBP1 est une autre

262264 1 es résultats de notre étude montrent que FGFBP1

molécule favorisant la cicatrisation
est diminué dans les anévrysmes traités par flow-diverter, soutenant que l'occlusion d'un
anévrysme apres flow-diverter n'est pas liée aux mécanismes de cicatrisation, mais surtout a la
prolifération des cellules endothéliales provenant de l'artére porteuse comme précédemment
démontré'"”.

Nous avons également identifié une autre molécule d'intérét, I'HHIP (Hedgehog
Interacting Protein), qui est abondamment exprimée dans les cellules endothéliales
vasculaires et impliquée dans I'angiogenése’®. Nous avons observé dans notre étude que
l'expression de I'HHIP est régulée a la baisse dans les anévrysmes traités par coils. La
régulation négative de I'HHIP est impliquée dans la promotion de l'angiogenése et pourrait
promouvoir la néovascularisation de la matrice fibrino-collagénique intra-anévrysmale lors de
la guérison des anévrysmes traités par coils’> 2%

Le but de cette étude était de donner un apercu général des modifications des genes
apres traitement par coils et flow-diverter. Cette étude identifie de nouveaux paramétres a
explorer qui pourraient étre des facteurs-clés pour [’amélioration des dispositifs

endovasculaires. Ceci nécessitera une validation complémentaire avec des expériences

spécifiques pour décrire précisément le role de chaque molécule d'intérét.
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Limites

Nous avons dans cette étude utilisé le modele d’anévrysme a I'élastase chez le lapin
qui comme tous les modéles animaux est imparfait pour prédire la réponse chez I’Homme. En
effet, les anévrysmes expérimentaux créés chez les lapins se trouvent dans le médiastin plutot
que dans l'espace sous-arachnoidien et sont donc sujets a différentes modulations péri-
anévrysmales par rapport aux anévrysmes sacciformes intracrniens. Une autre limitation
dans l'utilisation d'un modele est le degré élevé d'homogénéité parmi les différents
anévrysmes, ce qui n'est pas le cas dans avec des anévrysmes intracraniens chez 1’homme.
Cependant, ce modele a été évalué par séquengage ARN (RNA-seq) et présente des
expressions protéiques semblables aux anévrysmes intracraniens humains®*'. De plus, ce
modele d'anévrysme n'est pas un modele de rupture spontanée et certaines voies biologiques
peuvent différer lorsqu’on considere les anévrysmes susceptibles de rupture. Pour explorer
ces mécanismes, il pourrait étre intéressant d'analyser les expressions des genes dans de
nouveaux modeles d’anévrysmes actifs avec une inflammation de la paroi ou in thrombus
actif'™ 27, Enfin, les intervalles de temps entre la création de I'anévrysme et le sacrifice des
animaux étaient différents entre les anévrysmes traités et non-traités ce qui peut constituer un
biais. Compte tenu des différences entre le génome humain et le génome du lapin, les résultats
observés peuvent ne pas étre directement applicables a la clinique. Comme pour la plupart des
études d'expression génique, nous reconnaissons que les résultats obtenus sont de nature
exploratoire et nécessitent d’étre validés ; dans ce but, nous avons validé un certain nombre de
résultats par RT-PCR mais les autres résultats devront également étre validés dans des études
animales. De méme, en raison de variations aléatoires, il se peut que nos seuils de détections
appliqués n’aient pas permis de mettre en évidence de différence méme si celles-ci pourraient
avoir une influence chez I’homme. Enfin, ce n’est pas parce qu'un geéne n'est pas régulé a la
hausse qu'il n'est pas pertinent. De méme, un geéne la variation de 1I’expression d’un géne n’est
pas forcément en rapport avec la question biologique posée. Le but de cette étude était de
fournir une vue d'ensemble générale de I’expression des génes apres le traitement par coils ou
flow-diverter et non pas de pas de décrire chacune des variations suite a I'embolisation par
coils ou flow-diverter ni pour identifier et se focaliser sur des voies de signalisation ou
molécules spécifiques. Cette étude identifie de nouveaux parameétres a explorer qui pourraient
potentiellement étre des facteurs clés a cibler pour améliorer les dispositifs endovasculaires.
Ceci nécessitera une validation supplémentaire avec des expériences spécifiques pour décrire

précisément le role de chaque molécule d'intéreét.
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Conclusion

L'analyse par séquengage de I'ARN des anévrysmes de lapin a montré que, malgré
différentes approches endovasculaires (coils ou flow-diverter), la réponse au dispositif utilis¢
pour le traitement endovasculaire de 1'Al ne varie pas substantiellement et que les mécanismes
conduisant a 1'occlusion de I'anévrysme sont a peu pres similaires quel que soit le dispositif
utilisé. Cependant, la régulation différentielle de certaines voies-clés, y compris
l'inflammation et la migration cellulaire pourraient expliquer les différents mécanismes
biologiques impliqués dans la guérison des anévrysmes apres traitement soit par coils soit par
flow-diverter et pourraient étre des molécules-clés a explorer afin d'expliquer et prévenir les
complications. Cette étude confirme que le phénoméne de cicatrisation est prépondérant apres
traitement par coils comparativement aux anévrysmes traités par flow-diverter. En outre, cette
é¢tude a identifié dans les anévrysmes traités par flow-diverter une surexpression de la
Kératine 8 et de la Basigine, impliquées dans la réponse inflammatoire et dans le systéme

plasminergique.
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Differential Gene Expression in Coiled versus
Flow-Diverter-Treated Aneurysms: RNA Sequencing
Analysis in a Rabbit Aneurysm Model

A. Rouchaud, “#'C. Johnson, ““E. Thielen, ““'D. Schroeder, “*Y.-H. Ding, ““'D. Dai, ““'W. Brinjikji, *~). Cebral, ““'D.F. Kallmes,
and "““R. Kadirvel
o=

ABSTRACT

BACKGROUND AND PURPOSE: The biologic mechanisms leading to aneurysm healing or rare complications such as delayed aneurysm
ruptures after flow-diverter placement remain poorly understood. We used RNA sequencing following implantation of coils or flow
diverters in elastase aneurysms in rabbits to identify genes and pathways of potential interest.

MATERIALS AND METHODS: Aneurysms were treated with coils (n = 5) or flow diverters (n = 4) or were left untreated for controls
(n = 6). Messenger RNA was isolated from the aneurysms at 4 weeks following treatment. RNA samples were processed by using
RNA-sequencing technology and were analyzed by using the Ingenuity Pathway Analysis tool.

RESULTS: With RNA sequencing for coiled versus untreated aneurysms, 464/9990 genes (4.6%) were differentially expressed (58 down-
regulated, 406 up-regulated). When we compared flow-diverter versus untreated aneurysms, 177/10,041 (1.8%) genes were differentially
expressed (8 down-regulated, 169 up-regulated). When we compared flow-diverter versus coiled aneurysms, 13/9982 (0.13%) genes were
differentially expressed (8 down-regulated, 5 up-regulated). Keratin 8 was overexpressed in flow diverters versus coils. This molecule may
potentially play a critical role in delayed ruptures due to plasmin production. We identified overregulation of apelin in flow diverters,
supporting the preponderance of endothelialization, whereas we found overexpression of molecules implicated in wound healing (dectin
1and hedgehog interacting protein) for coiled aneurysms. Furthermore, we identified metallopeptidases 1,12, and 13 as overexpressed in
coiled versus untreated aneurysms.

CONCLUSIONS: We observed different physiopathologic responses after endovascular treatment with various devices. Flow diverters
promote endothelialization but express molecules that could potentially explain the rare delayed ruptures. Coils promote wound healing
and express genes potentially implicated in the recurrence of coiled aneurysms.

ABBREVIATIONS: DAPLI = death associated protein-like 1; FGFBPI = fibroblast growth factor binding protein 1; HHIP = hedgehog-interacting protein; IA =
intracranial aneurysm; /L6 = interleukin 6; IPA = Ingenuity Pathway Analysis; MMP = matrix metalloproteinase; mRNA = messenger RNA; PRND = prion protein 2;

RNA-seq = RNA sequencing; SRCINT = SRC kinase signaling inhibitor 1

ndovascular treatment is now considered the standard of care
for most intracranial aneurysms (IAs). Numerous endovascu-
lar tools exist for the treatment of IAs, and flow-diverting devices
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have elicited much interest, with good occlusion rates.' However,
the biologic mechanisms driving IA physiopathology remain
poorly understood, including the mechanisms for formation,
rupture, growth, healing, or device-related complications, and
need further elucidation. Indeed, endovascular devices used for
the treatment of IAs are not simply inert mechanical devices used
to seal the aneurysm neck without any interaction with the host;
rather, they interact with different biologic processes with the aim
of definitely healing the aneurysm. Those biologic interactions
may vary according to the device used or depending on the
local biologic conditions and sometimes lead to nonocclusion
of the aneurysm or to very rare but devastating complications
such as delayed rupture.”” It is important to understand the
biologic processes after endovascular treatment to optimize
the devices used for the treatment of IAs and try to prevent
potential complications.
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Previous studies explored the mechanisms of aneurysm
healing following endovascular treatments, but they have
mostly focused at the tissue, cellular, or molecular levels.””
Endovascular coiling primarily elicits thrombus formation in
the aneurysm cavity and then promotes neointima formation
across the neck to seal the aneurysm cavity from the circula-
tion,”® but long-term occlusion rates are poor, with high rates
of recanalization due to lack of aneurysm healing.”'? On the
contrary, occlusions rates following flow diversion are high
and likely driven by endothelialization of the device from en-
dothelial cells originating from the parent artery.®'' However,
despite high rates of occlusion and good clinical outcomes,”
flow-diverter devices have been associated with the occurrence
of previously unobserved complications. Indeed, several cases
of delayed aneurysm rupture have been reported with fatal
outcomes.”"

Even if this complication is very rare and occurs in <1% of
cases, controversy exists surrounding the mechanism, and it
appears important to try to explain it. Several mechanisms
have been proposed to explain this complication, such as flow
modifications” or a deleterious impact of the intra-aneurysm
thrombus trapped by the flow diverter.” Gene-regulation stud-
ies have previously investigated the impact of selected key mol-
ecules such as metallopeptidases, fibronectin, and collagen,
potentially involved in the healing of aneurysms following coil
or flow-diverter embolization.'*”'* However, these prior stud-
ies did not provide a global overview of the biologic pathways
involved in those different treatment options.'” Recently, mi-
croarray and RNA sequencing (RNA-seq) have been used to
compare messenger RNA (mRNA) and microRNA expression
in both humans and animal models to better understand the
molecular mechanisms of aneurysm healing.'®'” However,
none of these previous studies have compared coiled or flow-
diverter-treated aneurysms.'® We used RNA-seq technology
following implantation of coils or flow diverters in elastase-
induced saccular aneurysms in rabbits to identify genes and
pathways of potential clinical interest and to determine
whether differential pathways exist for the healing of coiled
and flow-diverter-treated aneurysms.

MATERIALS AND METHODS

Aneurysm Creation, Treatment, and Follow-Up

The Mayo Clinic Animal Care and Use Committee approved all
procedures before initiation of the study. Some of the rabbits used
in this study were originally used as part of another investigation,
in which we compared the gene expression between untreated
aneurysms with contralateral carotid arteries'® and prior analyses
of the expression of selected vascular remodeling molecules fol-
lowing coil and flow-diverter treatment.'® Elastase-induced sac-
cular aneurysms were created in 16 New Zealand white rabbits
(body weight, 3—4 kg). Detailed procedures for aneurysm cre-
ation have been previously described in depth.' Aneurysms were
permitted to mature for at least 3 weeks after creation. Then they
were either embolized with platinum coils (n = 5) or treated with
flow diverters (Pipeline Embolization Device; Covidien, Irvine,
California) as previously described® (n = 4) or left untreated
(n = 6). At 4 weeks following treatment, follow-up DSA of the
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aortic arch was performed. The animals were then euthanized by
using a lethal injection of pentobarbital. Animals with untreated
aneurysms were euthanized at 12 weeks following aneurysm cre-
ation. The aneurysm samples were harvested, and the samples
were immediately snap frozen in liquid nitrogen and kept frozen
at —70°C until use.

RNA Extraction

RNA was isolated from frozen tissues by using the miRNeasy
Mini Kit (Qiagen, Valencia, California). The quantity of the
RNA was measured by using spectrophotometry, and the in-
tegrity of the RNA was confirmed by electrophoretic separa-
tion by using the 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies,
Santa Clara, California).

RNA Sequencing

RNA libraries were prepared according to the manufacturer’s
instructions for the TruSeq RNA Sample Prep Kit v2 (Illumina,
San Diego, California). Then the libraries were loaded onto
paired end-flow cells following the standard protocol of
[lumina by using the cBot and cBot Paired-End Cluster Kit,
Version 3, and HCS, Version 2.0.12 data collection software
(Illunina). Base calling was performed by using RTA, Version
1.17.21.3 (Illumina).

Bioinformatics Analysis

The processing of the mRNA and microRNA data was performed by
using MAP-RSeq (Version 1.2.1.3).>' MAP-RSeq consists of the fol-
lowing steps: alignment, quality control, obtaining genomic features
per sample, and finally summarizing the data across samples. The
pipeline provides detailed quality control data to estimate the dis-
tance between paired-end reads, evaluates the sequencing depth for
alternate splicing analysis, determines the rate of duplicate reads,
and calculates the read depth across genes by using the RSeQC (Ver-
sion 2.3.2)* software. Paired-end reads are aligned by Tophat
(Version 2.0.6; https://ccb.jhu.edu/software/tophat/index.shtml)*’
against the April 2009 OryCun2 genome build by using the
Bowtiel.aligner™* option (http://www.broadinstitute.org/cancer/
software/genepattern/modules/docs/Bowtie.aligner/4). Gene counts
were generated by using HTSeq (Version 0.5.3p9)*” software, and the
gene annotation files were obtained from Ensembl (ftp://ftp.
ensembl.org/pub/release75/gtf/oryctolagus_cuniculus/Oryctolagus_
cuniculus.OryCun2.0.75.gtf.gz) and the University of California, Santa
Cruz (http://hgdownload.soe.ucsc.edu/downloads.html#rabbit). Dif-
ferential expression comparing the normal tissue versus aneurysm
in the same rabbit was computed by using the edgeR algorithm
(Version 2.6.2) across all samples. Human orthologs were assigned
by using ExoLocator (http://exolocator.bii.a-star.edu.sg/).”® The
pathway analysis leveraged the Ingenuity Pathway Analysis
(IPA; http://www.winsite.com/ingenuity/ingenuity + pathway+
analysis/)*” software to identify pathways enriched with human
ortholog targets. IPA identified the involvement of different path-
ways according to the number of genes of the specific pathway
that were differentially expressed in the compared groups. A path-
way is considered more involved than another one if more genes
of this specific pathway are found up- or down-regulated accord-
ing to the prespecified values.
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Table 1: Top up- and down-regulated molecules comparing coiled versus untreated aneurysms, determined by IPA®

Top Up-Regulated Molecules

Top Down-Regulated Molecules

Gene Name Description Exp. Value  Gene Name Description Exp. Value
MMPI1 Matrix metallopeptidase 1 (interstitial 8.407 SRCINIT SRC kinase signaling inhibitor 1 —4.210
collagenase)
MAP3KI19 Mitogen-activated protein kinase 7.854 DAPLI Death associated protein-like 1 —3922
kinase kinase 19
TREML2 Triggering receptor expressed on 7.583 HHIP Hedgehog interacting protein —3.512
myeloid cells-like 2
FGF23 Fibroblast growth factor 23 7.423 MPZ Myelin protein zero —3.400
MMPI3 Matrix metallopeptidase 13 7.201 MYH7B Myosin, heavy chain 7B, cardiac —3.342
(collagenase 3) muscle, B
SLAMF7 SLAM family member 7 6.670 PCDHAC2 Protocadherin a subfamily C, 2 -3
CXCLI3 Chemokine (C-X-C motif) ligand 13 6.490 THRSP Thyroid hormone responsive —3.089
XDH Xanthine dehydrogenase 6.298 CYP2Dé6 Cytochrome P450, family 2, —2.991
subfamily D, polypeptide 6
IBSP Integrin-binding sialoprotein 6.221 USH2A Usher syndrome 2A (autosomal —2.932
recessive, mild)
MMP12 Matrix metallopeptidase 12 (macrophage 6.206 SORCSI Sortilin-related VPS10 domain —2703

elastase)

containing receptor 1

Note:—Exp. indicates expression.
#Values are expressed as log-fold change.

Quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction
Analysis

The mRNA expression of selected genes was assessed by quanti-
tative real-time polymerase chain reaction. These selected genes
were prion protein 2 (PRND), fibroblast growth factor-23, matrix
metalloproteinase (MMP) 1, SRC kinase signaling inhibitor 1
(SRCIN1), death associated protein-like 1 (DAPLI), and hedge-
hog-interacting protein (HHIP). Briefly, first, strand complemen-
tary DNAs were synthesized from 500 ng of total RNA by using
a synthesis system (SuperScript III First-Strand Synthesis Sys-
tem; Invitrogen, Grand Island, New York). Then, real-time
polymerase chain reaction was performed with a cycler
(iCycler; Bio-Rad, Hercules, California) by using the SYBR
Green PCR kit (Quantigen, Hilden, Germany). The specific
primers were designed from corresponding sequences ob-
tained from the GenBank by using a Web tool (Primer 3;
http://frodo.wi.mit.edu/primer3/).

Statistical Analysis

The t test statistics and corresponding P values were used as a
measure of the mean change in expression between the test and
control groups relative to the variability. The primary assessment
compared each treatment group versus the control group. We
additionally had a secondary assessment comparing treatment
groups against each other. The EdgeR tool was used to test for a
normal distribution of the data. The t test—based P values were
adjusted for multiple comparisons by using the false discovery
rate multiple-correction approach.”® Genes were considered dif-
ferentially expressed in case of a fold change of 2 (a log-value of
>2 was considered up-regulated, whereas a log-value of =<2 was
considered down-regulated), with a false discovery rate = 0.1 and
a P value < .05.

RESULTS

Coiled versus Untreated Aneurysms

All aneurysm treatments with coils were successful without any
recurrence at follow-up. Using the criteria above for differential
expression, we identified 464 of 9990 (4.6%) genes as being dif-

ferentially expressed compared with untreated aneurysms. Of
these 464 genes, 58 were down-regulated and 406 were up-regu-
lated (On-line Table 1). The most up- and down-regulated mol-
ecules are presented in Table 1. Of the 10 most up-regulated, 3 are
metalloproteinases: MMPI (8.4-fold), MMPI12 (6.1-fold), and
MMP13(7.2-fold) involved in the breakdown of extracellular ma-
trix and interstitial collagen for tissue remodeling. The most
down-regulated protein is HHIP, decreased 3.5-fold compared
with untreated aneurysms. The most involved pathways are
shown in On-line Table 2. Those pathways are generally related to
inflammatory responses, including T- and B-cell and interleu-
kin-10 involvement and cell-to-cell signaling as well as granulo-
cyte and agranulocyte adhesion and diapedesis. Those pathways
involve up-regulation of MMPs such as MMP1, MMP3, MMP]I2,
MMP13, and interleukins.

Flow-Diverter-Treated versus Untreated Aneurysms

All aneurysm treatments with flow diverters were successful with-
out any delayed rupture at follow-up. Using the criteria above for
differential expression, we identified 177 of 10,041 (1.8%) genes
as being differentially expressed. Of these 177 genes, 8 were down-
regulated and 169 were up-regulated (On-line Table 3). The most
up- and down-regulated molecules are presented in Table 2. Of
the 10 most up-regulated, fibroblast growth factor 23 increased
5.7-fold, keratin 8 increased 6.2-fold, MMP]I increased 4.5-fold,
apelin increased 4.4-fold, and interleukin 6 (IL6) increased 4.4-
fold compared with untreated aneurysms. Of the most down-
regulated molecules, DAPLI decreased by 3.8-fold, SRCINI de-
creased by 3.3-fold, macrophage receptor with collagenous
structure decreased by 2.4-fold, and fibroblast growth factor
binding protein 1 (FGFBPI) decreased by 2.2-fold. The most in-
volved pathways are shown in On-line Table 4. The most involved
pathway was the atherosclerosis signaling pathway with 9 up-reg-
ulated genes compared with nontreated aneurysms. Similar to
coiled aneurysms, agranulocyte adhesion and diapedesis path-
ways and the cell-to-cell signaling pathway were involved with
flow diverters.
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Table 2: Top up- and down-regulated molecules comparing flow-diverted versus untreated aneurysms, determined by IPA®

Top Up-Regulated Molecules

Top Down-Regulated Molecules

Gene Name Description Exp. Value  Gene Name Description Exp. Value
PRND Prion protein 2 (dublet) 8.719 DAPLI Death associated protein-like 1 —3752
KRT8 Keratin 8 6.233 SRCINT SRC kinase signaling inhibitor 1 —3.295
FGF23 Fibroblast growth factor 23 5.662 FAMI50A Family with sequence similarity 150, —2.555

member A
SIRPBI Signal-regulatory protein 81 5.463 MARCO Macrophage receptor with collagenous —2.396
structure
CXCL8 Chemokine (C-X-C motif) ligand 8 4781 LECTI Leukocyte cell derived chemotaxin 1 —2.373
GPRI58 G protein-coupled receptor 158 4747 SCIN Scinderin —2.287
MMPI Matrix metallopeptidase 1 (interstitial 4.467 FGFBPI Fibroblast growth factor binding —2183
collagenase) protein 1
HMGA2 High mobility group AT-hook 2 4.412 MYH7B Myosin, heavy chain 7B, cardiac —2107
APLN Apelin 4.412 muscle, B
IL6 Interleukin 6 (interferon, B 2) 4375
Note:—Exp. indicates expression.
2 Values are expressed as log-fold change.
Table 3: Top up- and down-regulated molecules comparing flow-diverted versus coiled aneurysms, determined by IPA®
Top Up-Regulated Molecules Top Down-Regulated Molecules
Gene Name Description Exp. Value Gene Name Description Exp. Value
KRT8 Keratin 8 4.266 PDILT Protein disulfide isomerase-like, testis —4172
expressed
BSG Basigin/EMMPRIN 3799 LIPA Lipase A, lysosomal acid, cholesterol —3.820
esterase
TLDC2 TBC/LysM-associated domain 3.363 EXPH5 Exophilin 5 —2.872
containing 2
PRPH Peripherin 2.895 ZNF483 Zinc finger protein 483 —2.667
RMRP RNA component of mitochondrial 2.671 KLHL14 Kelch-like family member 14 —2.470
RNA processing endoribonuclease CLEC7A C-type lectin domain family 7 member A —2.451
TCNI Transcobalamin | (vitamin B2 binding —2432
protein, R binder family)
COL25A1 Collagen, type XXV, a —2.285
Note:—Exp. indicates expression.
#Values are expressed as log-fold change.
Flow-Diverter-Treated versus Coiled Aneurysms DISCUSSION

Using the criteria above for differential expression, we identified
13 of 9982 (0.13%) genes as being differentially expressed. Of
these 13 genes, 8 were down-regulated and 5 were up-regulated
(Table 3). Of the 13 differentially expressed molecules when com-
paring flow-diverter-treated IAs with coiled aneurysms, keratin 8
increased 4.3-fold, and basigin increased 3.8-fold. Protein disul-
fide isomerase-like was overexpressed in the coiled group com-
pared with the flow-diverter group at 4.2-fold; and C-type lectin
domain family 7, member A (also called dectin 1) was over-ex-
pressed 2.5-fold in the coiled group. Due to the low number of
differentially expressed molecules when comparing coiled with
flow-diverter-treated aneurysms, it was not possible to identify
specific pathways differentially involved.

Validation of Microarray Data

Verification of differential gene expression in the aneurysm and
control artery was performed in 5 selected genes from the top up-
or down-regulated genes identified by RNA-seq. Those selected
genes were PRND, fibroblast growth factor 23, MMP1, SRCINI,
DAPLI, and HHIP. Results obtained by reverse transcription
polymerase chain reaction for gene expression levels varied in the
same way and in comparable amplitude as those obtained with
RNA-seq. Results of reverse transcription polymerase chain reac-
tion are presented in On-line Table 5.
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This study found differential expression in a large assortment of
genes in tissue from coiled or flow-diverter-treated aneurysms
compared with untreated aneurysms. The differentially expressed
genes are mostly related to the inflammatory response and cellular
migration. These findings may provide insight into the biologic
effects of coils and flow diverters and highlight pathways to better
understand and optimize the outcomes after endovascular treat-
ment of intracranial aneurysms.

Our results showed that relatively few genes were differentially
expressed when comparing coiled versus flow-diverter-treated
aneurysms. These findings show that despite 2 different ap-
proaches, the response to the device used for the endovascular
treatment of IAs did not vary substantially. These findings further
demonstrate that the observed gene modifications were mostly
driven by the aneurysm itself rather than by the device and imply
that the mechanisms leading to aneurysm occlusion are some-
what similar, regardless of the device used. However, some genes
were differentially expressed in the flow-diverter-treated group
compared with the coiled group.

Specifically, the most up-regulated molecule was keratin 8,
which acts as a binding site for plasminogen.*” This overexpres-
sion of plasminogen receptors could be deleterious to the treated
aneurysms. Indeed, the association of plasminogen with cellular
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receptors facilitates its activation in plasmin.”’*?" Then, plasmin
generated from plasminogen is able to degrade extracellular ma-
trix components directly or indirectly by activating (MMP-1, 3,
and 9).°>%*

Our study also found that apelin is up-regulated in flow-di-
verter-treated aneurysms compared with coiled aneurysms. This
molecule significantly reduces aneurysm formation in the elastase
model of abdominal aortic aneurysms by decreasing macrophage
burden likely due to an apelin-mediated decrease in proinflam-

3432 It has also been

matory cytokine and chemokine activation.
demonstrated that apelin is present to a limited degree in endo-
thelial cells, with a potent ability to stimulate the proliferation of
cultured human umbilical vein endothelial cells.”® In our study,
apelin was overexpressed in flow-diverter-treated aneurysms
compared with coiled aneurysms; this overexpression is poten-
tially a key factor for the promotion of endothelial cells, leading to
stent endothelialization and aneurysm occlusion.’”

These current results also confirm the role of inflammation
after the implantation of devices for the treatment of IAs. Metal-
loproteinases are known to be involved in thrombus homeostasis
in TAs, but mainly MMP2 and MMP9 have been described in this
pathology.”®*' Here, we report the important role of other MMP
molecules (MMPI, -12, and -13) overexpressed in coiled versus
untreated IAs. These MMPs have been reported as being impli-
cated in abdominal aortic aneurysm formation and progres-
sion.**> However their impact has not been extensively de-
scribed in the setting of IAs.”® We suspect that this increased level
of MMPs in coiled aneurysms is linked to recanalization because
MMP-9 levels are associated with aneurysm recanalization
and recurrence.”> The RNA-seq also found that basigin
(also known as extracellular matrix metalloproteinase inducer) is
up-regulated in flow-diverter-treated aneurysms compared with
coiled aneurysms. This molecule is known to regulate different
MMPs, especially MMP2 and MMP9.>*>> The increased level of
basigin in flow diverters could explain the higher level of
those MMPs in flow-diverter-treated aneurysms as previously
described."”

Furthermore, the macrophage receptor with collagenous
structure is another differentially expressed gene in our study.
This molecule is associated with thrombus-free aneurysms in a
study comparing thrombus-free and thrombus-covered walls of
abdominal aortic aneurysms.”® In our study, we observed a down-
regulation of macrophage receptor with collagenous structure in
the flow-diverter group, suggesting an increased implication of
intra-aneurysmal thrombosis compared with untreated aneu-
rysms and the potential role of intra-aneurysmal thrombus for
delayed aneurysm rupture associated with flow diverters.”>”

Regarding the potential deleterious role of keratin 8 in flow
diverters, the generation of plasmin induces neutrophil aggrega-
tion, monocyte chemotaxis, and expression of proinflammatory
molecules® via multiple signaling pathways, including nuclear
factor-«B.>” This involvement of the fibrinolytic system has been
previously highlighted in abdominal aortic aneurysm pathol-
0gy.®” In abdominal aortic aneurysms, plasminogen is present in
the mural thrombus.®' This mural thrombus, by trapping poly-
morphonuclear leukocytes and adsorbing plasma components,
could act as a source of proteases in aneurysms, which may play a

critical role in enlargement and rupture.”” Furthermore, abdom-
inal aortic aneurysm diameter is correlated with the level of plas-
min activity in the abdominal aortic aneurysm wall.°" The over-
expression of keratin 8 in flow-diverter-treated IAs could explain
the deleterious issue in the rare cases of delayed aneurysm rupture
after flow diverters. This overexpression of keratin 8 associated
with a large amount of intrasaccular thrombus after flow-diverter
placement supports intra-aneurysmal thrombosis as a possible
cause of delayed aneurysm rupture after flow-diversion treat-
ment’; however, the confirmation of this hypothesis would need
further dedicated experiments to precisely determine the impact
of keratin 8.

Another important function for aneurysm occlusion after en-
dovascular treatment is wound healing, consisting subsequently
of thrombus formation, myofibroblast invasion, and extracellular
matrix deposition.™'>* C-type lectin domain family 7, member
A (dectin 1) is a molecule promoting wound healing by the en-
hanced production of collagen matrices with -glucans.®**> Our
results show that dectin 1 is approximately 4 times overexpressed
in coiled IAs compared with flow-diverter-treated IAs. This find-
ing suggests that wound healing is a process that is much more
preponderant in coils than in flow-diverter treatment. FGFBP1I is
another molecule promoting wound healing.>®” The present re-
sults show that FGFBPI is decreased in flow-diverter-treated an-
eurysms compared with untreated aneurysms; this decrease sup-
ports the idea that aneurysm occlusion after flow-diverter therapy
is not related to wound-healing mechanisms but mostly to endo-
thelial cell proliferation originating from the parent artery, as pre-
viously demonstrated.® We also identified another molecule of
interest, HHIP, which is abundantly expressed in vascular endo-
thelial cells and involved in angiogenesis.®® We observed in our
study that the expression of HHIP is down-regulated in coiled
aneurysms. HHIP down-regulation is involved in the promotion
of angiogenesis and could be involved in the neovascularization of

the wound during the healing of coiled aneurysms.>*’

Limitations

Our study has several limitations. We used the rabbit elastase
model and acknowledge that animal models are imperfect predic-
tors of the human response. Indeed, the created aneurysms are in
the mediastinum rather than the subarachnoid space and thus
subject to different perianeurysmal modulations compared with
berry aneurysms. Another limitation in using a model is the high
degree of homogeneity among the different aneurysms, which is
not the same in unselected human IAs. However, this model has
been evaluated with RNA-seq and has expression patterns similar
to those in human intracranial aneurysms.'® However, this aneu-
rysm model is not one of spontaneous rupture, and some biologic
pathways may differ when considering rupture-prone aneurysms.
To explore these mechanisms, analyzing gene expressions in new
models for active aneurysms with inflamed aneurysm walls or
bioactive thrombus would be interesting.”*”" Also, time intervals
between the creation of an aneurysm and the time of euthanizing
the animals were different between untreated and treated aneu-
rysms, which could introduce a difference in the healing process.
Given the differences between the human and the rabbit genomes,
the observed findings may not be directly applicable to the clinical
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system. As with most gene-expression studies, we recognize that
any results obtained are exploratory in nature and need to be
explored further; to that end, we did validate several results with
reverse transcription polymerase chain reaction and will continue
to explore these results further in other models.

Likewise, because of normal variations, there very likely are
genes for which our threshold levels were not achieved, which
may have an effect in humans. Just because a gene is not signifi-
cantly up- or down-regulated does not necessarily imply that it is
not relevant. Similarly, a gene found up- or down-regulated is not
necessarily related to the specific question. The aim of this study
was to give a general overview of gene modifications after coiling
or flow-diverter treatment, not to describe all the gene variations
following coil embolization or flow-diverter therapy or to identify
and focus on a specific pathways or molecules. This study identi-
fies some new parameters to explore that could be potential key
factors in improving endovascular devices. This will require fur-
ther validation with specific experiments to precisely describe the
role of each molecule of interest.

CONCLUSIONS

RNA-sequencing analysis of rabbit aneurysms showed that de-
spite different approaches, the response to the device used for the
endovascular treatment of IAs does not vary substantially and that
the mechanisms leading to aneurysm occlusion are somewhat
similar, regardless of the device used. However, it revealed differ-
ential regulation of some key pathways, including inflammation
and cellular migration that could explain the different biologic
mechanisms implicated in aneurysm healing after either coiling
or flow-diverter treatments and could be key molecules to explore
to explain related complications. This study confirms wound
healing being preponderant after coiling compared with flow-
diverter-treated aneurysms. In addition, this study identified in
the flow-diverter-treated IAs an overexpreesion of keratin 8 and
basigin, implicated in the inflammatory response and in the plas-
minogen system.
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2. Limites des traitements par flow-diverter

a. Non-exclusion de I’anévrysme: importance de I’apposition pariétale
En raison de leurs taux élevés d'occlusion anévrysmale et de bons résultats cliniques,
les stents flow-diverters sont maintenant de plus en plus utilisés pour le traitement
d'anévrysmes sélectionnés'” '**** Comme nous 1’avons rappelé, le mécanisme d'occlusion
des anévrysmes apres traitement par flow-diverter est principalement lié¢ a I'endothélialisation
du stent a partir des cellules endothéliales présentes au niveau de 1'artére porteuse au contact

"5 Aussi, il apparait primordial d'avoir une bonne apposition du stent a la paroi

du stent
artérielle pour favoriser I'endothélialisation*”. Cependant, a notre connaissance, la corrélation
entre l'occlusion de l'anévrysme et l'apposition a la paroi artérielle n'a jamais été évaluée
auparavant dans les flow-diverters. Malgré 1’absence d’étude affirmant ce lien entre
apposition pariétale et occlusion de 1’anévrysme, plusieurs outils sont en cours d'évaluation
pour évaluer l'apposition des stents flow-diverter i la paroi artérielle®' =%,

En utilisant une large série d'anévrysmes a 1’¢lastase chez des lapins traités avec le
flow-diverter Pipeline Embolization Device (PED, Covidien Inc, Californie, Etats-Unis), les
objectifs de cette étude étaient 1) Evaluer I'accord inter-observateurs pour I'évaluation de
I'apposition pariétale du stent sur ’angiographie immédiatement apreés le déploiement
du dispositif et d’évaluer son association avec l'occlusion de I’anévrysme et 2) Mesurer
la relation entre l'apposition pariétale évaluée histologiquement et 1'occlusion

anévrysmale apres flow-diverter.

Article 2: Rouchaud A, Ramana C, Brinjikji W, Ding YH, Dai D,

Gunderson T, Cebral J, Kallmes DF, Kadirvel R. Wall Apposition is a Key

Factor for Aneurysm Occlusion After Flow-Diverter but is not well assessed

with conventional angiography: An Angiographic and Histological

Evaluation In 41 Rabbits. AJNR Am J Neuroradiol. 2016 Jul 7. [Epub ahead
. 7294

of print]

Les parties Méthodes et Résultats sont présentées dans le PDF de [’article.

Cette étude réalisée sur une grande série d'anévrysmes expérimentaux démontre que

I'apposition pariétale est un déterminant crucial de 1l'occlusion anévrysmale apres
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traitement par flow-diverter. L'apposition pariétale évaluée en histologie est trés fortement
corrélée avec l'occlusion anévrysmale. Cependant, I’étude montre que I'évaluation de
l'apposition pariétale sur 1’angiographie a un faible accord inter-observateur et est peu
prédictive du résultat final d'exclusion anévrysmale. Ces résultats suggerent fortement que des
méthodes alternatives devraient étre développées pour évaluer l'apposition pariétale, mais
aussi qu’en cas d’absence de bonne apposition pariétale, des manoeuvres complémentaires
comme l'inflation d’un ballonnet devraient étre réalisées afin d'améliorer l'exclusion
anévrysmale.

A notre connaissance, cette étude est la premiére a corréler I'apposition pariétale des
flow-diverters avec l'exclusion anévrysmale a l'aide d'une évaluation histologique. Ceci est
d'une grande importance car une mauvaise apposition pariétale peut étre considérée comme
un facteur-clé pour I’échec du traitement. Le mécanisme biologique qui pourrait expliquer les
taux d'exclusion inférieurs dans les cas de mauvaise apposition pariétale est que 'occlusion
anévrysmale apres traitement par flow-diverter n'est pas seulement liée a une thrombose intra-
anévrysmale mais est essentiellement liée a la cicatrisation et a I’endothélialisation du
dispositif '. La recoloinisation mésenchymateuse et la ré-endothélialisation sont retardées et
dérivent des cellules de 'artére porteuse adjacente'”. Etant donné ce mécanisme, dans les cas
d'apposition pariétale imparfaite, la partie mal-apposée du dispositif ne parviendra pas a
s’endothélialiser en raison d'un manque de contact direct avec l'artére porteuse. Ce mécanisme
a ¢également été discuté dans la littérature dans le cadre des stents coronaires qui ne
parviennent pas a s’endothélialiser en cas de mal-apposition pariétale”” **. Cette étude a
¢galement montré que I’angiographie n’était pas un outil fiable pour évaluer 1’apposition
pariétale. Nos résultats actuels sont conformes & I'étude clinique publiée par Saake et al.' qui
rapporte que l'apposition pariétale était difficile a évaluer sur 1’artériographie dans une étude
avec 14 patients et des évaluations faites par deux neuroradiologues expérimentés. Dans cette
étude comparant D’artériographie et [’angioscanner, les examinateurs ont préféré

. . : L 12291
I’angioscanner pour I'évaluation de l'apposition pariétale

. Il y a un certain nombre
d'éléments pour expliquer la faiblesse de I’artériographie dans I'évaluation de l'apposition
pariétale. L’artériographie 2D ne peut pas fournir d’image en coupe transversale ainsi les vues
sont limitées pour examiner la relation entre le flow-diverter et la paroi des artéres. En outre,
l'acquisition d'imagerie en artériographie soustraite avec soustraction du masque rend difficile
I'évaluation de toute opacification de contraste entre le dispositif [ui-méme soustrait et la paroi

artérielle. De plus, dans notre étude, il y avait un artéfact de mouvement lié¢ au fait que les

anévrysmes expérimentaux ne sont pas situés dans le cerveau mais au niveau thoracique et
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sont soumis aux mouvements respiratoires. De nouveaux outils sont actuellement évalués
dans le cadre du traitement par flow-diverter des anévrysmes intracraniens pour mesurer
l'apposition a la paroi. Les acquisitions scannnographiques avec opacification artérielle ont
une résolution spatiale trés élevée et peuvent étre réalisées directement sur la table
d’artériographie sans aucune procédure invasive supplémentaire et avec une faible

291, 292, 296-301

irradiation . Plus récemment, la tomographie par cohérence optique est en cours

293, 302-306

d'évaluation pour les procédures intracraniennes En outre, d'autres techniques

endovasculaires qui ne sont pas encore utilisées dans le domaine de la neuroradiologie mais
qui sont principalement utilisées en cardiologie, telles que I'échographie intravasculaire®® ou
I'imagerie optique endoluminale (angioscopie)’”’, semblent prometteuses dans 1'évaluation de
l'apposition a la paroi. Notre étude suggére que ces nouveaux outils devraient étre préférés a
I’artériographie pour cette évaluation.

En cas de mauvaise apposition pariétale démontrée sur I'imagerie post-déploiement, il
pourrait étre utile d'améliorer 1’apposition par angioplastie au ballon. Une autre option est le
développement de stents flow-diverters avec une force radiale et une conformabilité
supérieures qui sont des facteurs-clé pour une meilleure apposition a la paroi’®. Cependant, la
force radiale est généralement faible dans les dispositifs tressés. Nous supposons que les
nouveaux flow-diverters constitués de deux stents avec un stent coupé au laser et un stent a
densité de mailles élevée sur leur partie externe pourraient donner une force radiale supérieure

. .. ., 309
et une meilleure apposition pariétale™ .

Conclusion

Cette étude met en évidence le fait qu'une bonne apposition pariétale est essentielle
pour obtenir une exclusion compléte des anévrysmes aprés traitement par flow-diverter.
Nous montrons également que Dartériographie n'est pas un outil fiable pour évaluer
l'apposition pariétale du stent avec une faible corrélation. Notre étude suggere que le
développement de nouveaux outils pour I'évaluation de l'apposition pariétale des stents flow-

diverters est nécessaire pour améliorer les résultats angiographiques.
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Wall Apposition Is a Key Factor for Aneurysm Occlusion after
Flow Diversion: A Histologic Evaluation in 41 Rabbits

R. Kadirvel
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A.Rouchaud, ““'C. Ramana, ““W. Brinjikji, ““Y.-H. Ding, ““D. Dai, ““T. Gunderson, ““J. Cebral, ““D.F. Kallmes, and

ABSTRACT

BACKGROUND AND PURPOSE: Robust wall apposition for flow-diverter stents may be important for endothelialization. Using a large
series of experimental aneurysms treated with the Pipeline Embolization Device, the objectives of this study were to 1) assess interobserver
agreement for the evaluation of wall apposition on posttreatment DSA and evaluate its association with aneurysm occlusion, and 2)
measure the relationship between wall apposition assessed with histology and aneurysm occlusion rate after treatment.

MATERIALS AND METHODS: Saccular aneurysms were created in 41 rabbits and treated with the Pipeline Embolization Device. DSA was
performed just after the deployment of the device and at follow-up. Three investigators independently graded wall apposition on
posttreatment DSA as good or poor. A histopathologist blinded to the angiographic results graded the wall apposition on histologic
samples. We examined the correlation between angiographic occlusion and wall apposition with histology and angiography.

RESULTS: Wall apposition evaluated on histology was strongly associated with saccular aneurysm occlusion. Sensitivity and specificity of
wall apposition to predict complete occlusion at follow-up were 76.9% and 84.0%, respectively, with an overall accuracy of 81.6%. In this
experimental study, DSA was suboptimal to assess flow-diverter apposition, with moderate interobserver agreement and low accuracy.

CONCLUSIONS: Good wall apposition is strongly associated with complete occlusion after flow-diverter therapy. In this study, DSA was
suboptimal for assessing wall apposition of flow-diverter stents. These findings suggest that improved tools for assessing flow diverter—
stent wall apposition are highly relevant.

ABBREVIATIONS: FDS = flow-diverter stent; PED = Pipeline Embolization Device

low-diverter stents (FDSs) are now largely accepted as the
standard of care in the treatment of select aneurysms because
of their high rates of angiographic occlusion and good clinical
outcomes.' * Because the mechanism of aneurysm occlusion after
FDS treatment is likely related to stent endothelialization derived
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exclusively from cells in the adjacent parent artery,” it appears
important to have good wall apposition to promote endothelial-
ization.” However, to our knowledge, correlation between aneu-
rysm occlusion and wall apposition has not previously been eval-
uated in FDSs. Despite no evidence of this correlation, several
tools are currently being evaluated to assess wall apposition of
flow-diverter stents.®

Using a large series of elastase-induced aneurysms in rabbits
treated with the Pipeline Embolization Device (PED; Covidien,
Irvine, California), the objective of this study was to assess inter-
observer agreement for the evaluation of wall apposition on post-
treatment DSA, evaluate its association with aneurysm occlusion,
and measure the relationship between wall apposition assessed
with histology and aneurysm occlusion rates after implantation.

MATERIALS AND METHODS

In Vivo Experiments

The Mayo Clinic Animal Care and Use Committee approved the
animal procedures. Some rabbits used in this study were origi-
nally used in other investigations.”'? Elastase-induced aneurysms
were created in 41 New Zealand white rabbits. Aneurysm creation
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procedures were performed as previously described by our study
group.'' Aneurysms were treated at least 3 weeks after creation.'”
Subjects were premedicated with aspirin (10 mg/kg orally) and
clopidogrel (10 mg/kg orally) 2 days before the treatment proce-
dure; this medication regimen was continued for 1 month after
embolization. The detailed procedure was previously pub-
lished.”'” All endovascular procedures were performed with the
Advantx DLX (GE Healthcare, Milwaukee, Wisconsin) Angio
Suite equipped with an image amplifier. Imaging field of view was
11 cm with a frame rate of 2 frames per second, and the x-ray dose
per frame was 500 wR. The spatial resolution was 1.5 lines pairs
per millimeter.

A 5F guide catheter (Envoy; Codman & Shurtleff, Raynham,
Massachusetts) was briefly placed into the aortic arch, and DSA
was performed. Heparin (500 U intravenously) was administered,
and then a microcatheter (Marksman; Covidien) was placed over
amicroguidewire (Transend; Stryker, Kalamazoo, Michigan) into
the subclavian artery distal to the aneurysm cavity. The wire was
removed and the PED was advanced into the distal aspect of the
microcatheter. The device was deployed across the neck of the
aneurysm from the subclavian artery to the brachiocephalic
trunk, with no protrusion of the proximal landing zone in the
aortic arch. The microcatheter was removed, and DSA was per-
formed through the guide catheter 5 minutes after deployment.
No additional angioplasty to improve wall apposition or 3D ac-
quisition were performed.

The implanted PED was selected according to the diameter of
the artery. Details regarding proximal and distal diameters of the
parentartery as well as the size of the implanted PEDs are available
in the On-line Table.

Rabbits were humanely killed at day 30 (n = 18), day 90 (n =
11), and day 180 (n = 12) after the procedure. At the time of
death, the animals were deeply anesthetized. DSA of the aortic
arch was performed to evaluate aneurysm occlusion. The animals
then were euthanized with a lethal injection of pentobarbital. An-
eurysm and parent artery tissue were immediately fixed in 10%
neutral buffered formalin.

Data Analysis

Angiographic Evaluation. A single experienced reader, blinded to
wall-apposition status (DSA and histologic evaluations), assessed
angiographic aneurysm occlusion at follow-up according to a
2-point classification: complete (100%) or incomplete occlusion.

Selected postprocess (pixel shift) images of the posttreatment
DSA were independently examined by 3 investigators, blinded to
histologic wall-apposition evaluation, to grade wall-apposition
status on posttreatment DSA. Wall-apposition status on DSA was
evaluated according to a dichotomous outcome, noted as either
good or poor apposition depending on the presence or absence of
visible contrast media between the stent and the parent artery.
(Ilustrative images for good and poor wall apposition are pre-
sented in On-line Figs 1 and 2).

Histopathologic Processing and Wall-Apposition Evaluation. A
histopathologist blinded to the angiographic results did the pro-
cessing and analysis for wall apposition as previously described.”
After routine tissue processing, the fixed samples were embedded
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in paraffin. Aneurysm samples were processed at 1000-wm inter-
vals in a sagittal orientation with use of an IsoMet Low Speed Saw
(Buehler, Lake Bluff, Illinois). The metal stents were carefully re-
moved under a dissecting microscope. The samples then were
re-embedded in paraffin, sectioned at 5-6 um, and stained with
hematoxylin-eosin.

Wall apposition was evaluated according to a dichotomous
outcome, with either good or poor wall apposition of the stent.
The evaluation was performed at the level of the aneurysm neck. A
good histologic wall apposition meant that the stent was well ap-
posed on the entire surface parent artery adjacent to the aneurysm
ostium.

Statistical Analysis

All statistical analyses were performed in R statistical and com-
puting software version 3.1.1 (http://www.r-project.org/). k and
intraclass correlation coefficient statistics were calculated by using
the irr package (version 0.84). Agreement among 3 readers for
DSA assessment of posttreatment wall apposition was assessed by
using the intraclass correlation coefficient method.'” Cohen k was
also displayed for pair-wise comparisons of raters. k also was used
to assess agreement between the reference method of histology
and DSA by using a consensus score agreed to by 2 radiologists for
each method.

We calculated sensitivity, specificity, and accuracy of post-
treatment DSA and histologic wall-apposition evaluations in pre-
dicting the occurrence of aneurysm occlusion at follow-up. The
Wilson Score 95% CI is reported for each statistic. The Fisher
exact test was performed to test for association between wall ap-
position assessed by histology at follow-up and occlusion out-
come at follow-up.

RESULTS
Population and Angiographic Follow-Up Outcome
This study included 41 consecutively treated rabbits. All aneu-
rysms were saccular. The mean aneurysm size was 9.41 mm (95%
CI, 8.41-10.41) in the complete-occlusion group and 9.47 mm
(95% CI, 8.03-10.91) in the incomplete-occlusion group. There
was no significant difference in aneurysm sizes across groups (¢
test Pvalue = .94). The length of follow-up varied from 30 days to
180 days, with a mean length of 90 days. Rabbits were euthanized
at day 30 (n = 18), day 90 (n = 11), and day 180 (n = 12).
Follow-up DSA was available for 40 rabbits, of which 67.5%
(n = 27) had complete occlusion and 32.5% (n = 13) had incom-
plete occlusion. Angiographic complete-occlusion rates at 30, 90,
and 180 days were not statistically different at 52.9% (n = 9),
72.7% (n = 8), and 83.3% (n = 10), respectively (x* P value =
25).

Wall-Apposition Evaluation on Posttreatment DSA

Immediate posttreatment DSA was available for 41 rabbits. Wall-
apposition status evaluated on posttreatment DSA by the 3 inde-
pendent readers demonstrated a good wall-apposition rate of
61.0% (n = 75 of 123 readings) and a poor wall-apposition rate of
39.0% (n = 48). The consensus DSA evaluation yielded 63.4%
(n = 26) good wall apposition and 36.6% (n = 15) poor wall
apposition. All 3 readers rated similar proportions of wall appo-
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Table 1: Contingency table for wall-apposition assessment on
posttreatment DSA

Follow-up DSA Outcome

Complete Incomplete
Wall Apposition Occlusion Occlusion Total
Good 15 10 25
Poor 2 3 15
Total 27 3 40

FIG 1. Histology and DSA illustrative correlation of good wall appo-
sition associated with complete aneurysm occlusion. A, Follow-up
DSA objectively shows complete occlusion of the aneurysm sac. B,
Photomicrograph (hematoxylin-eosin staining, original magnification
X100) at the level of the aneurysm neck shows perfect wall apposi-
tion with complete aneurysm pouch occlusion filled with conjunctive
tissue when using the PED.

sition as poor (n = 16;39%). Pair-wise k between the 3 readers for
DSA was k = 0.487, 0.590, and 0.385. Intraclass correlation
among readers was 0.488 (95% CI, 0.30-0.66), indicating mod-
erate interobserver agreement.

Correlation between Consensus DSA Wall Apposition and
Follow-Up Occlusion

A contingency table is presented in Table 1. Sensitivity and spec-
ificity of good wall apposition evaluated on posttreatment DSA
for the prediction of complete versus incomplete occlusion on
follow-up DSA were 23.1% (95% CI, 8.2-50.3) and 55.5% (95%
CI, 37.3-72.4), respectively. The overall accuracy of the wall ap-
position evaluated on posttreatment DSA for the prediction of
complete versus incomplete occlusion at follow-up was 45.0%
(95% CI, 30.7-60.2).

Wall-Apposition Evaluation on Histology

Histologic evaluation at time of follow-up DSA was available for
38 rabbits, of which 63.2% (n = 24) had good wall apposition and
36.8% (n = 14) had poor wall apposition.

Correlation between Histologic Wall-Apposition
Evaluation and Follow-Up Occlusion

Mlustrative histology images for good and poor wall apposition
are presented in Fig 1 and Fig 2, respectively. A contingency table
is presented in Table 2. Angiographic complete occlusion rates in
good wall-apposition aneurysms of 77.8% (7 of 9) at 30 days,
100.0% (6 of 6) at 90 days, and 88.9% (8 of 9) at 180 days were not
statistically different (x* P value = .44). Angiographic complete

FIG 2. Histology and DSA illustrative correlation of poor wall appo-
sition associated with incomplete aneurysm occlusion. Follow-up
DSA objectively shows incomplete occlusion of the aneurysm sac
(blue arrow) (A). Photomicrograph at the level of the aneurysm neck
(hematoxylin-eosin staining, original magnification X 100) shows poor
wall apposition (yellow dotted line) and filling of the aneurysm pouch
with a partial thrombosis in the aneurysm sac (B).

Table 2: Contingency table for wall-apposition assessment on
histology

Follow-up DSA Outcome

Complete Incomplete
Wall Apposition Occlusion Occlusion Total
Good 21 3 24
Poor 4 10 4
Total 25 3 38

occlusion rates in poor wall-apposition aneurysms of 25.0% (2 of
8) at 30 days, 25.0% (1 of 4) at 90 days, and 50.0% (1 of 2) at 180
days were not statistically different (> P value = .77).
Sensitivity and specificity of wall apposition evaluated on his-
tology for the prediction of complete versus incomplete occlusion
on follow-up DSA were 76.9% (95% CI, 49.7-91.8) and 84.0%
(95% CI, 65.3-93.6), respectively. The overall accuracy of the wall
apposition evaluated on posttreatment DSA for the prediction of
complete versus incomplete occlusion at follow-up was 81.6%
(95% CI, 66.6-90.8). Histologically assessed wall apposition was
significantly associated with occlusion at follow-up DSA (Fisher
exact test P value <.001; odds ratio, 15.7; 95% CI, 2.63-133.2).

DISCUSSION

Our study of a large series of experimental aneurysms demon-
strated that wall apposition is a crucial determinant for saccular
aneurysm occlusion after FDS treatment. Wall apposition on his-
tology was strongly correlated with aneurysm occlusion after
treatment of intracranial aneurysms with flow diverters, suggest-
ing that if good wall apposition is not present, adjunctive mea-
sures such as balloon inflation should be considered in some clin-
ical settings to improve apposition and, thus, aneurysm occlusion
rates.

In addition, our study demonstrated that assessment of wall
apposition on posttreatment DSA suffers from low interobserver
agreement and is poorly predictive of final aneurysm occlusion
status. We acknowledge that the DSA system used for this exper-
imental study in rabbits is not optimal and that the results cannot
be extrapolated with DSA used in the clinical angiography suite.
Indeed, these findings strongly suggest that operators should con-
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sider alternative methodologies for assessing wall apposition with
high-resolution contrast-enhanced conebeam CT such as Va-
soCT (Philips Healthcare, Best, the Netherlands),'* DynaCT (Sie-
mens, Erlangen, Germany),'” and Innova CT (GE Healthcare) or
with intravascular optical coherence tomography.®

This study correlates flow-diverter wall apposition with saccu-
lar aneurysm occlusion by using histologic evaluation. This is of
high importance because wall apposition can be considered a key
factor for the occurrence of saccular aneurysm nonocclusion. A
potential biologic mechanism that could explain lower occlusion
rates in cases of poor wall apposition is the fact that aneurysm
occlusion after flow-diverter stent treatment is not exclusively
related to intra-aneurysmal thrombosis, but is also driven by en-
dothelialization of the device.” This endothelialization is relatively
delayed and, we believe, derived exclusively from cells in the ad-
jacent parent artery.* Based on this proposed mechanism, the
malapposed portion of the device will fail to endothelialize be-
cause of the lack of direct contact with the parent artery in cases of
poor wall apposition. This mechanism has also been discussed in
the coronary intervention literature, and coronary stents that lack
wall apposition fail to endothelialize.”'® Though our study proves
that wall apposition is highly correlated with angiographic out-
come, we also found that DSA was a suboptimal tool in assessing
wall apposition.

Our current results are in accordance with the clinical study
published by Saake et al,” who, in a study with 14 patients and
evaluations made in consensus by 2 experienced neuroradiolo-
gists, reported that wall apposition was difficult to assess on intra-
arterial DSA. In their study, they did not find any significant dif-
ference between DSA and intravenous angiographic CT related to
the deployment of the FDS, wall apposition of the stent in the
nonaneurysmal parent vessel segments, and the aneurysmal neck
coverage by the stent, but the reviewers preferred intravenous
angiographic CT for evaluation of wall apposition. Beyond the
fact that the angiography suite used in this experimental study is
not optimal and differs from clinical ones, there are some expla-
nations for why 2D DSA might be suboptimal in assessing wall
apposition. 2D DSA cannot provide cross-sectional images; thus,
there are limited views examining the relationship between the
FDS and the vessel wall. In addition, DSA imaging acquisition is
based on mask subtraction, making assessment of any contrast
opacification between the subtracted device itself and the arterial
wall quite difficult. Furthermore, there was motion artifact in our
study because the experimental aneurysms are not located in
the brain, but in the thorax, and are subject to ventilation
movements.

Newer tools are currently being evaluated in the setting of FDS
treatment of intracranial aneurysms to assess wall apposition. Flat
panel CT with intra-arterial or intravenous opacification has a
very high spatial resolution and can be done directly on the DSA
table without any additional invasive procedure and with low ra-
diation.®”"'”"** More recently, optical coherence tomography has
been evaluated for intracranial procedures.***>” In addition,
other endovascular techniques that are primarily used in cardiol-
ogy but not yet used in neuroradiology, such as intravascular
sonography”* or endoluminal optical imaging (angioscopy),*®
seem promising in the assessment of wall apposition. Our study
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suggests that these tools could someday be preferred over DSA for
the assessment of wall apposition.

In cases of poor wall apposition demonstrated on postdeploy-
ment imaging, it could be useful to improve apposition with bal-
loon expansion. Another option is the development of flow-di-
verter stents with higher radial force and conformability, which
are key factors, for better wall apposition.”” However, radial force
is usually low in braided devices. We surmise that new flow-di-
verter devices with a laser-cut scaffold and a high mesh attenua-
tion construct on the outer diameter could give higher radial force
and better wall apposition.”

Limitations

Our study is limited by its retrospective nature and the use of only
selected images for the DSA readers’ assessment. In addition, it is
possible that a newer-generation angiography suite could provide
better DSA images; 3D runs with multiplanar reconstructions
might be better than 2D DSA to assess wall apposition, but we did
not perform these acquisitions. Another limitation to our study is
the motion artifact associated with the respiratory and cardiac
motion in these rabbit aneurysms. However, it is important to
point out that all images underwent postprocessing, including
pixel shifting by an experienced radiologist before assessment by
the blinded readers. Another limitation of this study is that only 1
experienced reader evaluated the histologic samples. However,
this reader was blinded to the DSA outcomes. Regarding the
choice of the appropriate device, sizing was sometimes difficult
because of discrepancies in the artery diameter between the prox-
imal and distal parts, but the braided stents have the ability to
expand beyond their labeled diameter.

We did not use a previously published classification for wall-
apposition assessment because we mainly focused at the level of
the aneurysm neck, whereas the available classifications discussed
the device deployment in the parent artery and not specifically
at the neck.® Another limitation of this study is that rabbits were
killed at different time points, which can modify the outcomes
after implantation of the PED depending on the length of follow-
up. However, we did not observe any statistically significant im-
pact of time on complete occlusion rates. Also, this study focused
on wall apposition as a key factor influencing aneurysm occlusion
after flow diversion, but some other criteria that have not been
analyzed in this specific study are also of high importance, such as
hemodynamic effects, intra-aneurysmal thrombosis, and mesh
attenuation.

CONCLUSIONS

This study highlights that good wall apposition is key in obtaining
complete occlusion of saccular aneurysms after FDS treatment. In
this study, 2D DSA was found suboptimal for assessing wall ap-
position of FDSs, with only moderate interobserver agreement
and low accuracy. Our inability to perform high—frame rate DSAs
and C-arm CT acquisitions to evaluate wall apposition must be
considered when assessing the significance of these results. Our
study suggests that development of new tools for the assessment of
wall apposition for flow-diverter stents is needed to improve an-
giographic outcomes in patients treated with FDSs.
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ON-LINE FIG 1. lllustrative DSA images for poor wall apposition. A, Pretreatment DSA. B and C, Objective bad wall apposition with contrast
media between the arterial wall and the device with stagnation.

ON-LINEFIG 2. Illustrative DSA images for good wall apposition. A, Pretreatment DSA. B and C, Objective good wall apposition with no contrast
media between the arterial wall and the device.
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b. Risque de rupture retardée

> Revue de la littérature

Les complications majeures aprés flow-diverter incluent I'AVC ischémique due a

311-314
f

l'occlusion de I’artére porteuse ou de branches couvertes par le dispositi ainsi que les

complications hémorragiques : la rupture post-opératoire de I'anévrysme et les hémorragies

, , . o . 189, 204, 205, 315-
intraparenchymateuses homolatérales au dispositif (sans rupture de ’anévrysme) = =~ 7

317

Peu d’¢léments sont connus sur les facteurs de risque et les mécanismes de ces

o . - 185, 317-320
complications hémorragiques ™

. De précédentes études ont suggéré ou démontré un
risque plus élevé de rupture dans les anévrysmes géants (> 25 mm)'® ' 2032 Certaines
études ont suggéré le role du thrombus intra anévrysmal non complétement exclu de sa charge
biologique, comme étant la cause de ces ruptures retardées®>'***. Ce role du thrombus intra
anévrysmal a été montré par analogie aux anévrysmes de 1’aorte abdominale dans lesquels le
thrombus luminal est connu pour étre le site de stockage, d’activation et de relargage de
polynucléaires et de différentes protéases comme les métalloprotéinases et les sérine-

. 49, 243
proteases

. Il a été démontré que I’activité protéolytique du thrombus luminal est le
principal moteur de dégradation des constituants structurels de la paroi artérielle avec une
augmentation de I’infiltration pariétale par des polynucléaires neutrophiles au moment de la

323, 324
rupture™

. Des profils similaires liés a 1’'importante charge biologique du thrombus
sacculaire des Al aprés mise en place d’un flow-diverter pourraient étre a 1’origine de leur
rupture secondaire. Bien que ces cas de ruptures retardées soient rares, leur gravité nécessite
de prévenir au maximum ce risque. En ’attente d’études expérimentales visant a obtenir une
thrombose moins génératrice de 1ésions inflammatoires, ’ANSM a recommandé d’associer
un traitement par coils au flow-diverter pour le traitement des anévrysmes géants de plus de
15 mm de diamétre. Cette association des coils viserait a obtenir plus rapidement un thrombus
“organisé‘ qui serait moins pourvoyeur de ruptures retardées.

Nous avons récemment publié une revue systématique de la littérature sur les
hémorragies intraparenchymateuses apres traitement par flow-diverter et la rupture retardée

. o : 325
des anévrysmes traités par flow-diverter

afin de déterminer quelles étaient les
caractéristiques du patient, de la procédure ou de 1'anévrysme qui constitueraient des facteurs
de risque de ces complications. Selon cette revue systématique, environ 80% des ruptures

anévrysmales retardées se produisent dans les 30 jours suivant la procédure. Les patients
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présentant une de ces complications ont un mauvais pronostic clinique avec 70 a 80% de
morbi-mortalité. Parmi les patients ayant présenté une rupture retardée, 45% avaient des
anévrysmes géants (>25 mm), suggérant que ces anévrysmes présentent un risque plus élevé
de rupture retardée que les petits, moyens ou grands anévrysmes. Cette étude a également
analysé I'impact du coiling associ¢ afin de déterminer sa capacité a prévenir les ruptures
retardées comme précédemment suggéré. Prés de 20% des anévrysmes ayant présenté une
rupture retardée avaient un coiling associ¢ préalable ou simultanément a la pose du flow-
diverter, suggérant que le coiling des anévrysmes traités par flow-diverter ne protége pas
systématiquement contre une rupture retardée.

Le mécanisme biologique exact aboutissant a la rupture retardée d'un anévrysme n'est
pas bien établi. Des ¢tudes de dynamique des fluides ont démontré que les modifications du
flux apres I'implantation d’un flow-diverter provoquent une augmentation de la pression intra-
anévrysmale pouvant potentiellement conduire & une rupture, surtout pour les anévrysmes

: 204
geants

. D'autres études suggerent un role potentiel du thrombus intra-anévrysmal dans le
mécanisme pathophysiologique de la rupture retardée de l'anévrysme étant donné que le
thrombus intra-sacculaire est une source de diverses protéases avec une activité protéolytique
¢levée pouvant participer a la dégradation de la paroi artérielle et conduire a la rupture de
I’anévrysme! 8% 243 321:324, 327-329

Puisque les anévrysmes géants sont plus susceptibles d'avoir un important thrombus
intra-sacculaire, ce mécanisme pourrait jouer un role dans la rupture tardive de ces
anévrysmes. En raison du risque accru de rupture retardée des anévrysmes géants, certains ont
recommandé que les anévrysmes géants soient traités par coiling associé au flow-diverter afin

. A . - 205,316,319, 330
de protéger le dome de l'anévrysme et éviter les ruptures tardives™ >~ >~

. En effet, notre
étude a révélé que plus de 80% des anévrysmes ayant présenté une rupture retardée apres
flow-diverter n’avaient pas eu de coiling associé. Cependant, il ressort clairement de ces
résultats que le coiling n'est pas une panacée puisque 20% des anévrysmes ayant subi une
rupture retardée avaient également des coils. Il n'a cependant pas été possible, dans cette
étude, d'analyser I'impact de la densité du coiling associé puisque cette information n’est pas
rapportée dans la plupart des études incluses. Peut-étre un coiling plus dense serait plus
protecteur contre la rupture retardée ?

Finalement, la rupture retardée d'un anévrysme apres flow-diverter est un probleme

complexe et multifactoriel et des études précliniques sont nécessaires pour évaluer les effets

protecteurs mécaniques et biologiques du coiling associé.
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Nous présentons dans la partie suivante, une étude expérimentale évaluant
P’expression des métallo-protéases apreés traitement par flow-diverter, seul ou en

association avec des coils*2®.
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» Intérét du coiling associé pour la prévention des ruptures retardées

Comme nous venons de le rappeler, les flow-diverters peuvent avoir des complications

189, 204, 205, 316, 317, 325

rares mais graves, telles que la rupture retardée d'un anévrysme . Il subsiste

des preuves insuffisantes concernant les facteurs de risque et les mécanismes aboutissant a ces

185,205, 316-320

complications hémorragiques avec cependant un réle essentiel du thrombus intra-

anévrysmal dans le mécanisme physiopathologique de la rupture retardée de I'anévrysme'™.
Comme décrit précédemment dans les anévrysmes de [’aorte abdominale, les
leucocytes piégés dans le thrombus intra-luminal sont une source de stockage, de libération et
d'activation de diverses protéases telles que les métalloprotéinases (MMP-9) et les sérine-
protéases. Ces protéases ont une activité protéolytique élevée qui pourrait participer a la
dégradation des composants structurels de la paroi artérielle et conduire a une rupture de

. 189, 224, 243, 321-323, 327-329, 340
l'anévrysme ™ “" 7 ’ ’

. Les MMP sont sécrétées a 1’état de pro-formes
inactives (pro-MMP) et sont activées par clivage de protéines par d'autres protéinases en
MMP actives’®. L'expression excessive des collagénases activées (MMP-2 et MMP-9) dans
les anévrysmes cérébraux rompus’' indique qu'une régulation efficace des MMP pourrait
permettre une stabilisation des anévrysmes cérébraux et une réduction du risque de rupture
retardée.

Certaines études ont déja décrit l'implication des MMP dans les maladies vasculaires

44, 55, 342-347

cérébrales et les anévrysmes . Des études antérieures ont démontré un risque plus

109, 189, 205, 320, 325

¢levé de rupture des anévrysmes intracraniens géants et ont recommandé que

ces anévrysmes géants soient traités par coiling en complément du traitement par flow-
diverter afin de stabiliser 'anévrysme dans le but de prévenir les ruptures retardées™ *'%-31%
330:3%% " Cependant, le coiling associé ne permet pas d’éliminer totalement le risque de rupture
retardée avec 20% de ruptures retardées dans des anévrysmes traités par coiling associé®>.

La cyclosporine A est un agent anti-inflammatoire™® largement utilisé pour prévenir le
rejet de greffe aprés transplantation ou pour le traitement de maladies auto-immunes™. Cette
molécule a déja été testée dans diverses applications pour son effet sur la régulation des taux
de MMP**?* Dans une étude portant sur les anévrysmes de l'aorte abdominale, la
cyclosporine avait permis de diminuer I’expression de MMP-9 active et de stopper la

. v 355 . . . rar I
croissance des anévrysmes . Cependant, la cyclosporine n'a pas jamais été testée dans les

anévrysmes intracraniens pour réguler 1'expression des MMP.

68



Les objectifs de notre étude étaient d'évaluer 1'effet du coiling associé et de la
cyclosporine pour réguler 1'expression des MMP dans les anévrysmes intracraniens

traités par flow-diverter dans un modéle anévrysmal chez le lapin.

Article 3: Thielen E, McClure M, Rouchaud A, Ding YH, Dai D,
Schroeder D, Cebral J, Kallmes DF, Kadirvel R. Concomitant coiling
reduces metalloproteinase levels in flow-diverter-treated aneurysms but

anti-inflammatory treatment has no effect. J Neurointerv Surg. 2016 Mar

14. [Epub ahead of print]**®

Les parties Méthodes et Résultats sont présentées dans le PDF de [’article.

Cette étude démontre que le traitement par flow-diverter a un impact sur le niveau
d’expression des MMP dans les anévrysmes intracraniens. Plus précisément, les
anévrysmes traités par flow-diverter et coiling associ¢ ont des niveaux significativement
augmentés de pro-MMP-9. Dans cette étude réalisée sur un effectif assez peu important
d’animaux, nous avons noté une importante tendance a la diminution de I’expression de
MMP-9 active en cas de coiling associé par rapport aux anévrysmes traités par flow-diverter
seul. L approche par médication anti-inflammatoire avec la cyclosporine n'a pas eu d’impact
significatif sur les taux de MMP. Ces résultats suggérent la nécessité de plus grandes études
précliniques axées sur D’expression de la MMP-9 ou aprés traitement par flow-diverter.
D’autres sérine-protéases neutrophilaires telles que 1’élastase n’ont pas été analysées dans
cette étude mais pourraient également avoir un role majeur.

Par analogie avec les anévrysmes de 1’aorte abdominale, des études expérimentales et
cliniques antérieures ont suggéré que le thrombus intra-anévrysmal secondaire a la mise en
place du flow-diverter pourrait étre un site d'activation des MMP et une cause potentielle de

189, 243, 321-323, 327-329 : o A . .
S ’ . En outre, des études antérieures ont suggéré ou démontré

109,

rupture retardée
un risque plus élevé de ruptures retardées apres flow-diverter dans les anévrysmes géants
189, 205. 320335 Brant donné que les anévrysmes géants sont généralement plus susceptibles
d'avoir un thrombus intraluminal plus important, il est probable que les anévrysmes plus
grands traités par flow-diverter ont des niveaux plus élevés d'expression des MMP. Les

résultats de cette étude, sont encourageants pour réaliser de nouvelles recherches concernant

le role de la MMP-9 dans la survenue de complications liées aux flow-diverters.
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La tendance a la diminution de I’expression de la forme active de MMP-9 dans le
groupe traité par coiling concomitant par rapport aux autres groupes traités par flow-diverter
est un ¢élément trés important. En effet, malgré des recommandations empiriques qui avaient
préconisé de traiter les anévrysmes de plus de 15 mm par coiling associé?® 16 319 330 348
aucune ¢étude n'avait décrit son impact sur les taux de MMP. Notre étude montre que l'effet du
coiling concomitant n'est pas seulement li¢ a un effet mécanique des coils pour protéger le
dome des anévrysmes mais, au moins en partie, a un effet biologique sur l'expression des
MMP. Ces résultats suggérent que le coiling concomitant peut réduire le niveau
d'expression de MMP-9 active dans les anévrysmes traités par flow-diverter en bloquant
l'activation de la pro-MMP9 vers sa forme active avec une accumulation de sa pro-forme
inactive, qui pourrait étre une solution potentielle pour empécher des ruptures d'anévrysmes
retardées apres flow-diverter. Cela signifie qu’il y a moins d’activation neutrophilaire dans le
thrombus des anévrysmes traités par coiling associé au flow-diverter que celui des
anévrysmes traités par flow-diverter seul. Cela est en faveur d’un thrombus en constant
renouvellement dans les anévrysmes traités par flow-diverter seul et que les coils permettent
une stabilisation de ce thrombus. Pour explorer ces mécanismes, il serait intéressant
d'analyser les niveaux de MMP dans de nouveaux modé¢les d'anévrysmes actifs ou de
thrombus bio-actifs*® %",

Des médicaments anti-inflammatoires et immunosuppresseurs comme la cyclosporine
A ont démontré un effet bénéfique sur les taux de MMP dans les anévrysmes de 1’aorte
abdominale®”> **"**! Cependant, dans notre étude, les taux d'expression de MMP-2 et MMP-
9 dans le groupe traité par flow-diverter et cyclosporine étaient comparables aux anévrysmes
traités avec flow-diverter seul avec des niveaux plus ¢élevés de MMP-9 active. Bien que 1'on
espérait que la cyclosporine pourrait étre utilisée pour controler les niveaux de MMP, elle ne
semble pas avoir d'effet sur I’expression de MMP-9 ou MMP-2. D'autres recherches
pourraient &tre menées pour explorer la possibilit¢ d'utiliser d'autres médicaments anti-
inflammatoires sur l'expression des MMP. En outre, le rdéle des médiateurs pro-

inflammatoires dans la croissance et/ou la rupture des anévrysmes par rapport a leur

cicatrisation apres traitement reste a ¢lucider.

Conclusion
L'implantation d’un flow-diverter augmente le niveau d'expression de pro-MMP9 dans
les anévrysmes. On observe une tendance trés importante pour une réduction de 1’expression

de MMP-9 active avec le coiling associé, nécessitant une confirmation de ces résultats sur une
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é¢tude avec un effectif plus important. Le traitement anti-inflammatoire par cyclosporine

semble avoir un effet biologique minimal.
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ORIGINAL RESEARCH

Concomitant coiling reduces metalloproteinase
levels in flow diverter-treated aneurysms but
anti-inflammatory treatment has no effect

Evan Thielen," Megan McClure," Aymeric Rouchaud,’ Yong-Hong Ding," Daying Dai,’
Dana Schroeder," Juan Cebral,? David F Kallmes,"> Ramanathan Kadirvel’

ABSTRACT

Background and purpose Flow diverters (FD) can
cause rare but devastating delayed aneurysm ruptures

in which matrix metalloproteinases (MMPs) have been
potentially implicated. Concomitant coiling or anti-
inflammatory medications have been proposed to
prevent the risk of delayed ruptures. The aim of this
study was to evaluate concomitant coiling and
ciclosporin in regulating the expression of MMPs in
FD-treated aneurysms.

Materials and methods Elastase-induced aneurysms
were created in 20 rabbits. Aneurysms were treated with
(1) FD alone; (2) FD with concomitant coiling; (3) FD+
ciclosporin; or (4) left untreated as controls. At sacrifice,
MMP levels were analyzed by zymography. Kruskal—
Wallis one-way non-parametric ANOVA was performed
for each enzyme. If significant results were observed for
the Kruskal-Wallis test, pairwise group comparisons
were performed using Dunn's test with Bonferroni
multiple-testing correction.

Results Significant differences were observed among
groups for pro-MMP9 (p=0.0337). Pairwise comparison
demonstrated higher levels of pro-MMP9 with
concomitant coiling compared with untreated aneurysms
(p=0.012), with higher though not significantly different
levels of pro-MMP9 in FD with concomitant coiling
versus FD alone. While not statistically significant, trends
were noted regarding differences in active-MMP9 across
groups, with a lower level of active-MMP9 with
concomitant coiling compared with the other FD groups.
No significant differences were observed for pro- or
active-MMP2 across groups, or for FD + ciclosporin
compared with FD alone.

Conclusions FD implantation increases the level of
pro-MMP9 expression in aneurysms. Provocative trends
regarding modulation of active-MMP9 expression with
concomitant coiling suggest the need for larger
confirmatory preclinical studies. Anti-inflammatory
treatment with ciclosporin appears to have a minimal
biological effect.

Trial registration number ROTNS076491

INTRODUCTION

Flow diverters (FD) are now largely accepted as
standard treatment of selected aneurysms due to
their high rates of angiographic occlusion and good
clinical outcomes.'™ However, these devices may
have rare but severe complications such as post-
operative or delayed aneurysm rupture.*® Despite
the fact that numerous case series and case reports

have reported this complication, there continues to
be controversy surrounding its origin with poor evi-
dence regarding the risk factors and mechanisms of
these hemorrhagic complications.* ¢ 72 Previous
studies have suggested a potential role of
intra-aneurysmal thrombus in the pathophysiologic
mechanism of aneurysm rupture.

As previously described in abdominal aortic
aneurysms, leukocytes trapped in the intraluminal
thrombus are a source of storage, release, and activa-
tion of various proteases such as matrix metallopro-
teinases (MMP2 and MMP9) and serine proteases.
These have high proteolytic activity which could
participate in the degradation of structural compo-
nents of the arterial wall and lead to aneurysm
rupture.” '¥72° MMPs are secreted as inactive pro-
forms (pro-MMP) and are activated by protein
cleavage by other proteinases (active-MMP).?° The
overexpression of activated type IV collagenases
MMP9 and MMP2 in cerebral ruptured aneur-
ysms>! indicates that effective regulation of MMPs
may result in improving the clinical prognosis of
cerebral aneurysms.

Some studies have already described the implica-
tion of MMPs in cerebral vascular diseases and
aneurysms.?*>’ Previous studies have demonstrated
a higher risk of rupture in giant aneurysms> ¢ 7
and have recommended that giant aneurysms are
treated with concomitant coiling and FD treatment
in order to protect the dome of the aneurysm in an
attempt to prevent delayed ruptures.* ¢ 11 39 31

Ciclosporin A is an anti-inflammatory agent’*>
widely used to prevent organ transplant rejection
or to treat autoimmune disorders.** Ciclosporin
has already been tested for its effect on MMP
levels in various models and disorders.>>™** In a
study of abdominal aortic aneurysms, ciclosporin
decreased MMP9 and stabilized expanding aortic
arteries.>® However, it has not been tested in intra-
cranial aneurysms to regulate MMP expression.

The aims of our study were to evaluate the effect
of associated coiling and ciclosporin to regulate
MMP expression in FD-treated aneurysms in a
rabbit model.

METHODS

Aneurysm creation and treatment

The Institutional Animal Care and Use Committee
approved all procedures before the initiation of this
study. Some of the rabbits used in this study were
originally employed as part of other investigations,
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where we investigated the gene expression between aneurysms
treated with microcoils and FD.** Elastase-induced saccular
aneurysms were created in 20 New Zealand White rabbits as
previously described.** Three weeks after aneurysm creation the
rabbits were treated either with FD alone (n=35), FD with con-
comitant coiling (n=6), FD + ciclosporin (n=5), or left
untreated (n=4).*> * The rabbits treated with FD and ciclos-
porin were given 10 mg cyclosporin A/kg body weight by oral
gavage once daily for 4 weeks.

The rabbits were sacrificed 4 weeks after the treatment pro-
cedure. At the time of sacrifice the animals were deeply anesthe-
tized. The animals were then euthanized with a lethal injection
of pentobarbital. Aneurysms were immediately harvested, frozen
in liquid nitrogen and kept at —70°C until used.*?

Gelatin zymography of MMPs

Frozen samples were pulverized under liquid nitrogen and
extracted in ice-cold lysis buffer (10 mmol/L sodium phosphate,
pH 7.2, 150 mmol/L NaCl, 1% Triton X-100, 0.1% SDS, 0.5%
sodium deoxycholate, and 0.2% sodium azide). After centrifuga-
tion at 10 000 g for 20 min at 4°C, the protein concentration of
the supernatant was determined (Pierce Biotechnology).
Samples were resolved by non-reducing 10% SDS-PAGE
through gels containing 0.1% gelatin (Bio-Rad). Gels were
washed with 2.5% Triton X-100 for 1h, then incubated for
24 h at 37°C in developing buffer (50 mmol/L Tris-HCI, pH 8.5,
S mmol/L CaCl2 and 0.5 mmol/L ZnCI2). MMP2 and MMP9
are collagenases which act on the gelatin (a partial collagen
digest) in the gel and produce gelatinolytic zones. Gelatinolytic
zones, representing the activities of MMPs, were visualized after
staining the gels with 0.5% Coomassie Blue R-250. The gelati-
nolytic zones of MMP2 and MMP9 were analyzed densitomet-
rically using Image-] software and converted to quantifiable data
in the number of pixels.*” *® The intensities of the gelatinolytic
bands reflect the activity of the corresponding MMP

Statistical analysis

Kruskal-Wallis one-way non-parametric ANOVA was performed
for each enzyme (pro-MMP2, active-MMP2, pro-MMP9, and
active-MMP9) for each of the four treatment groups. Kruskal-
Wallis p values were not corrected for multiple testing. Post-hoc

pairwise group comparisons were performed using Dunn’s test
with Bonferroni multiple-testing correction.*” Statistical analyses
were performed in R (V3.1.1; Vienna, Austria). Dunn’s test was
performed using R package dunn.test (V.1.2.4). A value of
a=0.05 was selected as the significance threshold.

RESULTS

Summary statistics are reported in table 1 as medians and IQR.
Figure 1 shows MMP expression by aneurysm treatment with
boxplots and individual data points.

In all treatment groups the levels of MMPs in treated aneur-
ysms appeared higher than in the untreated group, with the
exception of the FD with concomitant coiling group for
active-MMP9; however, significant differences between groups
were only found for pro-MMP9. MMP2 levels were similar
throughout the three different FD treatment groups.

Compared with the untreated aneurysms, aneurysms treated
with FD alone had higher levels of pro-MMP9 (2575 (IQR
697-4917) vs 428 (IQR 90-1941)), active-MMP9 (2666
(IQR 1066-5291) vs 483 (IQR 251-1897)), pro-MMP2 (4644
(IQR 2403-7693) vs 3250 (IQR 2950-6684)), and active-
MMP2 (3500 (IQR 2684-4476) vs 1294 (IQR 1143-1666)),
but these differences did not reach significant levels (table 2).

In the group treated with FD and concomitant coiling the
level of active-MMP9 was similar to the level in the untreated
group (496 (IQR 420-1734) vs 483 (IQR 251-1897)). The
level of pro-MMP9 was significantly higher in the FD with con-
comitant coiling group than in the untreated aneurysm group
(9774 (IQR 7657-13562) vs 428 (IQR 90-1941); p=0.012,
table 2).

We did not observe any statistically significant difference or
trends in difference when comparing the MMP levels in aneur-
ysms treated with FD + ciclosporin and FD alone.

DISCUSSION

This study demonstrates that treatment with FD affects MMP
levels in intracranial aneurysms. Specifically, aneurysms treated
with FD and concomitant coiling have significantly increased
levels of pro-MMPY. In this relatively small study we noted a
trend toward decreased active-MMP9 with concomitant coiling
compared with the other FD groups. Anti-inflammatory

Table 1 Descriptive statistics for pixel counts by enzyme
Untreated
aneurysm FD alone FD + coils FD + ciclosporin
(N=4) (N=6) (N=5) (N=5)* p Value
Pro-MMP9 0.0337
Median 428 2575 9774 3159
IQR 90-1941 697-4917 7657-13562 1730-4150
Active-MMP9 0.126
Median 483 2666 496 2410
IQR 251-1897 10665291 420-1734 2099-3039
Pro-MMP2 0.779
Median 3250 4644 4553 4628
IQR 2950-6684 2403-7693 3962-5261 4066-8065
Active-MMP2 0.152
Median 1294 3500 3653 3822
IQR 1143-1666 2684-4476 2186-4360 2670-4068
Kruskal—Wallis tests.
*Flow diverter + ciclosporin pro-MMP9 (N=4).
D, flow diverter.
2 Thielen E, et al. J Neurolntervent Surg 2016;0:1-5. doi:10.1136/neurintsurg-2015-012207
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Figure 1
shown. FD, flow diverter.

medications with ciclosporin did not significantly affect the
levels of MMPs. These findings suggest the need for larger pre-
clinical studies focused on MMP9 biology following treatment
with FD.

By analogy with abdominal aneurysms, previous experimental
and clinical studies have suggested that the intra-aneurysmal
thrombus associated with FD could be a site of activation of
MMPs and a potential cause of delayed ruptures.” 3719
Furthermore, prior studies have suggested or demonstrated a
higher risk of delayed ruptures after FD in giant aneurysms.” ¢ 7 12
Since giant aneurysms are generally more likely to have a larger
intraluminal thrombus, it is probable that larger FD-treated
aneurysms have higher levels of MMP expression. Based on our
current findings, we believe that the ongoing focus on MMP9
may provide important insights into FD-related complications.

The trend toward decreased active-MMP9 with concomitant
coiling compared with the other FD groups is very important.
Indeed, despite previous recommendations for concomitant
coiling in aneurysms larger than 15 mm,* ¢ "' 3% 31 no study has
described its effect on MMP levels. Our study shows that the
effect of concomitant coiling is not only related to a mechanical
effect of the coils to protect the aneurysms dome but, at least in

Table 2 Post-hoc pairwise group comparison p values for
pro-MMP9 using Dunn’s method with Bonferroni correction

Boxplot of matrix metalloproteinase (MMP) expression by aneurysm treatment. The individual data points for each treatment are also

part, is related to a biological effect on MMP expression. It sug-
gests that concomitant coiling may reduce the level of
active-MMP9 expression in the FD-treated aneurysms by block-
ing the activation of pro-MMP9 in its active form with accumu-
lation of its inactive proform, which could be a potential
solution to prevent delayed aneurysm rupture after FD.

Anti-inflammatory and immunosuppressive drugs such as
ciclosporin A have proved to be beneficial on MMP levels in
abdominal aneurysms.>® ° °! However, in our study, the expres-
sion levels of MMP2 and MMP?9 in the group treated with FD
+ ciclosporin were comparable to those in aneurysms treated
with FD alone, with higher levels of active-MMP9. While it was
hoped that ciclosporin could be used to control MMP levels, it
does not appear to have an effect on either MMP9 or MMP2.
Further research is needed to explore the effect of other anti-
inflammatory medications on MMP expression. Additionally,
the role of pro-inflammatory mediators in aneurysm progression
and rupture versus healing after treatment remains to be eluci-
dated. Previous studies have demonstrated that MMPs and
monocyte chemoattractant protein (MCP)-1 play key roles in
formation and rupture, with MCP-1 promoting MMP9, but
post-treatment expression also increases possibly due to aneur-
ysm healing.?® 5% 3

Study limitations
Our study has several limitations. We used the rabbit elastase

A= Gl AD el A= Gl T model which has histological, morphological, biological, and

FD alone 0141 _ _ hemodynamic similarities to humans and is stable in time with
FD + ciclosporin 0.414 1.00 _ no spontaneous thrombosis.”* However, this model is neither a
Untreated aneurysm 0.012 0.783 0561 model of spontaneous rupture nor a model of delayed aneurysm
F rupture after FD, and some biological aspects may differ when

' considering rupture-prone aneurysms. To explore these
Thielen E, et al. J Neurolntervent Surg 2016;0:1-5. doi:10.1136/neurintsurg-2015-012207 3
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c. Branches couvertes et risque d’occlusion

Les flow-diverters sont définis par leur porosité (proportion de surface de stent non
couverte) qui est le facteur le plus important dans la réduction du flux intra-anévrysmal**>. En
fonction de la conformation du stent et de son déploiement dans un segment artériel droit ou
au contraire dans une courbure, la compaction des mailles et ainsi la porosité du stent varient
de maniére importante ; la porosité optimale étant aux alentours de 60-70%''°. En effet, la
compaction des mailles dans la partie interne de la courbure d’un vaisseau induit une
augmentation de la couverture métallique et inversement 1’étirement des mailles dans la partie
externe induit une diminution de cette couverture®®. Contrairement a des stents couverts qui
ne permettraient pas au flux de passer dans les branches artérielles couvertes par le stent,
I’intérét des flow-diverters est qu’ils sont censés permettre de garder perméables les artéres
collatérales couvertes par le dispositif'®® ' !>, Cependant, une compaction et une diversion
du flux trop importante et brutale dans des branches artérielles couvertes par le stent risquent

- \ e G amhArms 364, 365
de provoquer I’occlusion des ces artéres et de provoquer des Iésions ischémiques™ ", L

es
modifications de flux dans les branches couvertes par le flow-diverter sont fréquentes et
l'incidence des modifications de flux sur les branches latérales du siphon carotidien pourrait
varier de 1.4% & 45%'°% 200202366368,

De plus, en cas de couverture d’une branche artérielle par le flow-diverter, il est
important de prendre en considération les suppléances artérielles mises en jeu pour compenser
le territoire artériel soumis a la diversion du flux. Ainsi, en cas de suppléance importante par
les collatérales, la diminution du flux dans la branche couverte par le dispositif est trés
importante et survient presque immédiatement apres le déploiement du flow-diverter. Au
contraire, en cas d’absence de circulation collatérale, la couverture de la branche ne provoque
pas de réduction de flux significative car la vascularisation du territoire dépend uniquement
de ’apport par la branche couverte. Ainsi, lorsqu’on s’intéresse a I’endothélialisation du flow-
diverter au niveau de 1’ostium d’une branche couverte, celle-ci sera quasi-totale en cas de
suppléance importante alors qu’elle restera presque nulle en cas d’absence de suppléance par

, 125-127, 196, 197, 364, 369
les collatérales T 2 IR

. Il est donc capital d’analyser les flux collatéraux dans le
territoire de branches couvertes afin d’anticiper les risques d’échec de traitement en cas de
persistance de flux dans le territoire d’une branche artérielle portant I’anévrysme et également

afin de prévenir les risques ischémiques.
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La théorie du gradient de pression permet d’expliquer pourquoi les petites artéres
perforantes restent généralement perméables apres leur couverture par un flow-diverter, alors
que des branches collatérales, méme de gros calibre telles que 1’artére communicante
postérieure ou I’artére ophtalmique ont plus tendance a s’occlure. L’effet aspiratif de
vaisseaux terminaux sans suppléance possible permet que ceux-ci restent perméables alors

125, 128,370

que des vaisseaux avec un flux collatéral vont plus facilement s’occlure . Des études

chez I'animal ont montré que la nécessité de la perfusion tissulaire d’un territoire alimenté par
une branche couverte par un flow-diverter est responsable du maintien de leur perméabilité'®.
Un flux aspiratif avec un gradient de pression suffisant a travers l'ostium d’une branche
couverte permet de maintenir la perméabilit¢ de cette arteére mais avec un risque de
persistance de la perméabilité de 'anévrysme, méme aprés le placement d'un flow-diverter’'".

Eviter I’occlusion de branches couvertes par le flow-diverter est un enjeu capital pour
la sécurité des patients traités par ces dispositifs mais constitue un défi biologique important
étant données les contradictions biologiques entre les volontés simultanées de thrombose du
sac anévrysmal et de perméabilité des branches couvertes.

Nous illustrerons ce phénoméne au travers d’une étude clinique analysant les

risques d’occlusion de I’artére ophtalmique couverte par un stent a diversion de flux.
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» Risques liés a la couverture de I’artére ophtalmique

Les flow-diverters sont couramment utilisés pour la reconstruction endovasculaire
d'une artére pour le traitement d’anévrysmes a collet large, difficiles a traiter avec des coils ou

109, 131, 213, 310, 372, 373 . o
P 2 2R e 2 Les flow-diverters ont pour objectifs  de

par stent-assisted coiling
perturber I'écoulement du flux artériel dans le sac anévrysmal, provoquant sa thrombose et la
cicatrisation du collet par une prolifération néo-intimale et une couverture endothéliale, tout
en maintenant un flux sanguin normal dans le vaisseau porteur et dans les vaisseaux couverts
par le dispositif! 12 184 213.310.373:377

Une interrogation concernant le traitement des anévrysmes intracraniens par flow-
diverter est la perméabilité des arteres perforantes et des branches collatérales couvertes par le
dispositif'”. Les flow-diverters sont congus pour assurer une couverture suffisante au collet
de l'anévrysme pour isoler la 1ésion de la circulation, mais étre suffisamment poreuse pour
préserver la perméabilité, au travers des mailles du dispositif, des vaisseaux collatéraux
couverts par le flow-diverter'".

Le flux dans les branches couvertes est régi par des régimes de flux et de pression
différents de ceux dans 1’anévrysme. En effet, comme nous 1’avons vu dans 1’introduction de
ce travail, le flux intra-anévrysmal est un flux turbulent, vortexiel, avec des phénomeénes

, , , 33, 34, 192
d’entrées et de ré-entrées du flux™™ ™"

alors que le flux dans les branches artérielles
couvertes est un flux laminaire provoquant un effet aspiratif'”. Ceci a été étudié par
histologie suite au déploiement de flow-diverters dans des aortes de lapins, démontrant des
défects d’endothélialisation du dispositif, de forme circulaire, en regard des ostia des arteres
lombaires couvertes par le flow-diverter'.

Ce gradient de pression, permettant aux artéres couvertes de rester perméables, peut
toutefois étre moins important dans des vaisseaux présentant une importante collatéralité''”.
C’est notamment le cas en cas de flow-diverter déployé en regard d’une artére ophtalmique.
En effet, ’artére ophtalmique possede un réseau de suppléance par la carotide externe qui
constitue un réseau de collatéralité permettant une reprise en charge par voie rétrograde''% ™.
Ce flux rétrograde compétitif peut entrainer un écoulement lent ou une occlusion proximale
de l'artére ophtalmique en raison de son apport rétrograde provenant de la circulation de

. . 112
I'artére carotide externe ~.

Une précédente étude avait évalué par angiographie les
modification du flux dans I’artére ophtalmique immédiatement apres le placement d’un flow-
diverter en regard de 1’artére ophtalmique pour le traitement de 20 anévrysmes' . Cette étude

avait observé 21% d’occlusion compléte de l'artere ophtalmique et 11% de ralentissement du
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flux de I’artére ophtalmique. Dans cette petite série rétrospective, aucun symptome visuel
n'avait été observé malgré les modification du flux dans l'artére ophtalmique, mais seulement
cing patients avaient bénéficié d’un examen ophtalmologique spécialis¢'®. Puisque les
amputations du champ visuel dues a de petites Iésions ischémiques sont souvent
asymptomatiques, elles sont facilement sous-diagnostiquées. Afin d'identifier méme de
petits déficits, il apparait donc obligatoire d'explorer les troubles ophtalmologiques avec
un examen complet systématique.

Dans cette étude, nous avons analysé les conséquences ophtalmiques dues a la
couverture de l'artére ophtalmique par l'implantation d’un flow-diverter pour le
traitement d’anévrysmes de la terminaison carotidienne. Cette analyse s’est intéressée a

I’origine anatomique de l'artére ophtalmique par rapport a I'anévrysme cible.

Article 4 : Rouchaud A, Leclerc O, Benayoun Y, Saleme S, Camillieri Y,
Boncceur MP, Robert PY, Mounayer C. Visual Outcomes With Flow-
diverter Stents Covering Ophthalmic Artery for Treatment of Internal
Carotid Aneurysms. AJNR Am J Neuroradiol. 2015 Feb;36(2):330-6.""*

Les parties Méthodes et Résultats sont présentées dans le PDF de [’article.

Ces résultats confirment les bons résultats des flow-diverters pour le traitement des
anévrysmes du siphon carotidien avec 78,6% d’occlusion compléte a 6 mois de suivi et
aucune complication clinique symptomatique. Cependant, les risques liés a 1’utilisation des
flow-diverters sont encore mal estimés et il semble important de les détecter afin de
comprendre leurs mécanismes et les prévenir.

Nos résultats montrent que la couverture de l'artére ophtalmique n'est pas un
traitement inoffensif puisque 17,9% des patients présentaient des complications ophtalmiques
permanentes. Ces complications peuvent étre légeres ou séveres, mais certaines ne sont
détectées qu'avec un examen ophtalmique complet et étendu, qui n'a pas été réalisé dans la
plupart des études antérieures.

Puffer et al'®

avaient rapporté que la couverture de l'artere ophtalmique par un flow-
diverter était cliniquement bien tolérée, aucun patient n'ayant présenté de déficit visuel, méme
si 25% des arteres ophtalmiques couvertes par un flow-diverter avaient subi une occlusion au
cours du suivi. Certains patients peuvent ne pas avoir de symptomes cliniques en raison d’une

amputation asymptomatique du champ de vision, ce qui souligne l'importance des examens
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ophtalmologiques poussés pour détecter 1'ischémie rétinienne ou des déficits mineurs.

Le flux artériel de l'artére ophtalmique - analysé en artériographie - peut ne pas étre le
seul indicateur de complications ophtalmiques aprés la couverture de l'artére ophtalmique,
d'autant que I’occlusion artérielle ophtalmique tardive asymptomatique peut étre due a la mise
en jeu d'un important réseau collatéral'®>*”. Ce mécanisme est confirmé par plusieurs études

animales' ' 3%

, suggérant qu'en cas de flux laminaire et aspiratif, en raison d'un gradient de
pression ¢levé dans la branche artérielle couverte, celle-ci reste perméable. Au contraire, si le
gradient de pression est faible, comme cela se produit avec l'artere ophtalmique ou un réseau
collatéral important est mis en jeu, la diversion du flux peut étre augmentée, provoquant une
occlusion de la branche couverte. Ce phénomeéne aspiratif au niveau des branches couvertes,
expliquant la perméabilité des artéres couvertes par un flow-diverter, a été démontré dans un
modele de lapin avec couverture des artéres lombaires, qui a rapporté une excellente
perméabilité des petites artéres couvertes par le dispositif''°. Cette hypothése a été confirmée
dans la pratique clinique, avec une perméabilité maintenue des artéres couvertes alors que les
poches anévrysmales, sans voie de drainage possible, subissent une thrombose due a la

112,380

stagnation sanguine . Il est probable cependant que ce mécanisme ne soit pas exactement

applicable a toutes les configurations anatomiques; Nous avons donc classé¢ les anévrysmes en

quatre groupes selon la classification OA* (Ophthalmic Aneurysm Anatomy) (Figure 12).

Prry

Figure 12 : Classification selon I'origine anatomique de 1'artére ophtalmique couverte. A, type A: artere
ophtalmique provenant du sac anévrysmal. B, type B: artére ophtalmique provenant du collet de l'anévrysme. C,
type C: artére ophtalmique provenant de la courbure interne du siphon carotidien. D, type D: artére ophtalmique

non impliquée dans 'anévrysme, mais recouverte par le flow-diverter.
Image issue de Rouchaud et al."™*

En cas d'anévrysme ophtalmique avec l'artére ophtalmique naissant du fond du sac
anévrysmal (Type A), 1'écoulement dans l'artére ophtalmique est turbulent apres avoir traversé

I'anévrysme plutot qu'un flux laminaire rapide. Ainsi, aprés le placement d'un flow-diverter en
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regard du collet de l'anévrysme, 1'écoulement turbulent dans 1'anévrysme est modifié et peut
induire une thrombose partielle du sac anévrysmal. De plus, dans cette configuration, le canal
d'écoulement que constitue l'artére ophtalmique peut causer un risque d’emboles rétiniens.
Malgré le petit nombre de patients présentant des anévrysmes de type A dans notre étude (n =
5), nous avons observé des emboles avec des ischémies rétiniennes dans 80% de ces cas. De
plus dans la configuration d’une artére naissant du dome du sac anévrysmal, il existe un
important risque d’échec du traitement car le sac anévrysmal va rester perméable afin de
maintenir le flux alimentant I’artére ophtalmique (Figure 13). Ces observations ont depuis été
confirmées par une autre étude publiée par Griessenauer et al. dans laquelle les auteurs
rapportent que les patients présentant une anatomie de type A avec l’artére ophtalmique
naissant du dome de I’anévrysme, ont plus de risque d’échec du traitement avec 50 % de non-

. . X . 381
exclusion de I’anévrysme a 6 mois

. De plus, ils ont confirmé que ces patients avaient plus
de risque de complications thrombo-emboliques avec 14.3 % de symptomes visuels™'. De la
méme facon, en cas d’anévrysme communicant postérieur et couverture de 1’artére
communicante postérieure avec une anatomie de type feetal (absence de segment Pl

homolatéral), il existe un important risque d’échec du traitement'”’.

Figure 13 : Cas illustratif du traitement d’un anévrysme ophtalmique avec anatomie de type A.
A, Acquisitions angiographiques de la carotide interne gauche: a, b, Les angiographies 3D montrent 2
anévrysmes dont un anévrysme ophtalmique avec I’artére ophtalmique naissant du dome anévrysmal (Anatomie

type A); e, 3 mois aprés mise en place du flow-diverter, persistance d’un reliquat anévrysmal (fleche bleue) avec
perméabilité de I’artére ophtalmique. B, Fond d’ceil gauche montrant un embole rétinien.
Figure issue de Rouchaud et al'*.

Un autre résultat de notre étude est que les patients avec I’artere ophtalmique naissant

de la courbe interne du siphon carotidien (Type C) ont un taux élevé de complications
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ophtalmologique. Cette configuration ne représentait que 14,3% des patients de notre série,
mais 75% d'entre eux ont présenté des complications ophtalmologiques. Trois-quarts des
patients de type C ont présenté une atrophie du nerf optique. L'hypothése expliquant
I’atrophie du nerf optique est une ischémie due a une réduction sévere et rapide du flux
sanguin dans l'artére ophtalmique. Cela pourrait étre expliqué par la tortuosité du siphon
carotidien et la conception tressée des flow-diverters. Dans la partie interne d'une courbe, la
densité¢ de mailles du dispositif est plus élevée que dans la courbe externe en raison d'un

362, 382-384

compaction plus importante du flow-diverter . L'espace entre les cellules du flow-

diverter est par conséquent réduit en regard de 1'origine de I'artére ophtalmique, ce qui conduit

382, 383 -
>, La persistance d'un effet

a une diminution importante et brutale du flux dans le vaisseau
aspiratif de I’artéere ophtalmique peut permettre de maintenir la perméabilité de l'artére
ophtalmique, mais induit brutalement un bas débit avec un défaut de perfusion. Si l'afflux
antérograde par l'artére ophtalmique diminue, son territoire est pris en charge par les
collatérales venant de la carotide externe qui se développent avec le temps. En cas de
diminution aigué€ de la perfusion, et avant toute reprise en charge par les branches collatérales
du systéme carotidien externe, certains territoires vascularisés par de trés petites branches
peuvent subir une ischémie brutale par hypoperfusion. Ceci peut se produire pour la perfusion
de la téte du nerf optique, qui est assurée par des arteres perforantes issues des arteres ciliaires
courtes postérieures et constituant le cercle artériel de Zinn-Haller®>*’. Ces territoires
peuvent étre 1ésés notamment dans des situations de bas débit apres arrét cardio-respiratoire
ressuscité ou chirurgie et provoquer une ischémie de la téte du nerf optique. Ce mécanisme de
bas débit aigu dans l'artére ophtalmique apres le déploiement d’un flow-diverter avec une
densité de mailles €levée en regard de I’artére ophtalmique pourrait expliquer l'ischémie du
nerf optique malgré 1'angiographie normale. La configuration anatomique de type C doit étre
une préoccupation avant l'implantation d’un flow-diverter et il apparait obligatoire d'adapter
strictement le diamétre du flow-diverter a celui de l'artére carotide et de choisir un flow-
diverter de plus grand diametre pour éviter une compaction excessive dans la courbe

intérieure.

Conclusion

Cette étude prospective montre que la couverture de l'artere ophtalmique par un flow-
diverter n'est pas anodine. Les complications ophtalmiques ne sont pas rares, mais sont
habituellement sous-diagnostiquées. La disposition anatomique de l'artére ophtalmique doit

étre clairement analysée car certaines configurations particuliéres peuvent exposer les patients
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a un risque plus ¢élevé. Lorsqu'il n'est pas nécessaire, il convient d’éviter de recouvrir l'artére

ophtalmique avec un flow-diverter.
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Visual Outcomes with Flow-Diverter Stents Covering the
Ophthalmic Artery for Treatment of Internal Carotid
Artery Aneurysms

A. Rouchaud, O. Leclerc, Y. Benayoun, S. Saleme, Y. Camilleri, F. D’Argento, M.-P. Boncoeur, P.-Y. Robert, and C. Mounayer

bk |

ABSTRACT

BACKGROUND AND PURPOSE: Flow-diverting stents can be used to treat intracranial aneurysms that are not amenable to treatment
with coils. We analyzed ophthalmic consequences due to coverage of the origin of the ophthalmic artery by flow-diverting stents for the
treatment of internal carotid artery aneurysms.

MATERIALS AND METHODS: From April 2009 to April 2013, the clinical and angiographic outcomes of all 28 patients treated for
aneurysms with flow-diverting stents covering the origin of the ophthalmic artery were prospectively collected. The origin of the
ophthalmic artery in relation to the target aneurysm was classified by using a 4-type classification. A complete ophthalmic examination was
performed by a single ophthalmologist 48 hours before and 1 week after covering the ophthalmic artery.

RESULTS: Ophthalmic artery patency was normal at the end of endovascular treatment in 24/28 cases (85.7%). With extensive ophthalmic
examinations, 11 patients (39.3%) showed new ophthalmic complications. Patients with the ophthalmic artery originating from the aneu-
rysm sac were at high risk for retinal emboli (4/5, 80%). Patients with the ophthalmic artery originating from the inner curve of the carotid
siphon were at high risk for optic nerve ischemic atrophy (3/4, 75%).

CONCLUSIONS: This prospective study shows that covering the ophthalmic artery with a flow-diverting stent is not without potential
complications. Ophthalmic complications can occur but are often not diagnosed. The anatomic disposition of the ophthalmic artery in
relation to the carotid siphon and aneurysm should be clearly understood because some configurations have a higher risk. When not

required, covering of the ophthalmic artery by flow-diverting stents should be avoided.

ABBREVIATIONS: FDS = flow-diverting stent; OA> = ophthalmic artery aneurysm; PED = Pipeline Embolization Device

low-diverting stents (FDSs) are commonly used for the endo-

vascular reconstruction of a segmentally diseased parent vessel
and treatment of large-neck intracranial aneurysms, which can be
difficult to reconstruct with coils, even when used with large-cell
stents.'® FDSs aim to maintain normal blood flow through parent
and branch vessels while disrupting flow into the aneurysm, causing
thrombosis, and eventually sealing the aneurysm ostium through
neointimal proliferation across the device struts.® Good angio-
graphic and clinical results have been achieved in small series.* ">

One issue concerning intracranial aneurysm treatment by an
FDS is the patency of the perforating arteries and side branches
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covered by the device.'? FDSs are designed to provide sufficient
coverage across the aneurysm neck to exclude the lesion from
circulation but to be porous enough to preserve the patency of any
branch vessels covered by the construct through the interstices
between the device strands.'” The flow into the regional perfora-
tors and branch arteries is governed by different factors from
those that drive flow into an aneurysm, and the patency of the
perforators is maintained by a suction effect due to lower pressure
in those branches.'* This has been studied with histologic evalu-
ation of the Pipeline Embolization Device (PED; Covidien, Irvine,
California) in rabbit aorta, demonstrating rounded funnel-like
defects into the homogeneous sheet of neoendothelium on the
FDS in regard to the orifices of the regional branches."”

This pressure gradient may, however, be less important in ves-
sels that have robust competitive collateral flow."” This is most
frequently seen when constructs are built over the ophthalmic
artery, which occasionally becomes occluded when covered by
multiple devices.® In these situations, competitive collateral flow
from the external carotid artery may create a “flow equalization
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The number of PEDs to be deployed
was decided on the basis of flow reduction
observed during the procedure or of ana-
tomic circumstances. Additional coiling
was performed in large aneurysms with a
maximum diameter of >12 mm, by using
the jailed microcatheter technique.

FIG 1. Classification according to the anatomy of the origin of the covered ophthalmic artery:
the ophthalmic artery aneurysm classification. A, Type A: ophthalmic artery originating from the
aneurysm sac. B, Type B: ophthalmic artery originating from the neck of the aneurysm. C, Type C:
ophthalmic artery originating in the inner curve of the carotid siphon. D, Type D: ophthalmic
artery not involved in the aneurysm but covered by the Pipeline Embolization Device.

point,” resulting in slow flow or proximal occlusion of the oph-
thalmic artery because of its retrograde supply from the external
carotid artery circulation.'>'® Recently, a study evaluated the pa-
tency rate of the ophthalmic artery with standard digital subtrac-
tion angiography and any change in angiographic flow in the
artery immediately after FDS placement across the arterial inlet
for the treatment of 20 proximal ICA aneurysms.'” This study
assessed 21% of ophthalmic artery occlusions and 11% of oph-
thalmic arteries with slow antegrade flow. In this small, retrospec-
tive series, no visual worsening was observed in case of flow
change in the ophthalmic artery, but only 5 patients had a detailed
ophthalmic examination.'” Because small visual field amputations
due to ischemic lesions can be easily underdiagnosed and they are
often asymptomatic, it appears mandatory to explore ophthalmic
disorders with a complete examination to identify even small deficits.

In this study, we analyzed ophthalmic consequences due to cov-
erage of the ophthalmic artery by the implantation of an FDS cover-
ing the origin of the ophthalmic artery for the treatment of terminal
ICA aneurysms. This analysis focuses on the anatomy of the origin of
the ophthalmic artery in relation to the target aneurysm.

MATERIALS AND METHODS

Patients

From April 2009 to April 2013, the clinical and angiographic out-
comes of all patients treated at our institution for aneurysms with
PEDs covering the origin of the ophthalmic artery were collected
prospectively. Our institutional ethics committee approved the
study. Written informed consent was obtained from each patient.

Procedures

All procedures were performed by an experienced neuroradiolo-
gist with the patient under general anesthesia, by using a triaxial
approach. Accurate measurement of the parent artery was per-
formed on 3D images, acquired with rotational angiography, with
a dedicated workstation (XtraVision; Philips Healthcare, Best, the
Netherlands) for vessel analysis before each procedure. The PEDs
(Covidien) were deployed in the desired position to have a perfect
wall apposition. Angiographic images were acquired in antero-
posterior, lateral, and working projections before and immedi-
ately after treatment. To assess the wall positioning of the device,
we performed a vaso-CT acquisition (Allura Xper FD20; Philips
Healthcare) just after the deployment.'® In case of malposition-
ing, balloon remodeling was performed inside the device or a
second overlaid PED was implanted.

Periprocedural Medication

All patients were given dual antiplatelet
therapy for 7 days before to 3 months
after the intervention (clopidogrel, 75
mg; aspirin, 160 mg daily). Adequate
platelet inhibition was verified the day
before treatment with the VerifyNow P2Y12 assay (Accumetrics,
San Diego, California).

If there was resistance, the doses were increased.

During catheterization and PED placement, anticoagulation
with heparin kept the activated clotting time at 2-3 times the
normal value. In addition, 250 mg of aspirin was given intrave-
nously just before PED deployment.

Imaging

MR imaging was performed to assess optic nerve compression
and cerebral ischemic complications with a 3T system before and
1 day and 3 months after the procedure.

Data Collection and Image Analysis

Patient age, sex, aneurysm location and type (saccular or fusi-
form), the presence of previous treatment, size, rupture status at
presentation, and compressive symptoms were collected. Proce-
dural details (eg, number and size of implanted PEDs and associ-
ated coiling) were noted.

A single reader evaluated all angiograms. Aneurysm occlusion
was assessed by using the O’Kelly-Marotta grading scale. The pa-
tency of the ophthalmic artery was reported as normal or slowed
anterograde flow, occlusion, or retrograde filling.

Classification according to Anatomy of the Origin of the
Covered Ophthalmic Artery

The origin of the ophthalmic artery correlated to the location of
the aneurysm was assessed by using a 4-type ophthalmic artery
aneurysm (OA?) classification as detailed in Fig 1.

Ophthalmologic Examination

A complete standardized ophthalmologic examination was per-
formed by a single ophthalmologist 48 hours before and 1 week
after covering the ophthalmic artery. At every visit, possible visual
side effects of treatment (decrease of visual acuity, loss of visual
field, diplopia, and ocular pain) were investigated.

A routine logarithm of the minimum angle of resolution best
spectacle-corrected visual acuity assessment was performed, fol-
lowed by a slit-lamp examination of the anterior segment, fluo-
rescein staining, a dilated fundus examination, and applanation
tonometry. The oculocephalic reflex and a Lancaster test searched
the limitation of the extrinsic ocular motility.

Each patient underwent retinal photography and, in case of
any abnormality, retinal fluorescein angiography to study retinal
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Table 1: Demographics and aneurysm/procedure characteristics® RESULTS
Overall Type Patients' ' '
(n=28) A(n=5) B(n=6) C(n=4 D(n=1) Twenty-eight internal carotid artery aneu-
Demographics rysms in 28 patients (median age, 52 years;
Age (yr) 52(19-81)  45(25-73) 54(36-79) 46(38-66) 52(19-81)  32.1% men) were selected for treatment
Men 9(327) 3(60.0) 1(67) 2(50.0) 3(23]) with the FDS covering the origin of the
Aneurysm : :
ophthalmic artery (Table 1). Median an-
Size (mm) 8(3-177)  6(3-M)  7(610) T(I5)  8(4-1) phthain ;Y ( ) o
Fortuitous presentation® 19 (67.9) 4(80.0) 6 (100.0) 0 9(69.2) eurysm size was 8 mm (range, 3-17 mm).
Procedure Presentations were fortuitous in 67.9%,
FDS and coils 7(25.0) 0 1(16.7) 1(25.0) 5(38.5) angiographic recurrence of previously en-
>1FDS 12(42.9) 1(20.0) 2(333) 2(50.0) 7(539) dovascularly treated aneurysms in 17.9%,
Values reported are median (range) or count (percentage). and acute oculomotor nerve palsy due to
® Other cases were recanalization or oculomotor palsy. . .
nerve compression by the aneurysm in
Table 2: Outcomes® 14.2%.
Overall Type Aneurysms were treated with an FDS
(n=28) A(n=5) B(n=6) C(n=4) D(n=13) alone in 75% and with an FDS and coils in
Normal patency of ophthalmic artery® 25% (Table 1). In most cases (57.1%),
Immediately after procedure 24(857) 5(100)  5(83.3) 2(50.0) 12(923) only 1 FDS was implanted, 35.7% had 2,
At3mo 27 (96.4)  5(100) 6 (100) 4(100) 12(92.3) and 7.1% with giant aneurysms had 3
5 A;]t :12 lmo l 27(964) 5(100)  6(100)  4(100)  12(923)  ppgs
phthalmic complications . . .
Retinal emboli 5(7.9) 4(80.0) 0 0 177) Anatomic configuration according to
Optic atrophy 3(107) 0 0 3(75.0) 0 the origin of the covered ophthalmic ar-
New clinical symptoms M(39.3) 4(80.0) 1(167) 3(750)  3(23.) tery was type A in 17.9%, B in 21.4%, Cin
Transient 6(214)  1(200) 1(67) 1(250)  3(23J) 14.3%, and D in 46.4%, with no important
Permanent 5(7.9) 3(60.0) 0 2(500) 0 differences among the 4 groups in terms of
2 Values reported are count (percentage). demographics, aneurysm characteristics,
® Other cases had occlusion or slowed blood flow. . . .
or adjunctive use of coils.
side effects. A Topcon 50 IA camera (Topcon, Tokyo, Japan)  Outcomes

coupled with the IMAGEnet Lite (Topcon) digital imaging sys-
tem was used to acquire the images. Mean retinal thickness in
the central foveal area was measured by using optical coher-
ence tomography (Stratus OCT, Version 4.0.1; Carl Zeiss Med-
itec, Dublin, California). To study the retinal nerve fiber layer,
we scanned the optical discs of each patient by optical coher-
ence tomography. For visual field assessment, the 24-2 central
field SITA Fast program of the Humphrey 750 (Carl Zeiss Med-
itec) was performed.

Clinical Events

Any clinical events appearing in the postoperative course were
noted. A neurologic assessment was performed before the treat-
ment, at discharge, and at follow-up.

Angiographic Follow-Up

Angiographic images obtained immediately after endovascular
treatment were compared with those obtained at each follow-up
examination. Our standard angiographic follow-up protocol con-
sisted of angiography 3—6 months after endovascular treatment
and then 1 year later, by using standard projections and the work-
ing projection for PED placement.

Data Analysis

Continuous variables are expressed as median (range), and qualita-
tive variables, as count (percentage). Baseline characteristics and out-
comes are described according to the OA? classification without sta-
tistical comparisons regarding the study sample size. Data were
analyzed with SAS, Version 9.3 (SAS Institute, Cary, North
Carolina).
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During endovascular treatment, 1 parenchymal embolism occurred
in the territory of the right middle cerebral artery, which was treated
with intra-arterial abciximab without any clinical symptoms at pa-
tient wake-up, as previously reported."”

Follow-up MR imaging, performed in all patients, showed 1
case of territorial parenchymal ischemia in the right frontal
area without clinical symptoms and no case of hemorrhagic
complications. There were no cases of oculomotor nerve com-
pression due to aneurysm thrombosis, and no patients had
optic nerve compression or enlargement of the aneurysm after
FDS implantation.

At follow-up, there was a global aneurysm complete occlusion
rate of 78.6% at 6 months, with no difference according to the
OA? classification. No cases of stent thrombosis were observed,
and there was no intrastent intimal hyperplasia on DSA. No pa-
tients were lost to follow-up.

Ophthalmic artery patency was normal at the end of endovas-
cular treatment in 85.7% of patients (Table 2). We observed 1 case
of ophthalmic artery occlusion in a type B anatomy just after
implantation of 2 FDSs with no ophthalmic symptoms despite an
exhaustive examination and with a normal antegrade flow at
3-month and 1-year follow-ups. We observed 3 cases of ophthal-
mic artery flow slowing just after FDS implantation. At 3-month
and 1-year follow-ups, all except 1 case had a normal antegrade
flow in the covered ophthalmic artery. The only case that was not
angiographically normal was a stenosis at the origin of a type D
ophthalmic artery.

With an extensive ophthalmic examination, 11 patients
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FIG 2. Illustrative case for type A. A, Left internal carotid artery angiograms: a and b, 3D angiograms with 2 carotid ophthalmic aneurysms with
the ophthalmic artery originating from the aneurysm. c—e, Angiogram 3 months after flow-diverting stent implantation showing patency of the
ophthalmic artery with a remnant of the upper aneurysm (arrow in e). B, Left eye funduscopic examination showing hyperattenuated embolic
material in a retinal artery of the inferior retina (arrow). C, Explicative schema: a, The flow in the ophthalmic artery is turbulent due to the
aneurysm. b, After placement of an FDS across the aneurysm neck, the turbulent flow is modified and may induce partial thrombosis of the
aneurysm. ¢, The outflow channel that constitutes the ophthalmic artery may be the route for ophthalmic thromboemboli and subsequent
retinal infarcts.

(39.3%) showed new ophthalmic complications: Six had visual
blurring, 4 had visual field defects, and 1 had oculomotor palsy.
New clinical complications were transient or asymptomatic in 6
(2 cases of visual field amputations were asymptomatic but were
observed on visual field examinations). We observed 5 (17.9%)
retinal emboli, all but 1 in type A anatomy, and 3 optic nerve
atrophies in a type C anatomy (Table 2).

DISCUSSION
FDSs offer new opportunities for the treatment of aneurysms,
extending the field of aneurysms eligible for endovascular ap-
proach and increasing long-term occlusion rates."*'>*° They are
considered effective and safe, especially before the level of the
circle of Willis. Our findings support this finding because we ob-
served only 1 case of parenchymal ischemic complication, no clin-
ical symptoms, and 78.6% achieving complete occlusion at
6-month follow-up. However, the complications of FDSs are not
well-known, and it seems important to detect them to understand
their mechanisms and prevent them.

Our results show that coverage of the ophthalmic artery is not
a harmless treatment because 17.9% of patients had permanent
ophthalmic complications. These complications can be mild or
severe, but some are only detected with a complete and extensive

ophthalmic examination, which was not performed in most pre-
vious studies.

Puffer et al'” reported that FDSs over the ophthalmic artery
were clinically well-tolerated, because no patient experienced vi-
sual loss, even though 25% of the ophthalmic arteries covered
with an FDS underwent ophthalmic artery occlusion with time.
Some patients may have no clinical symptoms because of asymp-
tomatic loss of the FOV, which highlights the importance of ex-
tensive ophthalmic examinations to detect retinal ischemia or
subtle deficits.

The arterial flow of the ophthalmic artery, analyzed with DSA,
may not be the only predictor of ophthalmic complications after
coverage of the ophthalmic artery, especially because asymptom-
atic delayed ophthalmic artery thrombosis may be due to the de-
velopment of an important collateral network.'”?" This mecha-
nism is supported by several animal studies,®** suggesting that in
cases of laminar flow with aspiration effect, due to a high pressure
gradient in the covered side branch, the ophthalmic artery re-
mains patent, but if the pressure gradient is low, as happens with
the ophthalmic artery where an important collateral network de-
velops, flow diversion may be increased and can result in side
branch thrombosis. The aspirative flow mechanism to explain the
patency of covered arteries has been described in a rabbit model
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FIG 3. lIllustrative case of type C. A, Right internal carotid artery 3D angiogram showing a carotid ophthalmic aneurysm with the ophthalmic
artery originating from the inner curve of the ICA. B, Three-month ophthalmic examination: g, Right eye fluorescein retinal angiography showing
an arterial flow defect in the upper part of the retina (arrow). b and c, Visual field assessment showing a large central scotoma in the right eye.
d and e, Mean retinal thickness in the central foveal area, measured by using optical coherence tomography, proved right optic nerve atrophy

(right eye, 55.03 wm; left eye, 100.65 wm).

with coverage of the lumbar arteries; the authors reported excel-
lent patency of small branch arteries covered by the device.'” This
hypothesis, which has been confirmed in clinical practice, is that
continued flow in these arteries permits ongoing patency, whereas
aneurysm cavities, which lack an outflow channel, undergo
thrombosis due to blood stagnation.®?* It may be that this mech-
anism is not exactly applicable to all anatomic configurations; we
therefore classified aneurysms into 4 groups according to the OA*
classification (Fig 1).

In the case of an aneurysm at the origin of the covered side
branches with the ophthalmic artery originating from the aneu-
rysm sac (Fig 1A), the ophthalmic artery has turbulent flow after
crossing the aneurysm rather than a rapid laminar flow. Thus,
after placement of an FDS across the aneurysm neck, the turbu-
lent flow in the aneurysm is modified and may induce partial
thrombosis. Furthermore, the outflow channel that constitutes
the ophthalmic artery may be the route for ophthalmic thrombo-
emboli and subsequent retinal infarcts. Despite the small number
of patients with type A aneurysms in our study (n = 5), we ob-
served small retinal emboli in 80.0% of these cases. The hypo-
thetic mechanism for this is illustrated in Fig 2. It may be that for
these particular cases of a branched artery originating from the
aneurysm sac, it would be necessary to restore a laminar flow in
the branch with coiling before implantation of the FDS, but this
strategy should be tested in animal models or with fluid compu-
tational analysis.

334 Rouchaud ~ Feb 2015  www.ajnr.org

Another observation of this study is that patients with an oph-
thalmic artery originating in the inner curve of the carotid siphon
(Fig 1C) have high rates of complications. This configuration only
accounted for 14.3% of patients in our series, but 75.0% of them
had new ophthalmic complications. Three of the 4 patients with
type C anatomy presented with optic nerve atrophy, as described
in Fig 3. The hypothesis to explain optic nerve atrophy is ischemia
due to a drastic and rapid reduction of the blood flow in the
ophthalmicartery. This could be explained by the tortuosity of the
carotid siphon and the braided design of the FDS. In the inner part
of a curve, the mesh attenuation of the device is higher than that in
the outer curve because of tighter packing of the FDS.*>** The
free-cell space is consequently reduced across the origin of the
ophthalmic artery, which leads to a rapid decrease of the inflow of
the vessel.?>** The persistency of an aspirative effect may allow
patency of the ophthalmic artery, but it induces a defect of perfu-
sion. If antegrade inflow by the ophthalmic artery decreases, its
territory is taken over by the collaterals from the external carotid
artery with a competitive flow through anastomosis, but this net-
work develops with time.

In case of acute low perfusion and before any supply by collat-
eral branches from the external carotid system, some territories
vascularized by very tiny branches can be hypoperfused. This hy-
poperfusion might occur for the optic nerve head perfusion,
which is ensured by perforators from short posterior ciliary arter-
ies constituting the Zinn-Haller arterial ring.”>” These territo-
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ries can be injured in case of low flow after resuscitation or surgery
and can cause optic nerve ischemia.”®* This mechanism of acute
low flow in the ophthalmic artery after implantation of an FDS
with high mesh attenuation over the ophthalmic artery might
explain optic nerve ischemia despite normal angiography find-
ings. A type C aneurysm must be a concern before FDS implan-
tation, and it appears mandatory to strictly adapt the FDS diam-
eter to that of the carotid artery and choose an FDS of larger
diameter to avoid excessive packing and reduce mesh attenuation
in the inner curve.

Our study is limited by the small number of patients with each
OA? classification, which lowers its power to identify differences
among each type, and the study sample size is not large enough to
exclude the possibility of confounding factors. However, the data
of this series identify a large tendency for more ophthalmic com-
plications (permanent or definitive) in groups A and C compared
with other anatomy configurations. We did not observe an in-
creased risk of ophthalmic complications related to the number of
overlaid PEDs or in cases of associated coiling (data not shown),
suggesting a real relationship between ophthalmic artery anatomy
and ophthalmologic outcome, which should be confirmed in a
larger population.

Furthermore, this observational study had no control group,
and we did not perform detailed ophthalmic investigations in
carotid-ophthalmic aneurysms treated with other devices or in
the absence of coverage of the ophthalmic artery with the FDS.
Nevertheless, the series of D’Urso et al*° reported only 1 case of
visual impairment in 126 unruptured paraclinoid aneurysms
treated with coiling, suggesting that coiling (with or without as-
sociated stent) does not carry a high risk of ophthalmic compli-
cations and that the observations reported in our series could be
related to coverage of the ophthalmic artery by the FDS.

Finally, the patency and flow velocity in the ophthalmic artery
were estimated with angiography, which is not the most suitable
tool. Further studies should analyze this flow by using Doppler
sonography, before and after FDS placement, to correlate oph-
thalmic complications with subtle ophthalmic artery flow
variations.

CONCLUSIONS

This prospective study shows that covering the ophthalmic artery
with an FDS is not without potential complications. Ophthalmic
complications are not rare but are usually underdiagnosed. The
anatomic disposition of the ophthalmic artery regarding the ca-
rotid siphon and aneurysms should be clearly understood because
some particular configurations may expose patients to a higher
risk. When not required, covering the ophthalmic artery with an
FDS should be avoided.
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3. Perspectives : Revétement biomimétique pour ’optimisation des flow-diverters

Comme nous I’avons précédemment revu, les flow-diverters sont une approche
prometteuse pour le traitement des anévrysmes intracraniens a collet large mais présentent
plusieurs limites. En effet, leur caractére pro-thrombotique inhérent a leur composition

388-390

métallique , expose le patient a des complications thrombo-emboliques et implique

I’administration d’un traitement anti-plaquettaire 391-395

présentant un risque hémorragique.
De plus, nous avons rappelé le risque faible mais non négligeable de rupture retardée de
I’anévrysme aprés mise en place d’un flow-diverter’™, 1ié a une forte activité protéasique du
thrombus intra-anévrysmal. Enfin, il existe certains cas d’inefficacité du traitement par flow-
diverter, en rapport avec un défaut de cicatrisation et d’endothélialisation du stent au collet de
I’anévrysme''™ **. Ces limites sont liées & 1’absence de cicatrisation compléte et au
recouvrement endothélial incomplet du dispositif métallique et de la paroi artérielle ce qui
favorise l'activation et 1'accumulation de leucocytes et de plaquettes dans le segment artériel
traité.

L’ensemble de ces phénomeénes est li¢ au fait que les flow-diverters actuellement
utilisés en pratique clinique sont des dispositifs inertes qui ont ét¢ cong¢us comme une
barriére mécanique pour exclure le sac anévrysmal de I’hémodynamique du vaisseau
porteur plutot que comme support d’une reconstruction biologique de I’artére. Il existe
donc de nombreuses possibilités pour I’optimisation biologique des flow-diverters. Ainsi, le
développement d’un flow-diverter idéal, aurait pour objectifs d’empécher la thrombose et
l'inflammation locale tout en promouvant le recouvrement endothélial pour une intégration
pérenne du dispositif & l'interface sang/vaisseau. Ceci permettrait de surseoir a
I’administration d’anti-aggrégants plaquettaires, de diminuer le risque de rupture retardée et
d’augmenter 1’efficacité du traitement par la cicatrisation du segment artériel pathologique.

Dans cette optique, nous avons récemment débuté un travail pré-clinique évaluant un
revétement biomimétique innovant pour les flow-diverters. Le revétement biomimétique
que nous avons choisi utilise le CD31 comme cible biologique. Le CD31 est un récepteur
homophile de dialogue intercellulaire, fortement exprimé par les cellules endothéliales et est
indispensable pour empécher I'activation des leucocytes et des plaquettes. Cette glycoprotéine
possede un effet attractif sur les cellules endothéliales, et un effet inhibiteur d’activation des

plaquettes et des leucocytes a son contact’”® 3%

. Le but de notre projet est d'évaluer si le
revétement direct des stents avec le P8RI, un peptide biomimétique du CD31 breveté par

I'unité INSERM U1148™® permet d’améliorer les performances des flow-diverters. Un
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revétement des stents par ce peptide permettrait 1) de diminuer I’adhésion des plaquettes a
leur contact et ainsi de diminuer le risque de thrombose du stent; 2) Ce revétement étant
répulsif des polynucléaires, il permettrait d’en diminuer la quantité piégée a I'intérieur de
I’anévrysme et ainsi de diminuer P’activité protéolytique du thrombus intra anévrysmal et le
risque de rupture secondaire. 3) la cicatrisation de I’anévrysme nécessitant I’endothélialisation
du flow diverter, la promotion des cellules endothéliales a leur surface permettrait de recréer
une barriere biologique naturelle entre le sang circulant et le thrombus sacculaire, accélérant
le processus cicatriciel.

Ce projet mené grace a I’obtention d’un financement par 1’Agence Nationale de la
Recherche (Projet IMPLANTS, ANR 14CE170014) est réalisé¢ au sein de I’Unit¢ INSERM
U1148 (Hopital Bichat, Paris) par 1’équipe du Dr Giuseppina CALIGIURI, en collaboration

avec le Service de Neuroradiologie interventionnelle de I’Hopital Bicétre (Le Kremlin Bicétre,
France, Pr Laurent SPELLE, Dr Jildaz CAROFF), le laboratoire Balt Extrusion
(Montmorency, France) et I’Institut de Recherche de Chimie de Paris (UMR8247 Chimie
ParisTech-CNRS).

Les travaux préliminaires ont permis d’optimiser le greffage du peptide P8RI sur le
Sflow-diverter Silk (Balt Extrusion, Montmorency, France), constitu¢ de Nitinol. Le greffage
direct du peptide sur le stent n’étant pas possible, celui-ci a été réalisé grace au coating du
stent par trempage dans un bain de polydopamine™®***. Cette molécule constituée de noyaux
catécholamines permet aux moules de s’accrocher sur n’importe quelle surface et est utilisée
dans diverses applications bio-médicales ou agro-alimentaires (Figure 14). Le résidu amine
(NH; libre) de la dopamine permet ensuite de greffer le peptide P8RI a la surface du stent via
la catécholamine. Les tests in vifro ont montré qu’il était facilement possible de greffer le
peptide sur les flow-diverters, tout en préservant la fonctionnalité du peptide et les propriétés
biomécaniques du stent. De plus, les tests biologiques in vitro ont montré que le greffage de
P8RI a la surface de flow-diverters permet d’améliorer la survie et la croissance des cellules

endothéliales tout en inhibant l'activation leucocytaire et plaquettaire.
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uncoated \ / polydopamine-

object coated object

Figure 14 : Utilisation de la polydopamine pour le greffage du peptide sur la surface des flow-diverters.
A: Photographie des filaments (byssus) permettant I’attache des moules. F: Schéma illustrant le coating de
polydopamine par trempage d’un objet dans une solution de dopamine.

Image modifiée issue de Lee et al.™”

Les tests in vivo en cours sur le modele d’anévrysme chez le lapin, ont pour but
d’évaluer si les flow-diverters Silk avec le peptide P8RI permettent d’accélérer
I’endothélialisation du dispositif, de diminuer ’agrégation plaquettaire et de dépots de fibrine
a leur surface et de diminuer I’activité protéolytique au sein du thrombus intra-anévrysmal.

La bio-fonctionnalisation des surfaces des dispositifs utilisés en neuroradiologie grace
a ce systéme de greffage semble une option prometteuse pour 1’optimisation des résultats du
traitement endovasculaire des anévrysmes intracraniens que ce soit par flow-diverter ou

éventuellement par coils ou flow-diverter intra-sacculaires.
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I11- Les Flow-diverters intra-sacculaires (WEB)

1. Principes et efficacité : Revue de la littérature

Les anévrysmes a collet large peuvent étre traités avec de bons résultats par coiling
avec assistance d’un ballon de remodeling ou d’un stent’> " 1% 453495 Cependant, en raison
de taux d'occlusion sub-optimaux avec des taux de recanalisation élevés, de nouvelles options
prennent une place de plus en plus importante grace au récent développement des flow-
diverters intra-artériels ou plus récemment encore intra-sacculaires.

Le dispositif WEB (Woven Endo Bridge) (Sequent Medical, Aliso Viejo, Californie)
est un dispositif intrasacculaire constitué¢ de fils tressés, concu pour interrompre le flux
sanguin au niveau du collet de I'anévrysme. Ce dispositif est congu pour étre utilisé dans le
traitement d'un large éventail d'anévrysmes incluant les anévrysmes de bifurcation a collet

132,133

large . Plusieurs séries ont démontré que le dispositif WEB est a la fois sir et efficace

. . . L 143-146
dans le traitement des anévrysmes de bifurcation a collet large non rompus ou rompus ’

406, 407

Nous avons récemment publié une revue systématique et une méta-analyse de la
littérature portant sur les résultats du traitement des anévrysmes a collet large avec le
dispositif WEB*®, Cette méta-analyse comptant 543 patients avec 557 anévrysmes traités par
le dispositif WEB a démontré que le traitement des anévrysmes de bifurcation a collet large
peut étre réalisé avec des taux de succes technique élevés et de faibles taux de complications.
Le taux d'occlusion initiale était d'environ 60%, tandis que les taux d'occlusion adéquate lors
du suivi étaient de 80%®. Cette étude n’avait pas mis en évidence de différence substantielle
dans les résultats en fonction de la taille de 1'anévrysme, de la localisation ou du statut rompu
ou non rompu de ’anévrysme. Ces résultats sont importants car ils montrent que le dispositif
WEB est un outil efficace et slir pour le traitement des anévrysmes de bifurcation a collet
large. Dans la littérature, les taux d'exclusion a long terme de I’anévrysme avec le dispositif
WEB sont légerement plus élevés que ceux rapportés pour le traitement par coils des
anévrysmes intracraniens a collet large. En effet, dans les séries évaluant le traitement par
coils des anévrysmes de bifurcation a collet large, les taux d'occlusion a long terme, avec
occlusion compléte ou presque compléte, sont généralement de I'ordre de 70%**”*"'. Dans
cette méme indication, les anévrysmes traités avec un dispositif ont environ 80% d'occlusion
adéquate a long terme*®®.

Cette revue a également démontré que les taux de complications associées au

dispositif WEB étaient relativement faibles avec moins de 3% de morbidité péri-opératoire
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. , 408 1l .
pour le traitement des anévrysmes non rompus . Les taux de morbidité et de mortalité péri-
opératoires pour le traitement par stent-assisted coiling des anévrysmes non rompus sont
ST - ; . 412,413 - .
similaires, variant de 3 a 5% selon les études™ " °. Cependant, ces techniques sont associées

414, 415

a des résultats angiographiques plus médiocres . La morbi-mortalité rapportée avec les

flow-diverters dans les anévrysmes de bifurcation est plus élevée avec des taux variant de 8 a
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2. Corrélation histologique avec I’occlusion angiographique

Comme nous venons de le voir, le dispositif WEB (Sequent Medical, Inc., Aliso
Viejo, CA) est une nouvelle option endovasculaire pour le traitement des anévrysmes

. A : S 134-137
intracraniens de bifurcation a collet large

. Il s’agit d’un implant endosacculaire auto-
expansible, qui se conforme a la paroi de 1'anévrysme et couvre le collet de 1'anévrysme pour
fonctionner essentiellement comme un flow-diverter a l'interface entre le sac anévrysmal et
I’artéere porteuse. De fagon similaire au traitement par flow-diverter, le processus de
cicatrisation par la mise en place du flow-diverter intrasacculaire nécessite un processus
complexe de dépdt de tissu conjonctif suivi d'une endothélialisation de la surface du dispositif
au collet de I’anévrysme.

Les premicres études expérimentales et cliniques avaient démontré que le WEB est a
la fois sir et efficace dans le traitement des anévrysmes intracraniens'?” 40% 134-136 138-142

Comme le mécanisme d'action du dispositif WEB est différent de celui des coils et des
flow-diverters, plusieurs équipes ont développé de nouveaux outils pour évaluer 'occlusion
angiographique et plusieurs échelles de classification ont été proposées'®” 0142 417 14

classification la plus couramment utilisée est 1'échelle WOS, Web Occlusion Scale (Figure

15)'4.

Complete Complete Occlusion Neck Aneurysm
Occlusion with Prox. Recess Remnant Remnant

Complete Occlusion

Adequate Occlusion

Figure 15 : Echelle WOS, Web Occlusion Scale. Occlusion compléte correspond a I’occlusion totale du sac
114

anévrysmal, avec ous sans opacification du récessus proximal ~. Neck remnant, correspond a une opacification
résiduelle au collet de I’anévrysme s’étendant aprés le marqueur du récessus proximal. L’occlusion compléte,
I’occlusion compléte avec opacification du récessus proximal et 1’opacification résiduelle du collet sont

141,418

considérées comme occlusion adéquate . Le reliquat anévrysmal avec opacification de I’anévrysme au-dela

du collet et s’étendant dans le dome anévrysmal ou s’étendant en dehors du dispositif WEB est considéré comme
une occlusion inadéquate.

Cependant, aucune de ces échelles, y compris I’échelle WOS, n’a été validée par des

confrontations a I’histologie. En utilisant une grande série d'anévrysmes induits a
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I'élastase chez des lapins traités avec le dispositif WEB, les objectifs de cette étude
étaient de: 1) comparer les résultats angiographiques mesurés avec I’échelle WOS aux
résultats histologiques et 2) évaluer l'accord interobservateur et intraobservateur de

I’échelle WOS évaluée en angiographie.

Article 5 : Rouchaud A, Brinjikji W, Ding YH, Dai D, Zhu YQ, Cloft HJ,
Kallmes DF, Kadirvel R. Evaluation of the Angiographic Grading Scale in
Aneurysms Treated with the WEB Device in 80 Rabbits: Correlation with
Histologic Evaluation. AJNR Am J Neuroradiol. 2016 Feb;37(2):324-9.*"

Les parties Méthodes et Résultats sont présentées dans le PDF de [’article.

En utilisant I’analyse histologique comme référence, notre étude réalisée sur une série
de 80 anévrysmes expérimentaux chez le lapin démontre que I’échelle angiographique WOS
est sensible, précise et fiable pour 1'évaluation de I'occlusion d'un anévrysme traité avec
le dispositif WEB. De plus, nous avons trouvé des niveaux d'accord inter et intraobservateur
forts pour I'échelle WOS. Ces résultats suggerent que 1'échelle WOS est un outil facilement
reproductible et précis pour I'évaluation de l'occlusion des anévrysmes traités avec le
dispositif WEB.

Ces résultats sont en accord avec I'étude clinique publiée par Fiorella et al."*’ qui avait
rapporté un Kappa a 0,779. Notre étude est la premieére a comparer I'évaluation
angiographique de l'occlusion des anévrysmes apres traitement par le dispositif WEB aux
contrdles histologiques. L'évaluation de 1'occlusion est difficile apres traitement avec le WEB
car l'aspect angiographique différe de celui des anévrysmes traités par coils ou flow-
diverter'®. Afin d'éviter toute protrusion du dispositif dans l'artére porteuse, la surface
proximale du WEB est légérement incurvée en dedans du sac anévrysmal formant ainsi un
récessus concave au niveau de l'interface entre 1’artére porteuse et I’anévrysme. Cette
opacification du récessus pourrait étre confondue avec une opacification résiduelle au collet
de I'anévrysme. L'échelle WOS*®, basée sur I'¢chelle de Raymond modifiée, prend en compte
cette distinction entre I’opacification du récessus proximal et une opacification résiduelle de
I’anévrysme. Dans cette échelle, l'occlusion compléte de I'anévrysme avec ou sans
opacification du récessus proximal est considérée comme une occlusion compléte'*’;
L'occlusion compléte ou une opacification résiduelle au collet sont considérées comme des

. . . . . . 4k 418, 420, 421
résultats angiographiques adéquats conformément aux études précédentes” —~ "~ ", Cette
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¢chelle a été utilisée dans plusieurs études antérieures et est également utilisée dans des essais
cliniques WEBCAST*” (NCT 01778322) et WEB-IT (NCT 02191618) . Aucune autre étude a
grande échelle n'a ¢ét¢é publiée comparant les résultats histologiques aux résultats
angiographiques méme dans des anévrysmes traités par coils ou flow-diverter. Cependant,
plusieurs études ont rapporté que les taux d'accord inter- et intraobservateur pour 1'évaluation

- . o . : fde A 420-424
de l'occlusion des anévrysmes traités par coils ou flow-diverter sont modérés a forts .L

e
degré d'accord observé dans notre étude pour I’échelle WOS est semblable a celui rapporté
dans les études antérieures avec les coils ou les flow-diverters.

Ces résultats sont importants étant donnée la nécessité d’échelles reproductibles et
validées histologiquement pour la standardisation des résultats angiographiques apres

. . 425,426
traitement endovasculaire™ ™ ",

Conclusion

Cette ¢étude confirme la fiabilité de 1'échelle WOS pour I'évaluation en angiographie
des anévrysmes traités par WEB avec un accord inter- et intraobservateur satisfaisant. De
plus, 1'échelle WOS apparait exacte par rapport a ’analyse histologique, ce qui est d'une
grande importance pour justifier son utilisation dans les études cliniques évaluant le dispositif

WEB.
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ORIGINAL RESEARCH
INTERVENTIONAL

Evaluation of the Angiographic Grading Scale in Aneurysms
Treated with the WEB Device in 80 Rabbits:
Correlation with Histologic Evaluation

R. Kadirvel

A. Rouchaud, “*'W. Brinjikji, “Y.-H. Ding, ““’D. Dai, “*'Y.Q. Zhu, ““H,. Cloft, ““D.F. Kallmes, and

ABSTRACT

BACKGROUND AND PURPOSE: The WEB Occlusion Score has been proposed to assess angiographic outcomes for intracranial aneu-
rysms treated with the Woven EndoBridge (WEB) device. Using a large series of experimental aneurysms treated with the WEB, we had the
following objectives: 1) to compare angiographic outcomes as measured by the WEB Occlusion Scale with histologic results, and 2) to assess
interobserver and intraobserver agreement of the WEB Occlusion Scale.

MATERIALS AND METHODS: Intracranial aneurysms were created in 80 rabbits and treated with WEB devices. Animals were sacrificed at
last follow-up for histologic evaluation. DSA was performed just after the deployment of the device and at follow-up. Four investigators
independently and retrospectively graded the DSA twice according to the WEB Occlusion Scale. One histopathologist blinded to the
angiographic results graded the occlusion according to a 4-point scale patterned on the WEB Occlusion Scale. Intra- and interobserver
agreement were evaluated for DSA. Follow-up angiographic grading and histologic reference were compared to determine the WEB
Occlusion Scale accuracy for complete (with or without recess filling) versus incomplete occlusion and adequate (complete occlusion or
neck remnant) versus inadequate occlusion.

RESULTS: Inter- and intraobserver weighted k for the angiographic WEB Occlusion Scale were, respectively, 0.76 and 0.76, indicating
substantial agreement. The sensitivity and specificity of the WEB Occlusion Scale for complete occlusion at follow-up compared with the
histologic reference standard were, respectively, 75% and 83.3%, with an overall accuracy of 80%. Similarly, for adequate occlusion at
follow-up, sensitivity was 97.7%, specificity was 64.9%, and overall accuracy was 82.5%.

CONCLUSIONS: The WEB Occlusion Scale appears to be consistent, reliable, and accurate compared with a histologic reference
standard.

ABBREVIATIONS: WEB = Woven EndoBridge; WOS = WEB Occlusion Scale

he Woven EndoBridge (WEB) device (Sequent Medical, Because the mechanism of action of the device differs from

Aliso Viejo, California) is a new and promising tool in the
treatment of wide-neck and bifurcation intracranial aneu-
rysms.' ™ The endosaccular implant conforms to the aneurysm
wall and spans the aneurysm neck to essentially function as a
flow diverter at the aneurysm neck—parent artery interface.
Initial experimental and clinical studies have demonstrated
that the WEB is both safe and effective in the treatment of

intracranial aneurysms.' ™
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that in flow diverters and endosaccular coils, developing tools
to assess angiographic occlusion has become a recent priority
among many neurointerventionists, and several grading scales
have been proposed.*” ' Perhaps the most commonly used
scale is the WEB Occlusion Scale (WOS).” However, none of
these scales, including the WOS, has previously been validated
with histologic studies, to our knowledge. In a large series of
elastase-induced aneurysms in rabbits treated with the WEB
device, the objectives of this study were the following: 1) to
compare angiographic outcomes as measured by the WOS with
histologic results, and 2) to assess interobserver and intraob-
server agreement of the WOS.

MATERIALS AND METHODS

In Vivo Experiments

The Institutional Animal Care and Use Committee at our Insti-
tution approved the animal procedures. Elastase-induced aneu-
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rysms were created in 80 New Zealand white rabbits. Aneurysm
creation procedures were performed as previously described by
our study group.'' Aneurysms were treated at least 3 weeks after
aneurysm creation.'” No antiplatelet therapy was used before
or after treatment. During the device-deployment procedure,
animals were anesthetized, the right femoral artery was ex-
posed, and a 5F sheath was inserted, followed by injection of
500 U of heparin through the sheath. A 5F guide catheter (En-
voy; Codman & Shurtleff, Raynham, Massachusetts) was ad-
vanced into the aortic arch. Digital subtraction angiography
was performed with contrast injection through the guide cath-
eter. A microcatheter (Renegade Hi-Flo; Boston Scientific,
Natick, Massachusetts) was advanced into the aneurysm lu-
men over a microguidewire (Transend EX; Stryker, Kalama-
200, Michigan) through the guide catheter. The WEB size was
selected according to the aneurysm size. After deployment of
the device, the microcatheter was removed and DSA was per-
formed through the guide catheter at the brachiocephalic
trunk immediately and 5 minutes following device implanta-
tion. Follow-up angiographic evaluation was performed at the
sacrifice end point according to the WEB Occlusion Scale as
described by Fiorella et al.” Animals were sacrificed with a
lethal injection of pentobarbital. Aneurysm and parent artery
tissue were immediately fixed in 10% neutral buffered
formalin.

Angiographic Evaluations

Four investigators independently and retrospectively examined
selected images of the posttreatment and follow-up DSA to grade
the occlusion status according to the WEB Occlusion Scale. These
readings were performed twice by each of the investigators at
2-month intervals to analyze the intraobserver correlation in the
readings. The WEB Occlusion Scale is a 4-point scale using the
following grades: complete aneurysm occlusion, complete occlu-
sion with recess filling, aneurysm neck remnants, and aneurysm
remnants. The investigators also evaluated the modification of the
aneurysm occlusion status between posttreatment and follow-up
DSA as follows: improvement, stable, or recurrence. To compare
follow-up DSA readings and histologic findings, we dichotomized
DSA results as complete occlusion (with or without proximal re-
cess filling) or incomplete occlusion (neck remnant or aneurysm
remnant); similarly, we dichotomized DSA results as adequate
occlusion (complete occlusion or neck remnant) or inadequate
occlusion (aneurysm remnant), according to previous studies.®'”
In case of disagreement among readers, a fifth reader adjudicated
between adequate or inadequate occlusion.

Histopathologic Processing and Analysis

One histopathologist blinded to the angiographic results did the
processing and analysis for healing evaluation. Aneurysm samples
were processed at 1000-um intervals in a coronal orientation,
permitting long-axis sectioning of the aneurysm neck, with use of
an IsoMet Low Speed Saw (Buehler, Lake Bluff, Illinois). After the
device segments were carefully removed under a dissecting micro-
scope, the samples were then re-embedded in paraffin, sectioned
at 5-6 um, and stained with hematoxylin-eosin. The sections

2 Rouchaud @ 2016 www.ajnr.org

were evaluated by using our previously reported evaluation
criteria.'*

The histologic results for each aneurysm were evaluated
according to a 4-point histologic scale, patterned on the angio-
graphic WEB Occlusion Scale with the same items: complete
aneurysm occlusion, complete occlusion with recess filling,
aneurysm neck remnants, and aneurysm remnants.

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed by using the statistical software
package SAS 9.0 (SAS Institute, Cary, North Carolina). Interob-
server and intraobserver agreement was assessed by using the qua-
dratic weighted k statistic. k statistics for interobserver agreement
were calculated between each observer. Mean « values were cal-
culated as well. The ANOVA intraclass correlation between read-
ers was calculated. The sensitivity, specificity, and accuracy of
DSA evaluations at last angiographic follow-up were calculated by
using the histologic findings as a reference standard. These were
calculated on a per-reading basis.

RESULTS

Population

Eighty consecutively treated rabbits were included in this study.
The length of follow-up varied from 30 to 365 days, with a mean
length of follow-up of 101.4 days. Rabbits were sacrificed at day 30
(n=27),day50 (n = 5),day 90 (n = 30), day 180 (n = 12), or day
365 (n = 6). A Single-Layer WEB was used in 55% of cases (n =
44), and a Dual-Layer WEB was used in 45% of cases (n = 36).

Angiographic Results

Eight readings were performed for each of the 80 posttreatment and
80 follow-up DSAs (4 readers doing the same reading twice at
2-month intervals). Immediate posttreatment DSA showed 8.3%
complete occlusion (1 = 53/640 readings), 3.8% (n = 24) complete
occlusion with recess filling, 12.7% (n = 81) neck remnants, and
75.3% (n = 482) aneurysm remnants. At last follow-up DSA, we
observed 24.6% complete occlusion (n = 157/639 readings), 21.6%
(n = 138) complete occlusion with recess filling, 30.8% (n = 197)
neck remnants, and 23.0% (1 = 147) aneurysm remnants.

The interobserver weighted « coefficient for agreement of the
occlusion grade according to the angiographic WEB occlusion
scale was 0.76 (95% CI, 0.76—0.82), indicating substantial agree-
ment among readers (range, 0.68—0.81). The intraobserver k for
the 2 sequential readings of the angiographic results was also sub-
stantial at 0.76 (95% CI, 0.72-0.81), ranging from 0.58 to 0.85.
The ANOVA intraclass correlation among readers was 0.86 (95%
CI, 0.81-0.90) for the first reading and 0.82 (95% CI, 0.76—0.87)
for the second reading. The overall intraclass correlation score for
both readings was 0.84 (95% CI, 0.79—0.88). Inter- and intraob-
server agreement is presented in On-line Tables 1 and 2.

Variation of the aneurysm occlusion status between posttreat-
ment and follow-up DSA showed 73.3% (n = 469/640) improve-
ment, 16.6% (n = 106) stable occlusion, and 10.1% (n = 65)
increase of opacification of the aneurysms compared with post-
treatment DSA. The intra- and interreader k was 0.73 (95% CI,
0.70-0.77) and 0.78 (95% CI, 0.71-0.84), respectively. These
data are summarized in Table 1.
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Adequate versus Inadequate

Occlusion

Table 1: Inter- and intraobserver k agr t for follow-up DSA readings
R1 R2 R3 R4
Rl 0.748(0.599-0.897)° 0.755(0.690-0.819)  0.723(0.656-0.790)  0.658 (0.587—-0.730)
R2 0.847 (0.772-0.923)  0.745(0.680-0.81)  0.700 (0.632-0.767)
R3 0.823(0.744-0.903  0.711(0.644-0.778)
R4 0.582 (0.474-0.691)°

We dichotomized DSA results as ade-
quate occlusion (complete healing or
proximal recess persistence) versus in-
adequate occlusion (neck or aneurysm

Note:—R indicates reader.
2 Intraobserver k results.

remnants). The interobserver k at fol-
low-up was 0.69 (95% CI, 0.64—0.73),
ranging from 0.50 to 0.79; the intraob-
server k was 0.75 (95% CI, 0.62—0.89),
ranging from 0.55 to 0.85.

To compare the DSA results with his-
tologic findings, we determined a con-
sensus value to allocate in the adequate
versus inadequate occlusion group, ac-
cording to the most present value with-
out need for a fifth reader to adjudicate.
The consensus dichotomized DSA eval-
uation yielded 68.8% (55/80) adequate
occlusion and 31.2% (25/80) inadequate
occlusion.

Histologic Results

Histologic evaluation at the time of fol-
low-up DSA depicted 18.8% complete
healing (n = 15/80 aneurysms) and
21.2% (n = 17) proximal recess persis-
tence; 13.8% of cases (n = 11) had aneu-
rysm neck remnants, and 46.2% (n =
37) had aneurysm remnants. We
observed, respectively, 40% (32/80)
complete occlusions, 60% (48/80) in-
complete occlusions, 53.8% (43/80)
adequate, and 46.2% (37/80) inade-
quate occlusions.

Correlation between Angiographic
and Histologic Results

Ilustrative correlations between fol-
low-up DSA and histology are presented
in Figs 1 and 2.

FIG 1. Complete aneurysm occlusion. Angiographic-histologic correlation. Pretreatment DSA

shows an aneurysm on the right subclavian artery at the origin of the right common carotid artery
(A). Follow-up DSA shows complete occlusion of the aneurysm (B). An all-mount histologic sam-
ple shows complete occlusion of the aneurysm, filled with conjunctive tissue and with any lack of
organized tissue in to the aneurysm cavity or at the level of the neck (C). Photomicrograph
(hematoxylin-eosin, original magnification X100) shows complete coverage of the neck with
endothelial tissue with complete healing (D) and organized connective tissue within the aneurysm

lumen.

Complete versus Incomplete Occlusion

We dichotomized follow-up DSA results as complete versus in-
complete occlusion. The interobserver k at follow-up was 0.63
(95% CI, 0.56-0.70), ranging from 0.42 to 0.76; the intraobserver
k was 0.71 (95% CI, 0.55-0.88), ranging from 0.47 to 0.85.

To compare with histologic findings, a fifth reader was needed
in 31.2% cases (25/80) to adjudicate between complete or incom-
plete occlusion. The adjudicated dichotomized DSA evaluation
yielded 40% (32/80) complete occlusion and 60% (48/80) incom-
plete occlusion.

Correlation for the Diagnosis of
Complete Occlusion

We observed 24 (30%) cases for which
DSA and histologic evaluations agreed
for complete occlusion (complete occlu-
sion with or without recess filling) and
40 (50%) cases for which DSA and his-
tology agreed for incomplete occlusion. In 8 (10%) cases, DSA
suggested a complete occlusion but histology identified incom-
plete, and similarly, 8 (10%) cases that had been misassessed as
incomplete by DSA were found to have complete occlusion on
histology (Table 2). Sensitivity and specificity of the DSA for the
diagnosis of complete versus incomplete occlusion at follow-up
compared with the histologic results as the reference standard
were respectively 75% (95% CI, 56%—-88%) and 83.3% (95% CI,
69%-92%). The overall accuracy of the DSA evaluation com-
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FIG 2. Aneurysm remnant. Angiographic-histologic correlation. Pretreatment DSA shows an aneu-
rysm on the right subclavian artery at the origin of the right common carotid artery (A). Follow-up DSA
shows partial filling of the aneurysm sac (blue arrow, B). An all-mount histologic sample shows a lack of
filling of the aneurysm by the conjunctive tissue (blue arrow, C). Photomicrograph (hematoxylin-eosin,
original magnification X100) shows a lack of coverage of the neck by endothelial tissue and filling of

the aneurysm pouch with a partial thrombosis in the aneurysm sac (D).

Table 2: Correlations between the histologic reference standard and the follow-up DSA

quate by DSA but was found to have ad-
equate occlusion on histology (Table 3).
Sensitivity and specificity of the DSA for
the diagnosis of adequate versus inade-
quate occlusion at follow-up compared
with the histologic results as the refer-
ence standard were respectively 97.7%
(95% CI, 86.2%-99.9%) and 64.9%
(95% CI, 47.4%~79.3%). The overall ac-
curacy of the DSA evaluation compared
with the reference standard histology
was 82.5% (95% CI, 73.8%-91.9%).

DISCUSSION

Using a histologic reference standard,
our study performed on a large series of
experimental aneurysms demonstrates
that the angiographic WOS is sensitive,
specific, and accurate in assessing aneu-
rysm occlusion following treatment of
intracranial aneurysms with the WEB
device. In addition, we found a substan-
tial level of inter- and intraobserver
agreement for the WEB Occlusion Scale.
These findings suggest that the WEB Oc-
clusion Scale is an easily reproducible
and accurate tool in assessing aneurysm
occlusion following treatment with the
WEB device.

Our current results are in accordance
with the clinical study published by
Fiorella et al,” which reported a k value
statistic at 0.779 (95% CI, 0.70-0.86).
Our study is the first to compare angio-
graphic assessment of aneurysm occlu-
sion after treatment with the intrasaccu-
lar WEB device with histologic controls.
Assessment of occlusion is challenging
following treatment with the WEB be-
cause the angiographic appearance dif-

WOS evaluation: contingency table for complete versus incomplete occ fers from that of coiled or intraluminal

Follow-Up DSA Grading flow-diverter-treated aneurysms.” The

Complete Occlusion or  Residual Neck or proximal surface of the WEB is slightly

Histology Grading Recess Filling Residual Aneurysm  Total recessed into the body of the device, thus

Complete occlusion_ or recess filling 24 8 32 forming a concave “marker recess” at
Residual neck or residual aneurysm 8 40 48 .

Total 3 48 20 the parent artery—aneurysm interface, to

pared with the reference standard histology was 80% (95% CI,
65%—-90%).

Correlation for the Diagnosis of Adequate Occlusion

We observed 42 (52.5%) cases for which DSA and histologic eval-
uations agreed for adequate occlusion (complete occlusion or
neck remnant) and 24 (30%) cases for which DSA and histology
agreed for inadequate occlusion. In 13 (16.2%) cases, DSA sug-
gested an adequate occlusion but histology identified inadequate
occlusion, and similarly 1 (1.3%) case was misassessed as inade-

4 Rouchaud @ 2016 www.ajnr.org

avoid any protrusion of the device in the
parent artery. This marker recess opaci-
fication can be mistaken for residual filling of the aneurysm neck.

The WEB Occlusion Scale (WOS),"® based on the modified
Raymond Scale, has been developed for the standardized report-
ing of angiographic occlusion assessment achieved with intrasac-
cular mesh implants, taking into account the distinction between
recess opacification and aneurysm neck remnant. In this scale,
complete aneurysm occlusion with or without opacification of the
proximal recess is considered complete occlusion’; complete oc-
clusion and neck remnant are considered adequate angiographic
outcomes according to previous studies.'>'>'® This scale has
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Table 3: Correlations between the histologic reference standard
and the follow-up DSA WOS evaluation: contingency table for
adequate versus inadequate occlusion

Follow-Up DSA Grading

Adequate Inadequate
Histology Grading Occlusion Occlusion Total
Adequate occlusion 42 1 43
Inadequate occlusion 13 24 37
Total 55 25 80

been used in several previous studies and is also used in currently
ongoing clinical trials: WEB Clinical Assessment of IntraSaccular
Aneurysm Therapy (www.clinicaltrials.gov, NCT 01778322) and
Wide Neck Bifurcation Intracranial Aneurysms; Intracranial An-
eurysms (NCT 02191618). No other large-scale study has been
published comparing histologic findings with DSA in the setting
of the evaluation of aneurysm occlusion either for coiled or flow-
diverter-treated aneurysms. However, several studies have re-
ported that interobserver and intraobserver agreement rates for
the assessment of aneurysm occlusion following both coiling and
flow-diverter treatment are moderate to substantial.'>'*"** The
degree of agreement seen in our study for the WOS is similar to
that reported in prior studies of coiling and flow-diverter-treated
aneurysms. At a time when consensus definitions for reporting
angiographic outcomes following endovascular treatment of in-
tracranial aneurysms are required, scales that are both easily re-
producible and histologically validated are of the utmost

importance.”*?'

Limitations

Our study is limited by its retrospective nature and the use of only
selected images for the DSA readers’ assessment. Readers did not
have access to the complete angiographic run when assessing an-
giographic occlusion. Furthermore, only 1 experienced reader
evaluated the histologic samples. However, this reader was
blinded to the DSA outcomes. Another limitation of this study is
that rabbits were sacrificed at different time points, which can
modify the outcomes after WEB implantation, depending on the
length of follow-up.

CONCLUSIONS

This study confirms the consistency and reliability of the WEB
Occlusion Scale for DSA evaluation of WEB-treated aneurysms
with substantial interobserver and intraobserver agreement. Fur-
thermore, the WEB Occlusion Scale appears to be accurate com-
pared with a histologic reference standard, which is of great im-
portance to justify its use in clinical studies for the evaluation of
the WEB device.
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On-line Table 1: Detailed k results between DSA readers at posttreatment and follow-up end points

Reading 1 k, (Cl 95%)

Reading 2 k, (Cl 95%)

Overall, (Cl 95%)

Posttreatment DSA, reader 1vs reader 3
Posttreatment DSA, reader 1vs reader 4
Posttreatment DSA, reader 3 vs reader 4
Follow-up DSA, reader 1vs reader 2
Follow-up DSA, reader 1vs reader 3
Follow-up DSA, reader 1vs reader 4
Follow-up DSA, reader 2 vs reader 3
Follow-up DSA, reader 2 vs reader 4
Follow-up DSA, reader 3 vs reader 4
Comparative score, reader 1vs reader 2
Comparative score, reader 1vs reader 3
Comparative score, reader 1vs reader 4
Comparative score, reader 2 vs reader 3
Comparative score, reader 2 vs reader 4
Comparative score, reader 3 vs reader 4

0.694 (0.556-0.832)
0776 (0.613-0.939)
0718 (0.570-0. 866)
0.733 (0.640-0.826)
0.636 (0.531-0.741)
0719 (0.623-0.815)
0.721(0.621-0.821)
0777 (0.692-0.863)
0.781(0.693-0.869)
0.622 (0.445-0.799)
0760 (0.615-0.904)
0.839 (0.708-0.969)
0.611(0.424-0.798)
0.721(0.559-0.883)
(0

0.780 (0.640-0.920)

0.789 (0.650-0.928)
0.682 (0.552-0.812)

0.750 (0.627-0.874)
0.774 (0.685-0.864)
0782 (0.695-0.869)
0.580 (0.472-0.688)
0763 (0.676-0.849)
0.568 (0.456-0.679)
0.612 (0.508-0.717)

0.730 (0.566-0.894)
0.754 (0.606-0.902)
0.755 (0.601-0.909)
0.700 (0.542-0.858)
0.704 (0.550-0.858)
0.826 (0.720-0.932)

0.741(0.644-0.839)
0.719 (0.617-0.82))
0.737 (0.643-0.832)
0.755 (0.690-0.819)
0.723 (0.656-0.790)
0.658 (0.587-0.730)
0745 (0.680-0.81)
0.700 (0.632-0.767)

0.711(0.644-0.778)
0.681(0.560-0.801)
0757 (0.654-0.861)
0.804 (0.705-0.904)
0.663 (0.543-0.784)
0.713 (0.601-0.824)
0.810 (0.725-0.894)

On-line Table 2: Intraobserver k results between the first and
second readings at posttreatment and follow-up end points

K, (C195%)

Posttreatment DSA, reader 1
Posttreatment DSA, reader 2
Posttreatment DSA, reader 3
Posttreatment DSA, reader 4
Follow-up DSA, reader 1
Follow-up DSA, reader 2
Follow-up DSA, reader 3
Follow-up DSA, reader 4
Comparative score, reader 1
Comparative score, reader 2
Comparative score, reader 3
Comparative score, reader 4

0.780 (0.628-0.933)
0.919 (0.824-1.000)
0.761(0.644-0.878)
0.648 (0.511-0.786)

0.795 (0.705-0.886)
0.847 (0.772-0.923)
0.823 (0.744-0.903)
0.582 (0.474-0.691)
0.748 (0.599-0.897)
0718 (0.537-0.899)
0764 (0.634-0.893)
0.877 (0.768-0.986)
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IV- Thérapie cellulaire

1. Rationnel pour la thérapie cellulaire dans les anévrysmes intracraniens

Une autre approche pour améliorer la cicatrisation et prévenir les récurrences
anévrysmales en reconstruisant le segment artériel est la thérapie cellulaire. La thérapie
cellulaire consiste en 1’administration de cellules thérapeutiques dans le sac anévrysmal. La
thérapie cellulaire a montré des résultats prometteurs dans les études cliniques pour d'autres

427, 428

indications cardiovasculaires, comme l'infarctus du myocarde et l'accident vasculaire

i s 429,430
cérébral ischémique™™ ™",

Comme nous 1’avons précédemment décrit, le développement ou les récurrences apres
traitement sont en partie liées a un défaut de cicatrisation et d’endothélialisation au collet de

. 431
I’anévrysme

(Figure 16). Par conséquent, la cicatrisation et la ré-endothélialisation du
collet de l'anévrysme, sont des processus qui pourraient étre améliorés par thérapie cellulaire
avec des cellules endothéliales afin de limiter les récidives d'un anévrysme traité. Les cellules
musculaires lisses (CML) pourraient également étre une autre cible pour la thérapie cellulaire.
Elles sont la composante cellulaire constitutive des vaisseaux sanguins qui fournissent
l'intégrité structurale et régulent le flux sanguin local en se contractant et en provoquant une
constriction ou une relaxation des vaisseaux et en provoquant une dilatation vasculaire*>. Au
cours du développement d'un anévrysme, la dégénérescence de la lame élastique impose une
augmentation du stress sur les fibres de collagéne de la paroi du vaisseau et, par conséquent,
sur les CML responsables de la synthese et du renouvellement de ces fibres de collagéne. De
plus, les macrophages infiltrés induisent 1'apoptose des CML par la sécrétion d'interleukine-1b,
réduisent la synthése du collagéne par la sécrétion de facteur nucléaire kB (NFkB) et
accélerent la décomposition des fibres de collagéne existantes par la sécrétion de MMP-2 et
MMP-9°" #2313 destruction du collagéne existant, associée a la diminution de la
production de collagene contribue a la croissance des anévrysmes. Une approche
thérapeutique possible pourrait étre de reconstituer le stock de CML perdues avec des CML
exogenes pour rétablir I'équilibre dans la production de collagene et arréter la formation ou la
récurrence de l'anévrysme. De ce fait, les cellules souches mésenchymateuses (CSM)
représentent un grand potentiel thérapeutique car elles inhibent la production de MMP-2, de
MMP-9 et d'interleukine-1b. De plus, les CSM ont la capacité de se différencier en CML et en

433-436

cellules endothéliales . Les CSM ont également la facult¢ d’inhiber la production de

TNFa, une cytokine pro-inflammatoire qui est sur-exprimée dans les vaisseaux cérébraux

fcha of § A : : . 437-440
1€sés et joue un rdle clé dans la formation des anévrysmes .
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* Mesenchymal o—actin cells
7 Endothelial cells

' Circulating progenitor cells

Thrombosis Cellular invasion

Healing Recanalization

Figure 16 : Mécanismes impliqués dans la récurrence (d) ou la cicatrisation (c) aprés traitement par coils.
L’apport de cellules actine positives (Cellules mésenchymateuses actives de type myofibroblaste), de cellules
endothéliales ou de progéniteurs endothéliaux circulants, pourrait permettre d’améliorer la cicatrisation des
anévrysmes traités par coils.

Image extraite de Ribourtout et al®!
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2. Thérapie cellulaire dans les anévrysmes intracraniens : revue de la littérature

Comme nous I’avons vu, plusieurs processus cellulaires impliqués dans le
développement ou la récurrence des anévrysmes peuvent étre ciblés a des fins thérapeutiques.
Plusieurs tentatives de thérapie cellulaire ont ét¢ réalisées dans le cadre d’études précliniques
utilisant des cellules musculaires lisses (CML)"** ', des fibroblastes'>* '*>°®, des cellules

progénitrices endothéliales (CPE)'>* 212 #41- 442

, ou des cellules souches mésenchymateuses
(CSM)'*®. Adibi et al. ont récemment publié une revue de la littérature sur ces différents
essais précliniques'®®. Du fait que 1’allogénicité entre individus de la méme espéce est portée
par toutes les cellules de I’organisme (systtme HLA propre a chaque individu non
homozygote), la thérapie cellulaire nécessite 'utilisation de cellules autologues sinon les

cellules greffées disparaissent rapidement par rejet de greffe. Cette nécessité limite les sources

cellulaires autologues accessibles chez un individu donné.

a. Cellules musculaires lisses (CML)

Au cours de la formation et de la récurrence des anévrysmes, la perte de CML et la
destruction de la matrice extra-cellulaire contribuent & la croissance de l'anévrysme. Des
études in vitro sur des CML isolées & partir de tissu anévrysmal intracranien**® ont montré que
les CML anévrysmales ont un role important dans la production du collagene et jouent un rdle
dans la réparation du vaisseau affecté. En 1999, Raymond et al.”* ont étudié la cicatrisation

167 i ,
. Les résultats ont montré

d'anévrysmes expérimentaux chez le porc, en utilisant des CML
une augmentation importante de la couche néo-intimale composée principalement de CML,
responsable de la guérison des anévrysmes”. Plus tard, le méme groupe'® a étudié les
avantages possibles de I'implantation de CML sur la cicatrisation et I'exclusion des
anévrysmes dans un modéle canin'®’. Les anévrysmes expérimentaux ont été occlus en
utilisant un mélange de Gelfoam (Pfizer, New York, New York, USA) et de fibrinogéne avec
ou sans CML. Trois semaines apres le traitement, le groupe CML présentait une augmentation
significative de 1'épaisseur de la néo-intima mais une amélioration non significative des scores
angiographiques. Les auteurs ont conclu que les greffes de CML peuvent améliorer le résultat

du traitement par embolisation'*’

. En 2014, Marbacher et al. ont montré que la diminution du
nombre de CML du tissu anévrysmal aggravait la dégénérescence de la paroi, méme dans des
anévrysmes traités. Ils ont en outre montré que I'implantation de CML dans les anévrysmes
coilés réduit la récidive angiographique dans les anévrysmes décellularisés et donne de

meilleurs résultats histologiques'®.
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Les études sur le rdle thérapeutique des CML dans le traitement des anévrysmes de
l'aorte abdominale peuvent également constituer une source importante de connaissances pour
le traitement des anévrysmes intracraniens. Quelques études sur les modeles d'anévrysme de

147, 444, 445

I’aorte abdominale ont démontré que les CML exercent un effet paracrine qui

protége les artéres contre I’inflammation et la protéolyse. Dans leurs études, Allaire et al.'*"
% ont montré que l'ensemencement de CML peut stimuler les capacités de cicatrisation et
arréter la croissance des anévrysmes. L'ensemencement de CML réduit I'expression des MMP
méme dans des zones éloignées du site initial d'implantation cellulaire, suggérant un effet
paracrine'*” ***,

Les résultats de ces études précliniques utilisant les CML montrent leur role important
dans la pathologie et la guérison des anévrysmes. Cependant, les protocoles d'isolement de
CML actuellement utilisés sont invasifs et requierent des explants d'artéres obtenus
chirurgicalement, ce qui représente une limite trés importante pour le transfert & I’homme en

clinique'*® ***. Ces limitations pratiques font que les CML n’ont pour ’instant jamais été

utilisées dans des essais cliniques.

b. Fibroblastes
Les fibroblastes jouent également un rdle important dans la cicatrisation des
anévrysmes. Ils pénétrent sur le site Iésionnel en réponse a l'inflammation, produisent du

70, 446
" La

collagéne, puis se différencient en myofibroblastes, ce qui favorise la cicatrisation
thérapie cellulaire par 1’apport de fibroblastes pourrait améliorer l'activité myofibroblastique
et stimuler la réponse thérapeutique’’. En 2001, Marx et al.'>> ont rapporté une étude
comparant 1’efficacité de coils portant des fibroblastes a des coils nus. Ils ont montré que le
groupe thérapie cellulaire avait un pourcentage de fibrose allant jusqu’a 100%, alors que le
groupe témoin ne présentait aucune fibrose organisée. Une autre étude rapportée en 2005 par
Kawakami et al."*® sur un modéle d'anévrysme veineux chez le lapin a montré que les coils
portant des fibroblastes permettaient d’augmenter significativement les résultats de

1.5 ont publi¢ des résultats

I’embolisation comparativement aux coils nus. En 2007, Dai et a
sur des coils portant des fibroblastes avec des résultats de suivi & 6 mois aprés I'implantation.
A 2 semaines, le groupe thérapie cellulaire présentait une amélioration histologique
significative par rapport au groupe témoin mais sans résultat significatif a plus long terme
suggérant que l'amélioration a court terme peut ne pas étre indicative d'un résultat a long

terme. Ainsi, la délivrance de fibroblastes peut augmenter seulement la vitesse mais pas

nécessairement 1'étendue de la guérison.
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c. Cellules Progénitrices Endothéliales (CPE)

Les CPE sont une population hétérogéne de cellules trouvées dans le sang circulant *.

Un nombre plus faible de CPE dans le sang périphérique a été associé a diverses pathologies

448, 449

cardiovasculaires incluant les anévrysmes intracraniens . Plusieurs études cliniques ont

confirmé les effets thérapeutiques de la perfusion de CPE chez les patients atteints d'infarctus

450-452 1453

du myocarde ainsi que chez les patients souffrant d'accident vasculaire cérébra
Actuellement plus de 215 essais cliniques sont en cours utilisant des CPE dans diverses

indications selon clinicaltrials.gov.

Les CPE jouent un role important dans la ré-endothélialisation des vaisseaux sanguins
16sés. Une étude réalisée en 2003 par Shirota et al.*** a démontré la capacité des CPE & former
une couche endothéliale sur une structure de type vaisseau sanguin in vitro. Ceci a été suivi

d'une étude in vivo par He et al. en 2004

, qui ont étudié I’intérét de la transfusion autologue
de CPE apreés dénudation du revétement d'une artére carotide de lapin. La transfusion de CPE
a permis une augmentation significative de la réendothélialisation. Cependant, seulement
quelques cellules dans le nouvel endothélium provenaient des CPE transplantées. Les auteurs
en ont conclu que la ré-endothélialisation était déclenchée principalement par les effets
paracrines des CPE transplantées*°. Dans plusieurs études précliniques avec un petit nombre
d'animaux, des CPE ont été implantées in vivo pour améliorer le traitement des anévrysmes
cérébraux>* 21241 Ep 2012, Aronson et al."” * ont montré une amélioration de 'occlusion
angiographique et de la cicatrisation histologique dans des anévrysmes traités avec de la colle

de fibrine contenant des CPE comparativement a des anévrysmes traités avec de la colle de

fibrine seule, avec une ré-endothélialisation compléte du collet des anévrysmes traités par

154 1212

CPE, 16 semaines apres le traitement ™. Une étude de Li et a en 2013 a rapporté une
meilleure endothélialisation de flow-diverters apres I’administration de CPE injectées par voie
intraveineuse. Une autre étude par Zhang et al.*** en 2014, a montré que lorsqu'on les injectait
par voie intra-artérielle, les CPE migraient au site de l'anévrysme et amélioraient la
cicatrisation histologique par rapport & une injection de cellules endothéliales de cordon
ombilical humain. La voie d'administration intra-artérielle utilisée dans cette étude présente
l'avantage de contourner les organes filtrants (c'est-a-dire les poumons, le rein, la rate).
Cependant, il s'agit d'une procédure invasive, limitant les administrations répétées, et elle
présente également le risque d'occlusion de micro-vaisseaux distaux et d'ischémie**®.
L'utilisation de CPE pour le traitement des anévrysmes intracraniens n'en est qu'a ses

balbutiements. Les quelques études qui ont été rapportées ont montré des résultats
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prometteurs, mais leur mécanisme d'action n'est pas encore clair. D'autres études sur les
animaux permettront de mieux comprendre le role de ces cellules dans la guérison du tissu

anévrysmal.

d. Cellules Souches Mésenchymateuses (CSM)

Les CSM sont une population hétérogeéne de cellules adultes multipotentes qui peuvent
étre isolées de la moelle osseuse ou de la graisse™ !, Ces deux sources sont accessibles chez
I’homme. Les CSM sont particuliérement connues pour le role remarquable qu'elles jouent
dans la régénération tissulaire*®. Leur intérét vient du fait qu’elles sont multipotentes et donc
capables de s’auto-renouveler et de se différencier en une grande variété de types cellulaires,
notamment en cellules endothéliales*®* *** lorsque le microenvironnement y est favorable*®.
De plus, les CSM ont la capacité de migrer vers les tissus 1ésés et notamment le cerveau,

430, 457, 466, 467 . L . -
PRI en raison de 1'expression a leur surface de molécules d’adhésion

apres ischémie
et de récepteurs aux chémokines. Ces caractéristiques des CSM en font une source
thérapeutique de choix dans les pathologies qui donnent lieu a une réaction inflammatoire
importante. Les CSM favorisent la régénération en inhibant l'inflammation, en sécrétant des
facteurs trophiques (effet paracrine) et en recrutant des progéniteurs locaux pour différencier

%2 Les CSM sont intéressantes en vue d’applications

et remplacer les cellules perdues
cliniques car elles peuvent étre prélevées chez un patient, autorisant une greffe autologue et
permettant donc de s’affranchir des problémes d’histocompatibilité classiquement observés
dans un contexte de greffe allogénique. Elles sont facilement obtenues par aspiration au
niveau de la créte iliaque sous anesthésie locale. Elles sont isolées de la moelle osseuse par
adhérence au plastique et peuvent étre amplifiées par culture ex vivo. Elles ont également

468, 469 -
™, et de ne pas soulever de questions

I’avantage d’étre ni tumorigénes ni immunogenes
éthiques liées a I’utilisation des cellules souches embryonnaires. Enfin, les CSM sont peu
immunogenes car elles expriment des molécules HLA de classe I mais n’expriment pas de
molécule HLA de classe II'®. Pour ces raisons, les CSM sont les cellules de choix dans les

essais cliniques pour de nombreuses applications. Plus de 600 essais cliniques impliquant des

CSM sont actuellement en cours selon clinicaltrials.gov. Plusieurs études ont montré que les
CSM régulent négativement l'expression de protéines pro-inflammatoires dans des modeles
animaux d'anévrysmes aortiques'®. Jusqu’en 2013, aucune étude pré-clinique n’avait étudié
le potentiel des CSM pour le traitement des anévrysmes intracraniens. Depuis notre étude
présentée au chapitre IV.3.a"®, plusieurs équipes ont utilis¢ des CSM dans cette application

470
1.

notamment dans I’essai publi¢ en 2016 dans un modéle de souris par Liu et a qui ont
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montré une diminution statistiquement significative de 54% du taux de rupture d'anévrysme
dans le groupe avec administration intraveineuse de CSM. Cependant, méme si
l'administration intraveineuse de cellules est 1'option la moins invasive, la plupart des cellules
administrées par voie intraveineuse seront pi¢gées dans les capillaires pulmonaires et autres
organes filtrants*’" *2. En 2016, Adibi et al.'® ont également utilisé des CSM pour le
traitement des anévrysmes dans le mod¢le a 1’¢lastase chez le lapin. Ils ont utilisé¢ pour cette
étude des CSM allogéniques (non autologues) qu’ils ont administrées via un microcathéter
dans I’anévrysme juste apres la mise en place du premier coil. Cette étude a inclus 9 lapins
mais avec seulement 3 dans le groupe ayant recu la thérapie cellulaire. Malgré le faible
nombre d’animaux, ils ont mis en évidence une amélioration significative de la cicatrisation
en cas de traitement adjuvant par les CSM. Ils n’ont pas observé de réaction de rejet malgré
’utilisation de cellules allogéniques mais le transfert & I’homme semble plus délicat étant

donné le systéme immunitaire humain plus complexe que chez le lapin.
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3. Trois options avec des cellules souches mésenchymateuses autologues

Nous avons choisi dans les trois options présentées d’utiliser des CSM autologues car
le caractere pluripotent des CSM leur permet de reconstituer aussi bien le stock de CML que
celui des cellules endothéliales. De plus, les CSM posseédent un effet paracrine important
notamment pour la régulation de I’expression des métallo-protéases, ce qui constitue un
intérét majeur pour la stabilisation du thrombus intra-anévrysmal. Enfin, les CSM sont
facilement accessibles a un préleévement pour le transfert a ’homme. Enfin, malgré leur faible
immunogénicité, nous avons choisi d’utiliser des CSM autologues afin de diminuer les
risques de rejet de la greffe. Nous avons utilisé deux sources différentes de CSM dans ces
études avec soit des CSM autologues prélevées a partir de la moelle osseuse, soit des CSM
issues de tissu adipeux chez le lapin. Nous n’avons pas réalis¢ de test spécifique pour la
comparaison de ces deux sources de CSM autologues mais les données de la littérature sont
en faveur d’un profil similaire®”>*".

Dans le modele anévrysmal expérimental a 1’¢lastase chez le lapin, nous avons utilisé
trois options différentes par voie artérielle pour optimiser la délivrance des CSM au site de
I’anévrysme. En effet, une des limites pour la greffe des cellules au site de I’anévrysme est le
fait que le flux a tendance a éliminer les cellules délivrées avant qu’elles n’aient le temps
d’adhérer a la paroi de I’anévrysme. Enfin, nous avons utilis¢ les CSM seules, ou en
association avec le traitement par coils afin d’analyser I’intérét de la thérapie cellulaire

comme option adjuvante au traitement mécanique de référence.

a. Cellules souches mésenchymateuses autologues seules, sans support

La recanalisation des anévrysmes intracraniens traités par coils est une limite

75, 476-478

importante et est associée a un risque potentiel de rupture . La recanalisation est due a

la compaction des coils et est particuliérement observée dans les anévrysmes de grand

86,479

diameétre ou a collet large . Plusieurs approches "mécaniques" ont été tentées pour réduire

les taux de recanalisation telles que 1’utilisation de coils de calibre plus importants ou coatés

480-482 , .
. Le mécanisme

avec des hydrogels, mais avec un succes limité dans les séries cliniques
de cicatrisation des anévrysmes traités par coils met en jeu une thrombose du sac anévrysmal
qui sert de substrat a la recolonisation par des cellules mésenchymateuses’> '®>. Au contraire,
comme dans les cas de rupture retardée apres flow-diverter, la formation de thrombus peut

compromettre 1'intégrité structurelle et la stabilité de la paroi artérielle en libérant une grande

49, 483 484-488

quantité de protéases . En effet, dans les anévrysmes de l'aorte abdominale comme
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dans les anévrysmes intracraniens® **, le risque de rupture est corrélé avec les changements
morphologiques et l'activité biologique du thrombus intraluminal. Il a ét¢é montré que
I’activité biologique du thrombus participe a I'évolution des anévrysmes de 1’aorte
abdominale, avec une paroi anévrysmale plus fine en présence d'un thrombus, ainsi que des
signes plus fréquents d'inflammation, de mort cellulaire touchant particulierement les cellules
musculaires lisses, et de matrice extracellulaire dégradée, comparativement a la paroi
artérielle normale®™* *°,

Etant donné la raréfaction cellulaire dans la paroi des anévrysmes, la thérapie
cellulaire est une approche séduisante car elle permettrait de recoloniser le segment artériel
pathologique. Peu de tentatives de thérapie cellulaire ont été tentées dans les anévrysmes
cérébraux mais des résultats positifs ont été rapportés notamment avec I’administration in situ

- - . . 73,147,150, 491
de cellules musculaires lisses matures d’origine vasculaire’™ ™" "

. Différentes stratégies
expérimentales pour promouvoir la cicatrisation des anévrysmes ont été proposées,
notamment la thérapie cellulaire avec apport a 1’anévrysme de cellules musculaires lisses
matures. Cependant, plusieurs types de cellules sont déficitaires dans les anévrysmes
cérébraux et ’apport d’un seul type de cellules matures ne permet pas une cicatrisation
optimale des anévrysmes. Au contraire, les CSM de la moelle osseuse sont une source
séduisante pour la thérapie cellulaire, car ces cellules permettent une thérapie cellulaire
autologue (pas de risque de rejet), sont faciles a obtenir par culture primaire, ont la capacité de
se différencier en différents types cellulaires et possedent un puissant potentiel de
cicatrisation*”>. Nous avons émis I'hypothése que I’administration in situ de CSM pourrait
permettre une réduction de la taille des anévrysmes et favoriser la cicatrisation du thrombus
intra-anévrysmal. Dans cette étude, nous avons développé une procédure d'isolement des

CSM de la moelle osseuse du lapin, et testé in vivo I'impact de I’administration in situ de

CSM autologues dans un modele d’anévrysme induit a 1'élastase chez le lapin.

Article 6 : Rouchaud A, Journé C, Louedec L, Ollivier V, Derkaoui M,
Michel JB, Mazighi M. Autologous mesenchymal stem cell endografting in

experimental  cerebrovascular  aneurysms.  Neuroradiology. 2013

Jun;55(6):741-9."%*

Les parties Méthodes et Résultats sont présentées dans le PDF de [’article.
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Cette étude démontre la faisabilit¢é d'une administration endovasculaire in situ en
localisation intra-anévrysmale de CSM autologues extraites de la moelle osseuse dans un
modele d'anévrysme. Cette étude montre aussi un effet biologique direct de la greffe
endovasculaire des cellules souches mésenchymateuse, illustré par la colonisation du
thrombus intra-anévrysmal par les cellules greffées.

Certaines équipes ont utilis¢ des CML d’origine vasculaire ou des fibroblastes pour la
thérapie cellulaire des anévrysmes, mais notre étude est la premicre a utiliser des cellules

150, 156

souches pluripotentes . Il a été montré que I’utilisation de cellules musculaires lisses

(génétiquement modifiées ou non) permettait de diminuer le risque de rupture d'anévrysme'*”

43 Cependant, dans ces études, les cellules utilisées étaient des cellules syngéniques
provenant de différentes souches pures d’animaux ayant le méme patrimoine génétique, sans
risque de rejet. L’utilisation de cellules syngéniques n’étant pas possible chez I’homme, cette
méthode n’est pas possible en clinique. De plus, les cellules musculaires lisses d’origine
vasculaire autologues ne sont pas facilement accessibles chez 'homme. Elles nécessitent de
nombreux échantillons chirurgicaux d'artéres pour ensuite isoler les CML. De plus, la
croissance in vitro des cellules musculaires lisses est lente par rapport aux cellules souches de
moelle osseuse, limitant leur utilisation clinique.

Nous avons choisi d'utiliser les CSM de moelle osseuse car elles sont facilement
accessibles a un prélévement en grandes quantités, méme chez 1'homme, en utilisant un
procédé peu invasif d'aspiration de moelle osseuse. Dans cette étude, il a été possible de
réaliser une administration de cellules autologues avec les spécificités requises pour la
thérapie cellulaire régénérative puisque les cellules souches mésenchymateuses de moelle
osseuse ont le potentiel d'adhérer et de se différencier en cellules mésenchymateuses avec des

4

facultés de propagation et d’invasion®* aprés adhésion et se différencient en cellules

musculaires lisses & phénomene synthétique puisqu’elles expriment l'actine et synthétisent des

protéines de le matrice extracellulaire, principalement le collagéne®””

. L'expression de
l'intégrine bétal sur les CSM de moelle osseuse témoigne de leur aptitude a adhérer a la
matrice extracellulaire. Les CSM de moelle osseuse ont également le potentiel de se
différencier en cellules vasculaires telles que les myofibroblastes et peuvent participer au
renforcement des parois artérielles. Enfin, les CSM de moelle osseuse pénéctrent dans le
thrombus intraluminal comme illustré dans 1’article par la présence de cellules souches
marquées présentes au sein du thrombus intra-anévrysmal. Contrairement aux fibroblastes, les

CSM de moelle osseuse expriment peu le Tissue Factor et sont donc dépourvues d'activité

procoagulante importante, limitant la formation de thrombus et le risque de thrombose de

116



I’artére porteuse. Cette caractéristique des CSM de moelle osseuse est primordiale pour
réduire le risque d'anévrysme en diminuant 1’effet pathogéne du thrombus intraluminal exercé
par l'activation plaquettaire, la formation de fibrine et la liaison du plasminogene et de ses
activateurs. En effet, le thrombus intra-anévrysmal peut étre responsable du piégeage des
globules rouges et des neutrophiles, conduisant a une 1ésion oxydante et protéolytique de la

323, 483
’ . Par

paroi artérielle comme décrit dans les anévrysmes de 1’aorte abdominale
conséquence, l'ensemencement de CSM de moelle osseuse et la colonisation du thrombus
luminal peut potentiellement diminuer 1’effet pathogéne du thrombus intra-anévrysmal et
favoriser la guérison des anévrysmes™™.

Enfin, le greffage de CSM de moelle osseuse dans ce modele d’anévrysme a permis
une réduction de la taille des anévrysmes, montrant son efficacité¢ pour le traitement des
anévrysmes. La présence d'une hyperplasie cellulaire intimale suggére un mécanisme de
cicatrisation de la paroi artérielle. L'hyperplasie intimale avait déja été associée a la
cicatrisation des anévrysmes dans une étude utilisant des cellules musculaires lisses d’origine
vasculaire implantées dans un modéle d'anévrysme veineux chez le chien'”® ou encore avec

\ . : . 156
des fibroblastes dans un mode¢le d'anévrysme veineux chez des lapins

. Dans l'anévrysme de
I’aorte abdominale, les anévrysmes recevant des cellules musculaires lisses d’origine
vasculaire sont plus riches en collagéne avec une diminution du thrombus intra-anévrysmal et
une ré-endothélialisation de la paroi'*’. Des résultats similaires ont été observés dans notre
étude apres la greffe de CSM autologues.

Dans cette étude, nous n'avons pas évalué la proportion de cellules qui avaient
effectivement été greffées dans l'anévrysme ni le risque d'embolisation dans d'autres
territoires aprés la déflation du ballon de protection. L'un des risques possibles de
l'administration endovasculaire de cellules pour le traitement des anévrysmes intracraniens est
le risque infarctus cérébral dii a la migration de cellules apres la déflation du ballon. Dans ces
expérimentations réalisées dans le modéle anévrysmal chez le lapin, les anévrysmes sont
situés au niveau de ’artére sous-claviére droite, avec un risque ischémique pour le membre
antérieur droit en cas de migration cellulaire. Nous n'avons pas effectu¢ d’analyse
systématique du membre antérieur droit chez les lapins traités pour détecter la présence de

cellules souches marquées par fluorescence, mais nous n'avons pas observé de lésions

ischémiques cliniquement détectables.

Conclusion
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Cette ¢étude montre que la thérapie cellulaire avec des cellules souches
mésenchymateuses autologues est réalisable et efficace pour le traitement des anévrysmes
intracraniens aboutissant a une réduction de la taille des anévrysmes et une cicatrisation du
thrombus intra-anévrysmal. Des études complémentaires sont nécessaires pour confirmer
l'intérét de 1’administration de cellules souches pour le traitement des anévrysmes

intracraniens en combinaison ou non avec des coils ou d'autres dispositifs.
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Abstract

Introduction Coiling is the gold standard for the treatment
of intracranial aneurysms. However, some issues associated
with endovascular treatment limit its long-term efficiency.
Recanalization with coil compaction is certainly the most
important. New approaches may be considered to promote
thrombus colonization by mesenchymal cells and aneurysm
healing. In the present study, we have percutaneously deliv-
ered autologous bone marrow mesenchymal stem cells
(BMSCs) to an elastase-induced rabbit carotid aneurysm
model in vivo.

Methods Autologous mesenchymatous stem cells were
obtained after femoral puncture and bone marrow aspira-
tion. After 2 weeks of in vitro cell culture, five million
BMSCs were grafted in the carotid aneurysm using an
endovascular approach.

Results We demonstrated the feasibility of in vivo percutane-
ous seeding of autologous BMSCs in the aneurysm by posi-
tive Hoechst fluorostaining. Two weeks later, conventional
angiography showed an increase in median aneurysmal sur-
face in the sham group, whereas this surface was decreased in
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the group treated with BMSCs, +28.4 versus —26.4 %, respec-
tively (p=0.01). BMSC seeding resulted in intimal hyperpla-
sia with cell colonization and disappearance of the thrombus.
Conclusion In conclusion, percutaneous seeding of BMSCs
may colonize and heal the arterial wall thus limiting aneu-
rysm expansion.

Keywords Rabbit - Carotid aneurysm - Mesenchymal stem
cells - Cell therapy - Elastase-induced aneurysms

Abbreviations

BMSC Bone marrow mesenchymal stem cells
CFA Common femoral artery

PCA Procoagulant activity

RCCA Right common carotid artery

TF Tissue factor

Introduction

Endovascular therapy of intracranial aneurysms is now the
gold standard [26] and has supplanted the surgical approach in
numerous centers [26]. However, recurrences after coiling of
intracranial aneurysms remain the main issue, and are associ-
ated with a potential risk of late rebleeding [7, 27, 34, 35]. The
recanalization phenomenon attributable to coil compaction is
particularly observed in wide-necked or large aneurysms [17,
33]. Several “mechanical” approaches have been attempted to
reduce recanalization of aneurysms such as increasing the
volume occupied by coils, using for example platinum coils
coated with hydrogel, but with limited success in clinical
series [9, 21, 28]. The healing mechanism within coiled
aneurysms is not fully understood, but the thrombus may play
an important role as the substrate of mesenchymal cell
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recolonization and healing. In contrast, thrombus formation
may compromise the structural integrity and stability of the
arterial wall by releasing large amount of different proteases
[25]. Indeed, in human aneurysms of the abdominal aorta
(AAA) [22, 24, 37, 40, 42] as in cerebrovascular aneurysms
[14, 15], the risk of rupture is correlated with the morpholog-
ical changes and biological activity of the intraluminal throm-
bus. Previous studies supported that biological activities of the
thrombus participate in AAA evolution as illustrated by a
thinner aneurysmal wall in presence of a thrombus, as well
as more frequent signs of inflammation, vascular smooth
muscle cells (VSMC) death, and degraded extracellular matrix
as compared with adjacent blood flow-lined wall [20, 42].

Different strategies to experimentally promote aneurysm
healing have been proposed, including adherent cell therapy
[2, 36, 41]. The elastase-induced model of carotid artery aneu-
rysm in the rabbit offers the possibility to perform an endovas-
cular approach, and is easy to handle and not too expensive [8].
Bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs) are an attrac-
tive source for adherent cell therapy, since they represent an
autologous therapy (no grafted cell rejection), are easy to
expand by primary culture and possess powerful tissue healing
potential [38]. Cell therapy has been rarely attempted in cere-
bral aneurysms but positive results were reported using VSMC
seeding in a carotid aneurysm model [32]. We hypothesized
that mesenchymal cell delivery might induce aneurysm shrink-
age and cure through thrombus enhanced cellular healing. In
the present study, we developed a procedure of rabbit autolo-
gous BMSC isolation and in vitro expansion and tested in vivo
the impact of endovascular seeding of these BMSCs in a
carotid elastase-induced aneurysm in rabbits.

Methods
Aneurysm induction

The animal protocols were approved by the Bichat Univer-
sity Institutional Animal Care and Use Committee. Elastase-
induced saccular aneurysms were induced in 13 New Zea-
land White rabbits (males; body weight, 3—4 kg). Proce-
dures for producing aneurysms have been previously
described, initially in rat abdominal aorta [5] and extended
to rabbits to produce carotid saccular aneurysms [3]. In
brief, rabbits were anesthetized with an intramuscular injec-
tion of acepromazine and intravenous pentobarbital. The
right common carotid artery (RCCA) was exposed and
ligated distally. A 1-2 mm arteriotomy was performed and
a 5F vascular sheath was advanced retrogradely in the
RCCA to a point approximately 3 cm cranial to the origin
of the RCCA. A 3F Fogarty balloon inflated with iodinated
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contrast medium was advanced through the sheath to the
level of the origin of the RCCA under fluoroscopic guid-
ance. Porcine elastase (45 U.l., E1250-50 MG, lot
115K7682, Sigma, France) was incubated within the lumen
of the RCCA above the inflated balloon for 20 min, after
which the catheter, balloon, and sheath were removed. The
RCCA was then ligated below the arteriotomy.

BMSC isolation and proliferation

Rabbit autologous BMSCs were obtained by femoral mar-
row puncture. One week before aneurysm induction, 2 mL
of bone marrow were aspirated via a lumbar puncture
needle from the femur diaphysa through a transknee joint
approach of the individual rabbits, using fluoroscopic
guidance under general anesthesia (Fig. la and b). The
bone marrow aspirate was passed through a 100 pum filter
and centrifuged for 5 min at 1,500 rpm. The cell pellet was
then resuspended in 5 ml of Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (BioMedia) supplemented with 20 % fetal bovine
serum and 1 % penicillin—streptomycin, seeded in a T25
plastic dish and incubated at 37 °C, with 90 % humidity
and 5 % CO2. Only adherent cells were conserved (Fig.
Ic). The medium was changed every 3 days. Dense BMSC
clones were trypsinized and the cells were plated in 75 cm?®
flasks until 60-70 % confluence (Fig. 1d). Cells from the
second or third passage were used, with about five million
BMSCs obtained in 2-3 weeks. BMSC proliferation after
aneurysm grafting was assessed using Hoechst 33342
(Sigma B2261).

BMSC characterization
Immunostaining

Rabbit BMSCs in primary culture, were fixed in 3.7 %
paraformaldehyde. For detection of cell surface proteins,
immunostaining was performed on intact cells with anti-
CD45 (10 pg/ml, ABD Serotec), anti-CD29 (10 pg/ml,
ABD Serotec), and anti-CD90 (10 pg/ml, ABD Serotec).
Immunohistofluorescence was performed on methanol-
permeabilized cells for intracellular staining of cytoskeletal
proteins with primary antibodies: antialpha smooth muscle
actin (10 pg/ml, Dako), anticalponin (dilution 1:100,
Abcam), antismooth muscle myosin heavy chain (10 pg/ml,
Millipore), and anti-SM22«x (transgelin, 10 pg/ml, Abcam).
A goat antimouse AlexaFluor-488 (10 pg/ml, Invitrogen)
was used as secondary antibody for detection. Control irrel-
evant antibodies (Dako) were applied at the same concen-
tration in order to assess nonspecific staining. Cells were
counterstained by Hoechst to visualize cell nuclei.
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Fig. 1 BMSC sampling and
proliferation. Bone marrow
aspiration using a lumbar
puncture needle under
fluoroscopic guidance (lateral
view (a) and frontal view (b)).
Seeding and primary culture of
BMSCs at passages PO (c¢) and
P3 (d) after 2 weeks of culture

Procoagulant activity assay

Procoagulant activity (PCA) was quantified with a one-step
plasma recalcification time assay [29]. Briefly, for total
activity, BMSCs or primary cultures of rabbit dermal fibro-
blasts [23] were lysed with 15 mM octyl-b-D-glycopyrano-
side at 37 °C for 15 min and diluted threefold before PCA
assay. Clotting times were analyzed in comparison with
serial dilutions of a recombinant lipidated human tissue
factor (TF) protein (Diagnostica Stago). PCA was expressed
as picogram per microgram of protein. The observed PCA
was confirmed as being due to TF by using human Phe-Phe-
Arg chloromethylketone-inactivated factor VIla (American
Diagnostica).

In vivo BMSC endovascular seeding in experimental
aneurysms

Two weeks after carotid intraluminal elastase incubation, an-
eurysmal occurrence was established under fluoroscopy with
an intra-arterial injection of iodinated contrast medium in the
left auricularis rostralis artery. The rabbits were randomly
assigned to one of two groups: (1) six rabbits in the sham

group (aneurysm with culture medium injection instead of
BMSCs), (2) and seven with autologous BMSCs seeding in
the aneurysmal sac. For each group, rabbits were anesthetized
as for the aneurysm induction. Both of the two common
femoral arteries (CFA) were exposed and ligated distally. On
each side, a 1- to 2-mm arteriotomy was made and a SF
vascular sheath was introduced retrogradely. Culture medium
alone or BMSCs (5.10° BMSCs in 3 mL culture medium)
were infused into the aneurysm by the Excelsior SL-10 micro-
catheter while the balloon was inflated during 20 min.

Tissue harvest

Aneurysm samples were harvested at 2 weeks after cell endog-
rafting. Under general anesthesia, an intra-arterial injection of
iodinated contrast medium via the left auricularis rostralis
artery, and digital subtraction angiography (DSA) was per-
formed. The angiographic occlusion scores were calculated
on the basis of the percentage of iodinated contrast medium
inside the aneurysm cavity, as previously described [30]. All
sacrifice angiograms were compared with pregraft angiograms
and assessed for changes in aneurysm filling. Aneurysms were
assigned to one of the three result groups: stable, progressive
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Fig. 2 BMSC characterization.
a BMSC immunostaining. Cells
are stained for different
functional markers (x40
magnification). a Controls, b
common leukocyte antigen
(CD45), ¢ integrin 31 (CD29),
d Thy-1 (CD90) mesenchymal
marker, e x-actin (cytoskeleton
of adherent cells), f calponin
(associated with o-actin), g
VSMC high molecular chain
myosin, 4 transgelin (SM22-c).
b PCA assay of BMSCs
compared to skin fibroblasts.
Clotting times were analyzed in
comparison with serial dilutions
of a recombinant lipid human !
TF protein (Diagnostica Stago) 4
and PCA is expressed as

; . £
picogram per microgram 2
of protein o 3
o 2
o
2 2
[+
a 15
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05
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hematoxylin-eosin staining (Fig. 6b). Mesenchymal cell
synthesized extracellular matrix, including both collagen
(Fig. 6¢) and small amounts of elastin (Fig. 6d). The major-
ity of these cells were x-actin-positive (Fig. 6¢).

Discussion

In the present study, we demonstrated the feasibility of in
vivo percutaneous seeding of autologous BMSCs in a model
of elastase-induced carotid saccular aneurysm. We docu-
mented a biological effect illustrated by endoluminal throm-
bus cell colonization after BMSC endovascular grafting.
The model used in this study (i.e., elastase-induced ca-
rotid aneurysm) has been widely applied as a preclinical
model for evaluation of endovascular devices. This aneu-
rysm model is similar to human aneurysms histologically,
morphologically, and hemodynamically [10, 39] and is a
simple and accessible model to use in the laboratory.
Vascular smooth muscle cells and fibroblasts have al-
ready been used in cell therapy for aneurysms, but to the
best of our knowledge seeding of BMSCs has not been
reported [19, 32]. Both normal and genetically-modified
VSMCs have been shown to prevent aneurysm rupture [2,
16]. However, in these studies, syngenic cell seeding was
used, allowing for use of large numbers of VSMCs pooled
from different animals, a technique which is likely to mount

— f—

Stromal cells  Skin fibroblasts B

an immune response against transplanted cells [31] in non-
syngenic animals or in humans. Autologous VSMCs are not
easy to harvest in humans and require numerous surgical
samples of arteries or veins, to subsequently extract cells.
Moreover, in vitro growth of mature VSMC is low as
compared to BMSCs, limiting their clinical use.

We chose to use BMSCs since they are easily harvested
in large quantities, even in humans, using the minimally
invasive procedure of bone marrow aspiration. It was pos-
sible to conduct autologous cell seeding with specificities
required for regenerative cell therapy BMSCs have the
potential to adhere and to differentiate into mesenchymal
cells with the faculty for tensegrity [ 18] after adhesion, since
they express actin, and to synthesize extracellular matrix
proteins, mainly collagens [13]. Expression of integrin (31
on BMSCs provides evidence of their ability to adhere to the
extracellular matrix. BMSCs have also the potential to dif-
ferentiate into vascular cells such as myofibroblasts and may
participate in arterial wall consolidation. Finally, BMSCs do
penetrate into the intraluminal thrombus as illustrated by
positive Hoechst fluorostaining. As opposed to fibroblasts,
BMSCs poorly express TF and are devoid of important
procoagulant activity, limiting thrombus formation and em-
bolic risk. This feature of BMSCs may be critical to reduce
aneurysm risk through limited pathogenic effect of the intra-
luminal thrombus exerted via platelet activation, fibrin for-
mation, and binding of plasminogen and its activators. The
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Fig. 3 Reduction of aneurysm
size after BMSC endovascular
grafting. Digital angiograms of
the carotid elastase-induced
aneurysm before (a) and

2 weeks after (b) endovascular
autologous BMSC grafting. ¢
Box-plot showing luminal area
reduction 2 weeks after BMSCs
grafting as compared to
aneurysms incubated with
DMEM alone, p<0.05. Results
represent the means of six
controls and seven BMSC-
treated aneurysms

p=0.01

DMEM alone

Fig. 4 Representative aspects
of untreated elastase-induced
aneurysms. a Global aspect
with intraluminal thrombus
(indicated by asterisk: Picro-
Orcein staining, Hamamatsu
nanozoomer), b Fragmentation
of elastic laminae indicated by
arrows (x20), ¢ absence of «-
actin staining of the thrombus
(RBC red blood cells)

DMEM+BMSCs C
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Fig. 5 Representative aspect
of stabilized aneurysms after
BMSC grafting. a Global cross-
sectional view (Picro-Orcein
staining, Hamamatsu
nanozoomer). b Intimal
proliferation of a-actin-positive
mesenchymal cells. ¢ Producing
elastin matrix (orcein), d
collagen (Sirius red), and e
Hoechst positive

Fig. 6 Representative aspect
of an intraluminal occlusive
thrombus colonized by BMSCs.
a Global aspect (H&E), b
proliferation of mesenchymal
cells in the thrombus (H&E)), ¢
presence of newly synthesized
collagen (Sirius red) (c), and
elastin (orcein) (d), and e x-
actin-positive cells
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latter may be responsible for the trapping of erythrocytes
and neutrophils, leading to oxidative and proteolytic injury
of the arterial wall as described in AAA [14, 25]. Therefore
BMSC seeding and colonization of the luminal thrombus
may potentially decrease its pathogenic effect and promote
aneurysm healing [15].

Finally, BMSC grafting in elastase-induced carotid
aneurysms was associated with aneurysmal size reduction,
in favor of efficacy for the treatment of aneurysms. The
presence of intimal cell hyperplasia suggests a mechanism
of arterial wall healing. Intimal hyperplasia was reported to
be associated with aneurysm repair in the setting of VSMC
seeding in a venous canine aneurysm model [32] or with
fibroblasts in a venous pouch aneurysm model in rabbits
[19]. In aortic aneurysm, VSMC-seeded aneurysms are
richer in collagen and lined with an endothelium without
thrombus [2]. Similar findings were observed in this study
after autologous mesenchymal stem cell grafting, but with-
out any further thrombus formation, inflammation, and
loose connective tissue formation, as commonly observed
in rabbit elastase-induced aneurysm models after platinum
coil [11] .

Limitations of the study The elastase-induced aneurysm
model used in this study is only a model for aneurysm
growth but not for rupture and we cannot assure that BMSC
endovascular grafting prevents rupture, even if aneurysm
shrinkage and thrombus colonization represent favorable
prognostic factors [26, 14]. As in rats, the elastase model
of aneurysm conserves its ability to spontaneously evolve
toward healing by mesenchymal cell recolonization, there-
fore explaining the absence of secondary rupture. It is why
we developed a model of weak bacterial pathogen contam-
ination of the thrombus, in which the healing process did not
take place [12]. Concerns also include the risk of harming
cells by trafficking through the catheter lumen, but previous
studies have shown that efficient transmicrocatheter deliv-
ery of cells can be achieved [1, 23]. Furthermore, in this
study, we did not evaluate the proportion of cells that had
effectively been grafted into the aneurysm or the risk of
embolization in other territories after balloon deflation.
One of the possible risks of endovascular delivery of cells
for the treatment of intracranial is the risk of ischemic stroke
due to cells trafficking after balloon deflation. In our experi-
ments in aneurysms located on the right subclavian arteries
in rabbits, the ischemic risk could have been in the vessels
of the right anterior arms. One of the limits of our study is
that we did not perform a systemic analyze of the right
anterior arm of the treated rabbits to detect fluorescent
BMSCs but we did not observed clinically detectable patent
ischemic lesions. On the contrary, we observed biological
and morphological effects with cell colonization of the
thrombus and decreased aneurysm size. BMSCs are poorly
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procoagulant, a property, which could be an advantage in
case of cell mobilization.

In conclusion, findings of this study support that autolo-
gous mesenchymal stem cells are good candidates for cell
therapy in cerebral aneurysms. Further studies are required
to fully appreciate the utility of BMSC seeding in aneur-
ysms in combination or not with coiling or other devices.
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b. Cellules souches mésenchymateuses autologues dans des microbilles

Ces travaux ont été réalisés au cours de mon Master 2 (Année universitaire 2010-
2011, Institut Galilée - Université Paris 13 - Chimie, Ingénierie de la santé, Biomatériaux)
dans [’Unité INSERM Ul148 (Hopital Bichat) sous la direction des Professeurs Mikael
MAZIGHI et Didier LETOURNEUR.

Nous avons vu I’intérét de 1’administration de CSM dans le sac anévrysmal pour
favoriser sa cicatrisation. Cependant, malgré I’administration des cellules sous protection de
I’inflation d’un ballonnet au collet de I’anévrysme pendant 20 minutes, une des limites
principales de I’approche est le faible taux de cellules greffées a la paroi anévrysmale étant

1°%4% e but de ce travail

donné qu’elles sont éliminées par le flux sanguin intra-anévrysma
¢tait de développer des vecteurs biocompatibles capables de transporter des cellules,
administrables par voie endovasculaire, et avec une affinité importante pour le thrombus
intra-anévrysmal afin de favoriser leur ancrage au niveau du site pathologique. Afin
d'optimiser la thérapie cellulaire par voie endovasculaire nous avons utilisé une
approche d’ingénierie tissulaire avec des microbilles comme vecteurs de la thérapie
cellulaire.

Afin d’optimiser la greffe cellulaire dans le sac anévrysmal, nous avons envisagé
d’utiliser I’ingénierie tissulaire en incorporant les cellules dans des vecteurs, capables de
transporter les cellules en grande quantité et également d’adhérer aux parois de I’anévrysme.
Nous avons pour cela développé des vecteurs de cellules. Nous avons utilisé les compétences
du laboratoire pour la confection de matrices poreuses en polysaccharides développées sous

497, 498
forme de plaques™ "

, et avons décliné ces protocoles pour la confection de microbilles
poreuses. Nous avons également renforcé 1’adhérence de ces vecteurs dans I’anévrysme par
I’expression a leur surface de fucoidane, un polysaccharide présentant une forte affinité pour
la P-sélectine plaquettaire **>°. Ainsi, nous avons développé un outil d’ingénierie tissulaire,
administrable par voie intra-artérielle, sous forme de microbilles poreuses capables de
vectoriser des cellules et de s’ancrer dans un anévrysme par son interaction avec le thrombus
intra-anévrysmal.

Le protocole de fabrication de matrices poreuses biodégrables précédemment

%8 a été modifié afin d’obtenir des microbilles

, , , . . 4
développé et breveté au sein du laboratoire
adaptées a I’indication du traitement endovasculaire des anévrysmes par ingénierie tissulaire.

Briévement, ces microbilles étaient constituées de polysaccharides, polymeres glucidiques
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d’origine végétale. De nombreux polysaccharides sont utilisés dans le domaine médical et
alimentaire. Nous avions utilisé un mélange de Dextrane (Sigma, 500 000 g/mol) et Pullulane
(Hayashibara, M=200 000 g/mol). Afin de potentialiser 1’adhésion de ces vecteurs dans
I’anévrysme nous avons ajouté au mélange Pullulane-Dextrane, un troisiéme polysaccharide,
le Fucoidane (Sigma, Fucoidan from Fucus vesiculosus, M= 57 000 g/mol), qui présente une

499, 500

forte affinit¢ pour la P-sélectine plaquettaire , et permet donc aux billes de se lier

fortement au thrombus intra-anévrysmal. Le fucoidane est un polysaccharide provenant

501, 502 00,

. . r : 5
principalement des algues brunes , avec lequel notre groupe a une longue expérience

303.39% (plus de 15 publications internationales, et plusieurs brevets). Afin de réticuler ces
différents polysaccharides entre eux, nous avons utilis¢ le trisodium trimétaphosphate
(STMP) pour créer des ponts entres les unités hydroxyles des chaines polysaccharidiques. Les
microbilles ont ét¢ marquées au FITC (vert) afin de pouvoir les visualiser au microscope a
fluorescence. Enfin, dans le but d’obtenir des biomatériaux poreux, nous avons ajouté du
NaCl comme agent porogeéne lors de la préparation de I’hydrogel. Le protocole de préparation
des microbilles a fait I’objet d’une demande d’extension de protection par dépot de brevets a
I’international. Une fois lavées et calibrées, les microbilles obtenues ont été lyophilisées
(Lyophilisateur PILPA V3.0, Cryotec®). Au cours de ces travaux, nous avons développé
différents types de billes pour la vectorisation de CSM en fonction de leur taille, de leur
porosité, du pourcentage de fucoidane présent dans les billes et de 1’ajout ou non de protéines
utilisées dans leur fabrication. Les billes que nous avons sélectionnées pour I’ensemencement
des cellules avaient un diametre compris entre 300 a 500 pum.

Dans cette étude nous avons utilis¢ des CSM autologues chez le lapin comme

" iy 158
précédemment décrit

. Aprés marquage a la PKH-26 (rouge), les CSM de lapin ont été
insérées dans les microbilles poreuses lyophilisées par absorption. Deux a trois millions de
cellules (soit 3 flacons de culture de 75 cm?) ont été incorporées dans 4 mg de microbilles

(Figure 17).
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Magn' Dét ——| 584m
500x ' SE 4

Figure 17 : Images au microscope confocal de microbilles de 500 pm de pullulane-dextrane avant et
apreés ensemencement de CSM. Les billes sont visualisées en vert par le dextrane-FITC, les cellules sont
visualisées en rouge grace a leur marquage par la PKH-26.

Les microbilles poreuses de polysaccharides chargées en CSM autologues marquées a
la PKH-26 ont ensuite été délivrées par un microcathéter dans 1’anévrysme sous protection
d’un ballon gonflé pendant 5 minutes dans l’artére sous-claviere en regard du collet de
I’anévrysme comme pour la technique du remodeling.

Vingt-quatre heures apres I’ensemencement des microbilles marquées au FITC (vert)
et contenant les CSM autologues marquées a la PKH-26 (rouge), le segment anévrysmal a été
prélevé et congelé. Les coupes histologiques transversales d’artéere congelée (9 pum
d’épaisseur) ont été observées au microscope a fluorescence (Nikon) afin d’observer et de
compter les billes visibles en vert ainsi que les cellules contenues a I’intérieur de ces dernicres
et visibles en rouge.

L’objectif était d’obtenir des microbilles poreuses de la plus petite taille possible a
cause du risque ischémique en cas d’embolie distale et également a cause de leur
administration par des cathéters de diametre interne de 800 um. En effet, 1’administration
endovasculaire de microbilles est soumise au risque que les billes ne restent pas en totalité
accrochées au site ou elles ont été administrées et soient responsables d’une ischémie
cérébrale distale par occlusion d’arteéres de petit calibre. Il fallait cependant que ces billes
soient de taille suffisamment importante pour étre capables d’étre chargées en cellules donc
de taille supérieure a 300 um. C’est pourquoi nous avons décidé de sélectionner les billes
ayant un diametre compris entre 300 et 500 pm.

Les résultats observés sur 6 lapins avaient mis en évidence la possibilité de réaliser des
microbilles poreuses capables de vectoriser des cellules dans la Iésion anévrysmale et
administrables par voie endovasculaire a I’aide de matériel utilisé en pratique clinique.

Cependant, malgré une sélection sur leur taille jusqu’a 500 pm, le risque ischémique en cas de
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migration des billes dans la circulation d’aval est une limite qui doit étre évaluée. Une option
envisageable pour maitriser le risque de migration des microbilles dans le sac anévrysmal
serait le déploiement d’un stent a mailles serrées en regard du collet de ’anévrysme.

Les travaux réalisés n’ont pas évalué I’effet thérapeutique, mais il s’agit de travaux
préliminaires dont I’efficacité thérapeutique doit étre confirmée par des analyses histologiques
a des temps précoces pour évaluer la greffe cellulaire et par des analyses a des temps tardifs,
en histologie pour évaluer la re-cellularisation de la média et la réparation de la lame limitante
¢lastique ainsi qu’une évaluation morphologique par imagerie pour mesurer la régression de

I’anévrysme.

Conclusion

Nous avons développé et validé in vivo des vecteurs d’ingénierie tissulaire sous forme
de microbilles capables de transporter des cellules et administrables par voie endovasculaire
avec une affinité spécifique pour le thrombus intra-anévrysmal. Malgré une optimisation
nécessaire pour contrler le risque de migration de ces vecteurs, ces travaux mettent en
¢vidence, dans des modéles d’anévrysmes intracraniens chez le lapin, la possibilité de réaliser
un traitement par ingénierie tissulaire dont I’efficacité thérapeutique doit désormais étre

évaluée.
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c. Cellules souches mésenchymateuses autologues sur des coils

Le traitement endovasculaire des anévrysmes intracraniens présente des limites avec

505, 506

jusqu'a 30% de recanalisation a un an aprés traitement par coiling , conduisant non

seulement a des re-traitements fréquents avec les risques opératoires associés, mais aussi au

476478 Ainsi, il existe une nécessité

risque de rupture si la récurrence n'est pas traitée
d’optimiser le traitement par coils afin de permettre une occlusion compléte et durable des
anévrysmes traités par coils. Le phénoméne de recanalisation par compaction des coils est
particuliérement observé dans les anévrysmes de grande taille ou a collet large" " 8¢ 47207509,
Le fort taux de récidive des anévrysmes traités par coils est probablement di a la nature inerte

des coils de platine®" "

, qui ne parviennent pas a provoquer l'attraction et la prolifération des
cellules circulantes ou locales qui pourraient reconstruire le segment artériel pathologique. La
récidive de l'anévrysme apres traitement endovasculaire est en effet due a la compaction des
coils mais également a un défaut de prolifération des cellules au collet de 1'anévrysme et & un
déficit des protéines de la matrice extracellulaire dans la cavité de l'anévrysme" * 7% ! 312,
Ainsi, la cavité de I'anévrysme est incapable de résister a la contrainte mécanique continue
due aux pulsations artérielles, conduisant a une récidive de l'anévrysme et a une possible
rupture de I'anévrysme.

De nombreuses stratégies ont été proposées pour améliorer les taux d'occlusion des
anévrysmes, notamment la modification des coils avec addition de polymeres, de facteurs de

162,431, 513-521

croissance, ou de cellules . A ce jour, les essais cliniques ont été décevants en ce qui

480-482, 505, 522-530 D'

concerne l'efficacité des coils modifiés autres ¢tudes ont utilisé la thérapie

cellulaire avec des cellules matures et différenciées pour favoriser la guérison des

anévrysmes’™ 717,

Cependant, la thérapie cellulaire avec des cellules matures déja
différenciées ne permet pas que les cellules se différencient dans les autres types cellulaires
normalement présents dans la paroi des vaisseaux sanguins. Idéalement, les cellules qui
recouvrent les coils implantés devraient posséder la capacité de se différencier en cellules
endothéliales capables de former une couche confluente de cellules endothéliales au collet de
l'anévrysme et les cellules qui se trouvent a I’intérieur du sac anévrysmal devraient posséder
la capacit¢ de se différencier en cellules mésenchymateuses permettant la synthése de

158,

collagéne™ "* . Du point de vue biologique, les cellules souches mésenchymateuses

représentent un type cellulaire idéal pour recoloniser les anévrysmes intracraniens car elles
possédent I’ensemble de ces propriétés'*® 1% 160164,
Afin d'étudier 'effet de I’ensemencement de CSM autologues sur la cicatrisation des

anévrysmes, nous avons réalisé une étude cas-témoin comparant la cicatrisation d’anévrysmes
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traités avec des coils recouverts de CSM autologues a des anévrysmes traités avec des coils
nus dans le modéle d'anévrysme induit a I'¢lastase chez le lapin. Le but de cette étude était
de déterminer si des cellules souches autologues pourraient améliorer la réponse de
cicatrisation d’anévrysmes expérimentaux traités par coils.

Nous avons pour cela utilisé dans le modele d’anévrysme chez le lapin des CSM
autologues issues de tissu adipeux prélevé au niveau du cou du lapin au moment de la
chirurgie pour la création de 1’anévrysme. Le tissu adipeux contient des adipocytes, cellules
différenciées qui accumulent au sein de leur cytoplasme une énorme gouttelette lipidique, des
cellules d’aspect fibroblastique (parmi lesquelles se trouvent les CSM), des capillaires
sanguins, des terminaisons nerveuses, du tissu conjonctif et des macrophages. La séparation
des cellules du tissu adipeux par digestion enzymatique a la collagénase permet d’isoler
facilement les adipocytes (fraction cellulaire qui flotte en milieu liquide) du reste des cellules
appelé fraction stroma-vasculaire (SVF). La SVF représente la population cellulaire trés
hétérogene entourant les adipocytes dans le tissu gras. Placées en milieu de culture, certaines
cellules de la SVF vont adhérer au support de culture, proliférer et donner lieu en quelques

jours en une population cellulaire plus homogeéne de MSC adipocytaires (Figure 18).

l

S Adipocytes r N
digestion
enzymatique| culture
Tissu adipeux SVF ADSC

Figure 18 : Extraction des CSM adipocytaires (ADSC) a partir de tissu adipeux.

Image extraite de la thése de B. Léobon®

Article 7 : Rouchaud A, Brinjikji W, Dai D, Ding YH, Gunderson T,
Spelle L, Kallmes DF, Kadirvel R. Autologous Adipose-Derived
Mesenchymal Stem Cells Improve Healing Of Coiled Experimental
Saccular Aneurysms: An Angiographic And Histopathological Study. J

Neurointerv Surg. 2017 Jan 11. [Epub ahead of print]

Les parties Méthodes et Résultats sont présentées dans le PDF de [’article.

132



Cette étude démontre que ’apport de CSM autologues attachées a des coils de
platine améliore D’endothélialisation au collet de 1'anévrysme et augmente la
cicatrisation du sac anévrysmal. Ainsi, ’ensemencement ex vivo de cellules souches sur
des coils standards peut améliorer la cicatrisation biologique des anévrysmes.

Cependant, les résultats angiographiques étaient meilleurs chez les témoins (traités par
coils standards) que dans les anévrysmes traités avec les coils portant les CSM autologues. Il
est possible que la fibrose induite par les cellules implantées puisse provoquer une rétraction
importante des coils, favorisant leur compaction.

De précédentes études avaient utilisé la thérapie cellulaire avec des cellules matures
différenciées pour promouvoir la guérison des anévrysmes™ ">’ Cependant, contrairement
aux résultats de notre étude, aucune de ces études n'avait permis de montrer a la fois un
bénéfice sur la cicatrisation endothéliale au collet de ’anévrysme et en méme temps sur la
cicatrisation du sac anévrysmal lui-méme. Certains auteurs ont démontré que les fibroblastes
améliorent la fibrose intra-sacculaire mais n'ont aucun impact sur l'endothélialisation ni sur la

formation de néo-intima au collet!®* 153 155 156

. De plus, les fibroblastes ont une activité
procoagulante importante en raison de I'expression intense du facteur tissulaire'.
Contrairement aux fibroblastes, les cellules souches mésenchymateuses, extraites a partir du
tissu adipeux comme dans cette étude ou de la moelle osseuse, expriment peu le facteur
tissulaire et sont donc dépourvues d'activité procoagulante, limitant ainsi la formation de

thrombus'*®. D'autres équipes ont utilisé des cellules musculaires lisses délivrées directement

1 150 1 149

dans l'anévrysme. Raymond et al.””" et Marbacher et al."” ont observé une néo-intima plus
épaisse apres implantation de cellules musculaires lisses, mais n'ont observé aucune
différence sur la fibrose ou I’endothélialisation avec cette technique. De méme, les études
ayant utilisé des cellules progénitrices ont montré leur capacité de former des monocouches
confluentes de cellules endothéliales avec une sous-couche de neointima, mais sans aucun
effet sur la guérison du sac anévrysmal lui-méme'*" .

Ces ¢études précédentes confirment que I’implantation de cellules différenciées ne
permet pas leur différenciation en d'autres types cellulaires normalement présents dans la
paroi des vaisseaux sanguins. Idéalement, les cellules qui recouvrent les coils et qui se
retrouvent positionnées au collet se différencieront en cellules endothéliales artérielles et
celles qui se retrouvent localisées plus profondément dans le sac anévrysmal deviendraient
des cellules musculaires lisses™ "** ', Du point de vue biologique, les CSM représentent un

type cellulaire idéal pour recoloniser les anévrysmes cérébraux grace a leur potentiel de
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différenciation en différents types cellulaires en fonction de leur environnement spécifique'**
138160163 Bien que la méthodologie utilisée dans notre étude ne permette pas de différencier
histologiquement les cellules implantées par rapport aux cellules recrutées, des études
antérieures ont démontré que des CSM transplantées pouvaient se différencier in vivo dans les
phénotypes spécifiques de cellules endommagées sous l'influence de facteurs locaux exprimeés
dans le site hote™' ™. Dans des conditions de flux laminaire, la contrainte de cisaillement
induit la différenciation des cellules souches mésenchymateuses en cellules endothéliales, de
sorte que les cellules qui bordent le collet de l'anévrysme vont se différencier
préférentiellement en cellules endothéliales™ >, C’est ce qui a été observé dans notre étude
avec la présence d’un endothélium continu et d’une néo-intima plus épaisse au niveau du
collet des anévrysmes ayant recu les coils portant les cellules souches, comparativement aux
anévrysmes traités par coils nus. De plus, le sac intra-anévrysmal étant riche en plaquettes,
cela stimule la différenciation des cellules souches mésenchymateuse en cellules musculaires
lisses™. Ceci a également été observé dans notre étude avec une plus grande quantité de
cellules musculaires lisses dans les anévrysmes ayant recu les coils recouverts de CSM
autologues. Les cellules musculaires lisses de phénotype synthétique présentes a 1’intérieur de
la cavité anévrysmale sont ensuite responsables de la production de collagéne aboutissant a la
fibrose et a la cicatrisation de la 1ésion.

D’autres études avaient utilis¢é des CSM démontrant leur intérét dans la promotion de
la cicatrisation des anévrysmes intracraniens'® '** *2 Comme décrit précédemment, nous
avions dans une autre étude utilisé des cellules souches mésenchymateuses provenant de la
moelle osseuse, directement administrées dans I'anévrysme par voie endovasculaire mais sans
support permettant de les maintenir en position intra-anévrysmale. Des résultats satisfaisants
avaient ¢été¢ obtenus concernant la réduction de la taille des anévrysmes et la cicatrisation
histologique, cependant avec cette approche nous avions eu un faible rendement des cellules
effectivement fixées dans le sac anévrysmal en raison de l'absence de support pour les
maintenir & l'intérieur de l'anévrysme'®. Récemment, Adibi et al. ont publié une série de 3
lapins traités par coiling combiné a 1’administration intra-anévrysmale de cellules souches
mésenchymateuses de moelle osseuse allogéniques administrées juste aprés 1’implantation du

164 , o . . . . . 164
1™, Ils ont observé une amélioration significative des scores histologiques .

premier coi
Cependant, ils ont utilisé des cellules allogéniques, sans impact délétere rapporté chez les
lapins, mais cette greffe de cellules allogéniques est trés fortement susceptible de provoquer
un rejet immunitaire contre les cellules transplantées chez d'autres animaux et notamment

537
chez 'homme™".
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Dans notre étude nous n’avons étudié¢ qu’un seul délai (1 mois) et qu’une seule dose
de cellules (5.10°) et il est possible que les observations seraient différentes a un délai ou avec
une dose de cellules différentes.

A notre connaissance, cette ¢étude est la plus grande utilisant des cellules souches
autologues pour le traitement des anévrysmes intracraniens dans une étude expérimentale. En
outre, en dépit de la petite taille de 1'échantillon, I'effet était statistiquement significatif en
faveur des cellules souches pour la guérison histologique et incite a la réalisation de nouvelles
études sur un effectif plus important pour évaluer la sécurité et les résultats a long terme.
D'autres études évaluant les résultats a différents moments seraient obligatoires pour évaluer
l'effet des CSM au fil du temps et évaluer la stabilit¢é ou la progression des reliquats
anévrysmaux. Une des principales limites de cette approche avec des cellules souches
autologues est qu’elle n’est pas appropriée pour le traitement aigu des anévrysmes rompus car

cela nécessite du temps pour obtenir une quantité suffisante de cellules pour chaque patient.

Conclusion

Les cellules souches mésenchymateuses autologues attachées a des coils de platine
améliorent significativement la cicatrisation histologique des anévrysmes par rapport aux
coils standard avec une meilleure endothélialisation au collet et une augmentation de la

fibrose et de la matrice de collagéne dans le sac anévrysmal.
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ORIGINAL RESEARCH

Autologous adipose-derived mesenchymal stem cells
improve healing of coiled experimental saccular
aneurysms: an angiographic and histopathological

study

Aymeric Rouchaud, " Waleed Brinjikji,®> Daying Dai,' Yong-Hong Ding,’
Tina Gunderson,* Dana Schroeder,' Laurent Spelle,? David F Kallmes,'

Ramanathan Kadirvel'

ABSTRACT

Purpose Long-term occlusion of coiled aneurysms
frequently fails, probably because of poor intrasaccular
healing and inadequate endothelialization across the
aneurysm neck. The purpose of this study was to determine
if attachment of autologous mesenchymal stem cells (MSCs)
to platinum coils would improve the healing response in an
elastase-induced aneurysm model in rabbits.

Materials and methods With approval from the
institutional animal care and use committee, aneurysms
were created in rabbits and embolized with control
platinum coils (Axium; Medtronic) (n=6) or coils seeded ex
vivo with autologous adipose-tissue MSCs (n=7).
Aneurysmal occlusion after embolization was evaluated at
1 month with angiography. Histological samples were
analyzed by gross imaging and graded on the basis of neck
and dome healing on H&E staining. Fibrosis was evaluated
using a ratio of the total area presenting collagen.
Endothelialization of the neck was quantitatively analyzed
using CD31 immunohistochemistry. % and Student's t-test
were used to compare groups.

Results Healing score (11.5 vs 8.0, p=0.019), fibrosis
ratio (10.3 vs 0.13, p=0.006) and endothelialization

(902 262 um? vs 31 810 um?, p=0.041) were significantly
greater in the MSC group. The MSC group showed marked
cellular proliferation and thrombus organization, with a
continuous membrane bridging the neck of the aneurysm.
Angiographic stable or progressive occlusion rate was
significantly lower in the MSC group (0.00, 95% CI 0.00
to 0.41) compared with controls (0.67, 95% Cl 0.22 to
0.96) (p=0.02).

Conclusions Autologous MSCs attached to platinum
coils significantly improve histological healing, as they
result in improved neck endothelialization and collagen
matrix formation within the aneurysm sac.

INTRODUCTION

Endovascular therapy of intracranial aneurysms is the
gold standard and has supplanted the surgical
approach for many types of aneurysms." However,
numerous clinical studies indicate that up to 30% of
aneurysms recur within 1 year after coiling,” * leading
to frequent retreatment and associated perioperative
risks and risk of hemorrhage if untreated.*™®
Thus, complete and durable aneurysm occlusion fol-
lowing coiling remains an important unmet clinical

need. The recanalization phenomenon attributable to
coil compaction is particularly observed in wide-
necked or large aneurysms.”~'* The recurrence rate of
coiled aneurysms is most likely due to the inert nature
of platinum coils,"* ** which fail to induce attraction
and proliferation of either circulating or resident cells
that might reconstruct the deficient segment of the
vessel wall. Aneurysm recurrence after endovascular
treatment is due to coil compaction, lack of endothe-
lial cell growth across the neck of the aneurysm, and
deficient deposition of extracellular matrix proteins in
the aneurysm cavity.” '3 '*~'® Thus, the aneurysm
cavity remains unable to withstand the ongoing mech-
anical stress from continued arterial pulsation, leading
to aneurysm recurrence and possible rupture.

Many different strategies have been proposed to
improve aneurysm occlusion rates, including modifi-
cation of coils by adding polymers, growth factors,
emitters or cells.'* 2% To date, clinical trials have
been disappointing regarding the efficacy of these
second-generation, modified-coil technologies.” 7~
40 Other studies have used cell therapy with mature
and differentiated cells to promote aneurysm
healing.*'=> However, terminally differentiated,
implanted cells do not differentiate into the other
cell types normally present in the blood vessel wall.
Ideally, the cells lining the implanted coils would
differentiate into arterial endothelial cells, forming a
confluent layer of endothelial cells across the neck
of the aneurysm, and those residing deep in the
endothelial lining would become medial smooth
muscle cells with the formation of collagen. 53 54
From a biological perspective, mesenchymal stem
cells (MSCs) represent an ideal cell type with which
to populate saccular aneurysms,?® 41 33 3558

To study the effect of autologous MSCs on
aneurysm healing, we conducted a case—control
study comparing the healing effects of MSCs on
coils with bare platinum coils in the treatment of
an elastase-induced aneurysm model in rabbits. The
purpose of this study was to determine if attaching
autologous MSCs to platinum coils would improve
the healing response of experimental aneurysms.

MATERIALS AND METHODS
The animal care and use committee at our institu-
tion approved the animal procedures.

BM)
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Aneurysm creation

Elastase-induced saccular aneurysms were created in 13 rabbits
as previously described.’® °° Briefly, under general anesthesia,
the right common carotid artery (RCCA) was exposed and
ligated distally. A 5 F vascular sheath was advanced retrogradely
into the RCCA, and a 3 F Fogarty balloon inflated with iodi-
nated contrast medium was advanced through the sheath to the
level of the origin of the RCCA under fluoroscopic guidance.
Porcine elastase was incubated within the lumen of the RCCA
above the inflated balloon for 20 min, after which the catheter,
balloon and sheath were removed. The RCCA was then ligated
below the arteriotomy. No morbidity or mortality was observed
with aneurysm creation.

Autologous MSC isolation and culture

Adipose tissue was harvested during the aneurysm creation pro-
cedure from the neck of the rabbit. Autologous MSCs were iso-
lated from adipose tissue extracted from the fat of the rabbit
neck. Briefly, adipose tissue was digested with collagenase, then
passed through a 70 um cell strainer (BD Biosciences, San
Diego, California, USA) and incubated in red blood cell lysis
buffer (Sigma-Aldrich). Harvested cells were cultured in a
medium consisting of Dulbecco’s Modified Eagle Medium with
10% fetal bovine serum and 2 mM l-glutamine. Adherent MSCs
were cultured until $x10° cells had been obtained from each
rabbit with about four cell passages for each rabbit. MSC mem-
branes were labeled with fluorescent Dil (Sigma/Aldrich
Chemical Co).

Coil preparation

Axium detachable coils (Medtronic, Irvine, California, USA)
were placed in 15 mL Falcon tubes. An MSC suspension
(1x10° cells/mL) was poured into the Falcon tubes containing
the coils. The tubes were agitated at 300 rpm for 1 hour in an
orbital shaker, and then the coils were cultured in the same
culture medium as previously described and stored in the cell
incubator for 24 hours at 37°C. Cell-seeded coils were then
thoroughly washed with phosphate-buffered saline to exclude
non-adherent cells, and resheathed in the delivery sheath.
Axium coils incubated with culture medium without MSCs
served as controls. Figure 1 illustrates MSCs growing on the coil
24 hours after seeding viewed by scanning electronic micros-
copy (figure 1A) and by fluorescence microscopy after nuclear
staining  (Syto16; Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA) (figure 1B).

To confirm that the resheathing and delivery of the coil
through the microcatheter had not stripped a large proportion
of cells off the coils, we pushed a cell-seeded coil through an
Excel (Target Therapeutics) delivery microcatheter ex vivo and
then flushed the catheter with saline. We measured the number
of non-adherent cells afterwards, which was less than 5% of the
initial number of cells seeded on the coil. The non-adherent
cells were cultured in the culture medium to confirm that the
cells were alive after the resheathing and delivery steps.

Coiling of the experimental aneurysms

Aneurysms were treated 3 weeks after their creation.®’ Under
general anesthesia, a 5 F catheter was advanced from the right
common femoral artery into the brachiocephalic artery. Using
the coaxial technique, an Excel microcatheter was advanced
into the aneurysm. Aneurysms were embolized with Axium coils
without MSCs (control group, n=6) or Axium coils carrying
autologous MSCs (test group, n=7). After embolization, a final

control DSA was performed. A blinded reader with 20 years of
experience estimated aneurysm occlusion and packing density
with the Angiocalc tool (http:/www.angiocalc.com).

Follow-up

Control DSA was performed 4 weeks after coiling via the left
auricularis rostralis artery under general anesthesia. All angio-
grams at death were compared with immediate post-treatment
angiograms and assessed for any increase or decrease in contrast
filling of the aneurysms. Aneurysms were assigned to one of
three result groups: stable occlusion (no modification between
immediate post-treatment and 4-week angiograms), progressive
occlusion (decrease in aneurysm opacification between immedi-
ate post-treatment and 4-week angiograms), or coil compaction
(increase in aneurysm opacification between immediate post-
treatment and 4-week angiograms). Angiography results are
expressed as the proportion of aneurysms demonstrating stable
or progressive occlusion comparing immediate post-coiling and
follow-up results. For this evaluation, the reader was blinded to
the treatment group.

Tissue harvest and processing

After follow-up DSA, animals were killed by lethal injection of
pentobarbital. Median sternotomy and pericardiotomy were
performed. The animals were then perfusion-fixed with 10%
buffered formalin for 10 min followed by flushing with hepari-
nized saline for 5 min. The coiled aneurysm was then harvested
and immersed in Tris-buffered saline (TBS). Under a dissection
microscope (Leica MZ 125), the parent artery was cut longitu-
dinally to expose the neck orifice for gross inspection to evalu-
ate tissue growth at the neck; the sample was then
photographed using the MicroPublisher 5.0 RTV camera
attached to the dissection microscope. After photography, the
sample was fixed in 10% formalin for 2 hours for further whole
tissue mount staining.

Whole-mount en face immunostaining

Details of the procedure are described in a previous study.®>
Briefly, after the macrophotographs were taken, the aneurysms
were fixed in 10% neutral buffered formalin and then washed
with TBS; they were then incubated with 5% normal donkey
serum in 0.3% Tween in TBS. The samples were then incubated
with primary antibodies against CD31 (1:30; Dako,
Carpentaria, California, USA) or smooth muscle actin (1:200;
Dako) at 4°C. Specific binding was visualized using a secondary
antibody Cy3 or fluorescein isothiocyanate-conjugated IgG
(1:200; Jackson Immuno Research, West Grove, Pennsylvania,
USA). Sytox green (1:1000; Life Technologies, Grand Island,
New York, New York, USA) served as a nuclear counterstain to
identify inflammatory cells.

Histological analysis

Tissues were embedded in paraffin and then sectioned at
1000 um. Metallic coil fragments were gently removed with dis-
section forceps under a dissecting microscope. Paraffin sections
were then re-embedded in paraffin blocks and sectioned at 4 um
intervals. Mounted sections were stained with either H&E for
conventional histopathological evaluation or Masson Trichrome
stain for collagen deposition. Sections were viewed by two
blinded and independent reviewers paying particular attention
to the thickness of the cell layer across the neck of the aneur-
ysms and the cellularity within the aneurysm dome. To evaluate
histological healing, we used an ordinal grading classification,
described in a previous report.®® Briefly, neck healing score was
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Figure 1  Platinum coils seeded with
adipose-derived autologous
mesenchymal stem cells (MSCs).

(A) Scanning electron microscopic
image showing coil seeded with MSCs.
(B) Confocal microscopic image of
MSCs seeded on the coil surface,
stained with nuclear stain Syto16
(green).

LI L
/ 15.9mm x180 SE(M) 1/21/2011 10:11

calculated on the basis of tissue coverage, the score for coil
microcompaction at the neck was based on the shape of the coil
holes across the neck, and the healing characteristic score in the
dome was categorized on the basis of the density of cellular
infiltration and area of organized tissue, by using an image ana-
lysis technique based on Photoshop software (Adobe Systems,
San Jose, California, USA). These scores used for the ordinal
grading classification (neck average, microcompaction and
healing) were combined to obtain a total score representative of
the aneurysm’s healing. The degree of inflammation was defined
and scored as: 0, no inflammatory cell infiltration; 1, mild,
scant, scattered inflammatory cell infiltration; 2, moderate,
patchy inflammatory cell infiltration; 3, marked, attenuated,
diffuse inflammatory cell infiltration.*”

Neck endothelialization at the level of the aneurysm

For endothelialization analysis, we used whole-mount en face
immunostaining with primary antibodies against CD31. We
quantitatively analyzed the endothelialization of the neck area
with measurement of the CD31-positive field viewed from the
neck orifice.

Analysis of collagen deposition

We quantitatively analyzed collagen deposition or fibrosis identi-
fied with Masson Trichrome staining using an image analysis
technique based on Photoshop software.*” A fibrosis ratio—the
total area of fibrosis within the aneurysmal cavity and neck
divided by the total area of the aneurysmal cavity and neck—
was calculated for each aneurysm.

Immunohistochemistry

Sections were stained immunohistochemically®® for immunos-
tained RAM-11 (1:50, for rabbit; Dako, Carpentaria,
California, USA). RAM-11 is a macrophage-specific monoclonal
antibody®® used to detect inflammation in the aneurysm dome.

Statistical analysis

Wilcoxon rank-sum tests were performed to compare geom-
etries and packing density between groups. Differences in histo-
logical findings between groups were assessed using the
between-group Wilcoxon rank-sum test. Results are expressed as
median and interquartiles (25th and 75th). For DSA outcomes,
groups were compared using Fisher’s exact test and reported
with exact Klopper-Pearson 95% Cls. Statistical significance was
set at p<0.05.

1 1
300um

RESULTS

Seeding of autologous MSCs on Axium coils

Diffuse, confluent cell growth on the coil’s surface and between
coil loops was obtained after 24 hours of seeding, which was
confirmed by scanning electron microscopy and fluorescence
microscopy (figure 1).

Angiographic findings

There were no significant differences in aneurysm neck size
(p=0.69), aneurysm width (p=0.37), and aneurysm height
(p=0.64) between groups. Packing density was significantly dif-
ferent between groups, with median (IQR) of 22.5% (18.8-
24.8%) for the control group and 30.0% (25.0-34.0%) for the
MSC group (p=0.01).

All the aneurysms in the MSC group had coil compaction at
follow-up with neck recurrences, whereas there were two cases
of coil compaction, three stable total occlusions and one pro-
gressive total occlusion in the control group. The stable or pro-
gressive occlusion rate was significantly lower in the MSC group
(0.00, 95% CI 0.00 to 0.41) than in the control group (0.67,
95% CI 0.22 to 0.96) (p=0.02).

Qualitative histology

Gross microscopy showed the coil loops at the neck orifice were
bare with no membranous tissue covering (figure 2B) in the
control group; no endothelialization on the coil surface was
observed with CD31 immunostaining (figure 2C). In the MSC
group, the coil loops that crossed the neck orifice were covered
with transparent and translucent membranous tissue (figure 3B);
this membranous tissue was lined with a layer of CD31-positive
cells (figure 3C), indicating endothelialization on the coil
surface.

Microscopy showed six of six aneurysms in the control group
with a large neck remnant and poorly organized thrombus
crossing the neck interface (figure 2D), loose connective tissue
associated with scattered macrophages and thin extracellular
matrix filling the aneurysm dome, and a small amount of colla-
gen deposition (figure 2D-F). In contrast, in the MSC group,
microscopy showed endothelium-lined, thin and thick neoin-
tima completely covering the neck interface (figure 3D). Denser
connective tissue associated with diffuse macrophage infiltration,
thick extracellular matrix and collagen deposit in the aneurys-
mal cavity was also observed in the MSC group (figure 3D-F).
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Figure 2 A set of representative
images of a single aneurysm packed
with Axium coils without mesenchymal
stem cells (MSCs) (control group).

(A) Angiograms show stability of the
aneurysm occlusion between the
immediate post-treatment and
1-month follow-up angiograms.

(B) Macrophotograph of the neck
orifice shows that the coil loops
crossing the neck orifice are bare
(original magnification 3.2x).

(C) Whole tissue mount staining
(antibody for CD31) shows there are
no CD31+ cells on the coil surface at
the neck orifice (water lens, original
magnification 20x).

(D) Microphotograph shows poorly
organized thrombus at the neck
interface; loose connective tissue with
thin extracellular matrix in the dome
(H&E, original magnification 12.5x).
Higher magpnification (40x) is provided
for the blue square area. (E) Masson
Trichrome staining shows that the
aneurysm barely has any collagen
deposit within the cavity (Masson
Trichrome, original magnification,

12.5%) (F) RAM-11 immunostaining
shows a few scattered macrophages
within the dome tissue
(immunohistochemistry, original
magnification 25x).

Histological scoring

The MSC group had a significantly higher inflammation score
than the control group (mean (range) 3.0 (3.0-3.0) vs 2.0 (2.0-
2.0), p<0.01) indicating a larger number of multinuclear giant
cells and macrophages. Overall, the total histological healing
score was significantly higher in the MSC group (11.5 (11.0 to
12.0)) than the control group (8.0 (6.25 to 9.0)) (p=0.019).

Quantitative analysis of aneurysm fibrosis

Quantitative analysis of aneurysm fibrosis based on evaluation
of collagen®® in the aneurysm cavity demonstrated a significantly
higher fibrosis ratio in the MSC group (10.3 (IQR 7.98-28.3))
than in the control group (0.13 (IQR 0.055-0.272)) (p=0.006).

Quantitative analysis of coil endothelialization at the level

of the aneurysm neck

There was significantly greater endothelialization of the aneur-
ysm neck in the MSC group (902262 um* (IQR 608 991-1
799 849)) than in the controls (31810 um> (IQR 14 106
397 315)) (p=0.041).

DISCUSSION

This study demonstrated that autologous MSCs attached to plat-
inum coils improved endothelial cell growth across the neck of
the aneurysm and increased fibrosis within the aneurysm sac.
Thus, ex vivo loading of standard coils can achieve improved
biological healing of aneurysm cavities.

4 Rouchaud A, et al. J Neurolntervent Surg 2017;0:1-8. doi:10.1136/neurintsurg-2016-012867
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Figure 3 A set of representative images of a single aneurysm packed with Axium coils with seeded autologous mesenchymal stem cells (MSCs)
(MSC group). (A) Angiograms show stability of the aneurysm occlusion between the immediate post-treatment and 1-month follow-up angiograms.
(B) Macrophotograph of the neck orifice shows that the coil loops at the neck orifice are almost completely covered with white, translucent and
transparent membranous tissue (original magnification 6.3x). (C) Whole tissue mount staining (antibody for CD31) shows a single layer of confluent
CD31+ cells on the coil loop at the neck orifice (water lens, original magnification 20x). (D) Microphotograph shows that the dome is completely
filled with dense connective tissue; endothelium lined thin and thick neointima completely transverses the entire neck interface. Local, dense
inflammation is also shown at the top of the dome (H&E, original magnification 12.5x). Higher magnification (40x) is provided for the blue square
area. (E) Masson Trichrome staining shows dense packing of collagen deposition in an organized fashion in the aneurysm sac (Masson Trichrome,
original magpnification 100x). (F) RAM-11 immunostaining shows local and diffuse dense macrophages within the dome surrounding the coil struts

(immunohistochemistry, original magnification 25x).

Notably, however, angiographic outcomes were better in con-
trols than in the MSC group. It is possible that the induced
fibrosis from the implanted cells caused retraction of the coils,
favoring coil compaction. Prior to clinical translation therefore
substantial additional preclinical evaluation of ex vivo autolo-
gous MSC implantation is warranted.

Prior studies used therapy with differentiated cells to promote
aneurysm healing.*1> However, none of these studies demon-
strated the improvements in healing responses in both aneurysm
neck and aneurysm sac seen in our study. Some authors demon-
strated that fibroblasts improve intrasaccular fibrosis but have no
impact on endothelialization and neointima formation.*” 8 50 1
Furthermore, fibroblasts have important procoagulant activity
due to intense expression of tissue factor (TF).**> Unlike fibro-
blasts, MSCs, whether from adipose tissue or bone marrow,

express TF poorly and are devoid of procoagulant activity, limit-
ing thrombus formation.’® Other groups used smooth muscle
cells delivered into the aneurysm. Raymond et al* and
Marbacher et al** observed thicker neointima with smooth
muscle cell implantation, but observed no difference in fibrosis
and endothelialization with this technique. Meanwhile, studies
reporting the use of endothelial progenitor cells in preclinical
aneurysm models demonstrated confluent monolayers of endo-
thelial cells with underlying neointima but without effect on
intrasaccular healing.** *°

These previous studies confirm that differentiated implanted
cells do not differentiate into the other cell types normally
present in the blood vessel wall. Ideally, the cells lining the
implanted coils at the neck interface would differentiate into
arterial endothelial cells, and those residing deeper in the
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aneurysm sac would become medial smooth muscle cells.'> 33 54

From a biological perspective, MSCs represent an ideal cell type
with which to populate saccular aneurysms because of their
potential to differentiate into various cell types based on their
specific environment.?® *! %3 357 While our current method-
ology did not allow specific histopathological identification of
implanted versus recruited cells, previous studies have demon-
strated that transplanted MSCs can differentiate into specific
phenotypes of damaged cells in vivo under the influence of
local host factors.®”~®” Under conditions of laminar flow, shear
stress induces MSCs to differentiate into endothelial cells, so the
implanted MSCs lining the neck of the aneurysm preferentially
differentiate into cells lining the arterial wall.”® 7' This was also
observed in the present study using autologous stem cells with
continuous endothelium at the aneurysm necks and thick neoin-
tima, assumed to originate from the implanted autologous
MSCs. Furthermore, the embolized aneurysm cavity is rich in
platelets stimulating MSCs to differentiate into smooth muscle
cell phenotypes;”* this was observed in our study with smooth
muscle cells assumed to originate from the implanted autolo-
gous MSCs. The smooth muscle cells present in the aneurysm
sacs are then responsible for production of the collagen, which
is responsible for fibrosis and wound healing.

Recently published studies demonstrate the benefits of MSCs
in promoting intracranial aneurysm healing.’® ® 7® In the same
elastase model in rabbits, Rouchaud et al*> used autologous
MSCs from bone marrow injected directly into the aneurysm by
an endovascular route through a catheter placed in the aneur-
ysm with no scaffold. Satisfactory results regarding reduction in
aneurysm size and histological healing were obtained in this
study, but the number of cells that effectively attached them-
selves to the aneurysm sac was low because of the absence of a
scaffold to hold them inside the aneurysm. This diminished the
beneficial effect of the MSC therapy and also increased the risk
of cells migrating into the intracranial circulation and causing an
ischemic stroke. Recently, Adibi et al*® published a study of
three rabbits treated with combined endovascular coiling and
intra-aneurysmal allogeneic bone-marrow MSC injection into
the aneurysm immediately after placement of the framing coil.
They observed a significant improvement in histological
scores.”® The authors used allogeneic MSCs with no deleterious
impact in rabbits, but this technique is likely to induce an
immune response against transplanted cells in other animals and
humans.”* Another limitation of this study is the fact that the
authors relied on the framing coil to promote intra-aneurysmal
stasis, thus containing the implanted cells in the aneurysm sac
and avoiding cell migration. Further analysis of this technique is
needed to assess the risk of cell migration and to evaluate the
risk of ischemic stroke.

Limitations

Our study is limited by its small sample size. Another limitation
is that the rabbits were killed at only one time point, making it
impossible to evaluate if the effects were permanent; also it is
possible that the beneficial effects on histological healing
observed with MSCs could appear earlier than 1 month.
Furthermore, only a dose of 5x10° cells was evaluated, which
might not be the appropriate dose. Also, MSCs were not labeled
for in vivo tracking, therefore we cannot determine if the
implanted cells were viable at the time of death or whether the
cells were responsible for the tissue changes noted.
Furthermore, the packing density was significantly different
between the groups, being higher in the MSC group, which may
have biased some of the histological results.

To the best of our knowledge, this study is the largest to use
autologous stem cells for the treatment of intracranial aneur-
ysms in an experimental study. Furthermore, despite the small
sample size, the effect was statistically significant in favor of
MSCs for histological healing, encouraging larger experiments
to evaluate safety and long-term outcomes. Further studies are
required to evaluate outcomes at different time points to deter-
mine the effect of MSCs over time and evaluate the stability or
progression of neck remnants. Also, an autologous approach
with MSCs does not seem to be appropriate for acute treatment
of ruptured aneurysms, since time is needed to produce suffi-
cient cells for each patient. We used a cell dose of 5x10° cells,
which was used in the previous studies by Adibi et al’® and
Rouchaud et al,>® but further studies with different amounts of
cells are needed to determine the appropriate dose-response
efficiency.

CONCLUSION

Autologous MSCs attached to platinum coils significantly
improve histological healing compared with standard coils, with
more endothelial cells across the neck of the aneurysm and col-
lagen matrix within the aneurysm sac. However, these findings
did not correlate with the angiographic findings.
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Supplemental files

Supplemental Table 1. Descriptive statistics for aneurysms geometries and packing density.

Width (mm)
median
QI1,Q3
Height (mm)
median
QI1,Q3
Neck (mm)
median
Q1,Q3
Packing Density (%)

median

Ql, Q3

Control (N=6)

2.8
2.62,3.13

8.35
7.53,9.32

2.9
2.45,3.57

22.5
18.8,24.8

Test (N=7)

2.1,3

8.3
7.9,10.4

2.7
245,3

30
25,34

p value
0.373

0.637

0.690

0.010
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Supplemental Figure 1. Median histology scores for each scoring category and total score. Error bars

represent a bootstrapped (10,000 replicate) 95% confidence interval for the median.
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Supplemental Figure 2. Dotplot of fibrosis ratio. Each dot represents one subject.
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Supplemental Figure 3. Median total area (zm?) of CD31 positive field viewed from neck orifice. Error

bars represent a bootstrapped (10,000 replicate) 95% confidence interval for the median.

Total area of CD31 positive field (umz)

1000000 A
100000 -
_ [ ]
10000 ——
Control MSC
Control (N=6) MSC (N=7) p value
Total Area 0.04113
Median 31810 902262
Ql1,Q3 14106, 397315 608991, 1799849

147



4. Perspectives pour la thérapie cellulaire dans les anévrysmes intracraniens

Comme nous l’avons rappelé, plusieurs modalités de thérapie cellulaire avec des
fibroblastes, des CML, des CPE ou des CSM ont été démontrées comme étant réalisables dans
des études pré-cliniques pour le traitement des anévrysmes intracraniens. Il ressort clairement
des études qui ont été rapportées jusqu'a présent que tous ces types de cellules peuvent jouer
un rdle dans la guérison des anévrysmes intracraniens. Cependant certaines études ont montré
un bénéfice supérieur des CSM par rapport aux CML pour la thérapie cellulaire des
anévrysmes de 1’aorte abdominale®*®.

Nous avons choisi dans les trois options présentées d’utiliser des CSM autologues car
le caractere pluripotent des CSM leur permet de reconstituer aussi bien le stock de CML que
celui des cellules endothéliales. De plus, les CSM possedent un effet paracrine important
notamment pour la régulation de I’expression des métallo-protéases, ce qui constitue un
intérét majeur pour la stabilisation du thrombus intra-anévrysmal et pourrait faire de la
thérapie cellulaire une thérapie adjuvante trés intéressante pour diminuer le risque de rupture
retardée apres traitement par flow-diverter. Enfin, les CSM sont facilement accessibles a un
prélevement pour le transfert & I’homme. Tous ces ¢léments font que les traitements a base de
CSM ont un fort potentiel de transfert clinique d’autant plus qu’elles sont déja largement
utilisées dans d’autres indications. D’importants investissements de 1l'industrie ont permis de
mettre au point une vaste gamme d'infrastructures spécialisées, et des outils tels que des
banques de cellules spécialisées, et des technologies spécialisées de vulgarisation pour les
CSM>*. Ces produits ne sont pas disponibles pour les autres types de cellules notamment les
CML, les fibroblastes ou les CPE.

Afin d’optimiser la thérapie cellulaire, il est désormais nécessaire de réaliser de
nouveaux essais controlés randomisés sur de plus grands effectifs. Aussi, il est nécessaire de
réaliser des essais avec différentes doses de cellules afin de déterminer la quantité optimale de
cellules. Les études précliniques sur la thérapie cellulaire dans les anévrysmes n'ont pas
soulevé de probléme de sécurité jusqu'a présent. Le profil d'innocuité de toute thérapie
cellulaire est affect¢ par de multiples facteurs, y compris le type de cellule, leur source
(autologue, allogénique ou xénogénique), la dose et la méthode d'administration. Parmi les 4
types de cellules qui ont été utilisés dans les études liées aux anévrysmes, les fibroblastes, les
CPE et les CSM ont fait l'objet d'évaluations de sécurité clinique pour d'autres indications,

montrant des résultats positifs. De multiples essais de phase II avec des CPE autologues >***
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n'ont montré aucun événement indésirable majeur. De méme, une méta-analyse sur plus de
1000 patients™* n'a montré aucun effet indésirable pour les thérapies intravasculaires utilisant
des CSM autologues ou allogéniques, a 1'exception d'une fiévre passagere. Enfin, la thérapie
cellulaire utilisant des fibroblastes autologues ou allogéniques, avec des protocoles
d'administration locale sont déja approuvés par la Food and Drug Administration des Etats-
Unis qui a conclu a leur innocuité et a leur efficacité.

Le transfert de cette technologie en pratique clinque nécessitera aussi de définir
clairement les objectifs du traitement. Le scénario qui semblerait le plus facile a intégrer aux
pratiques cliniques est 1’ajout de la thérapie cellulaire concomitante a une procédure clinique
existante et approuvée (coiling, flow-diverter, dispositif intra-sacculaire) pour améliorer son
résultat et réduire I'incidence de récidive. Cependant, la thérapie cellulaire pourrait également
étre considérée a Dl’avenir comme un traitement préventif pour prévenir la formation
d'anévrysmes chez certains patients a risques, ou comme un traitement alternatif aux
traitements endovasculaires actuellement disponibles. La rentabilit¢é économique de ces
stratégies doit également étre une préoccupation importante et 1’analyse du rapport colt-
efficacité¢ des thérapies cellulaires avec un ajustement minimal des pratiques cliniques
actuelles pourrait ouvrir la voie vers les premiers essais cliniques de thérapie cellulaire pour
les anévrysmes intracraniens.

Nous avons présenté trois options utilisant des cellules autologues afin de réduire le
risque de rejet des cellules. Cependant certains considérent que 1’administration de CSM

allogéniques est possible chez I’homme™

. L’option d’une thérapie cellulaire allogénique
pour les anévrysmes intracraniens serait trés utile car elle pourrait étre utilisée en phase aigue
pour les patients qui présentent des anévrysmes rompus, étant donné qu’il n’y a pas de temps
possible pour le prélévement et la culture de cellules autologues pour ces patients. Les
thérapies cellulaires allogéniques sont également moins coliteuses et plus attrayantes pour les
entreprises préparant des cellules a visée thérapeutique.

L'intérét croissant pour le développement de thérapies individualisées, les résultats tres
prometteurs obtenus dans les études pré-cliniques ainsi que les motivations financicres
permettent de réellement penser que la thérapie cellulaire aura une place importante dans un

. . B . Ao 545,546
avenir proche pour le traitement de anévrysmes intracraniens™ ™.
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V- Conclusion et perspectives

Nous avons vu au cours de ces travaux que la genése d’un anévrysme intracranien
n’est pas uniquement due a un effet mécanique direct du flux artériel sur les bifurcations, mais
plus a ses interactions biologiques entre les ¢éléments figurés du sang (collision) ou du
transport transpariétal des protéines plasmatiques (convection). Méme si les conditions
hémodynamiques jouent un rodle initiateur, elles ne sont qu'un élément parmi d’autres
aboutissant a la formation ou a la rupture d’un anévrysme. En plus de ce phénomene
mécanique, plusieurs ¢léments d’ordres biologiques contribuent au développement des lésions
anévrysmales et nous avons vu le rdle majeur joué par le thrombus (caillot) intra-anévrysmal.
En effet, le caillot intra-anévrysmal est le responsable de la progression des anévrysmes vers
la croissance ou la rupture, en étant le site d’activation de nombreuses métalloprotéinases et
serine-protéases capables de dégrader la paroi artérielle en provoquant la perte des cellules
musculaires lisses et la lyse de la matrice extracellulaire. Il est également un site important
d’oxydation en rapport avec le role catalyseur du Fe™ de ’héme des globules rouges et/ou de
la myéloperoxydase des neutrophiles. Cependant, nous avons également vu que le thrombus
du sac anévrysmal est un substrat indispensable a la cicatrisation des anévrysmes apres
traitement endovasculaire. En effet, quelque soit le traitement endovasculaire entrepris, par
coils, flow-diverter ou dispositif intra-sacculaire, le thrombus intrasacculaire est indispensable
pour obtenir une stabilité¢ de I’exclusion anévrysmale. Le thrombus sert dans ce cas de support
a la recolonisation de I’anévrysme par des cellules mésenchymateuses, en particulier au collet,
qui permettront la cicatrisation de 1’anévrysme. Cependant, comme nous ’avons vu dans
certaines situations, le réle thrombus intra-anévrysmal peut étre ambigu, et étre la cause de
I’échec du traitement ou de complications graves telles que les ruptures retardées apres flow-
diverter.

Dans les différents travaux présentés dans cette thése, nous avons pu analyser une
partie des phénoménes biologiques impliqués dans le succes ou 1’échec des traitements que
nous entreprenons. Nous avons au cours de ce travail de theése réalis¢é plusieurs
expérimentations dans le modele d’anévrysme a I’¢lastase chez le lapin afin de mieux
comprendre les mécanismes biologiques mis en jeu par les traitements endovasculaires.
L’analyse de ces phénomenes est indispensable pour comprendre les causes d’échec, mais
aussi afin de développer de nouveaux outils biologiquement actifs pour le traitement des

anévrysmes intracraniens. Nous avons ainsi proposé le développement de stents flow-
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diverters biologiquement actifs grice a leur revétement par un peptide biomimétique
permettant d’accélérer la recolonisation endothéliale et de diminuer [’activation des
polynucléaires.

Parmi les différentes stratégies possibles, nous avons également proposé dans ce
travail trois approches différentes pour une thérapie cellulaire par voie endovasculaire dans le
traitement des anévrysmes intracraniens, utilisant des cellules souches mésenchymateuses
autologues. Dans nos travaux, cette thérapie cellulaire a montré des résultats tres
encourageants en permettant une recolonisation mésenchymateuse du thrombus intra-
anévrysmal et permettant une cicatrisation accélérée de ’anévrysme. La thérapie cellulaire
avec des cellules souches mésenchymateuses autologues est déja utilisée en pratique clinique
dans certaines indications chez I’homme. Les résultats que nous rapportons permettent
d’envisager la thérapie cellulaire dans un futur proche pour le traitement des anévrysmes
intracraniens, soit seule, soit plus probablement en association aux dispositifs métalliques
endovasculaires actuellement disponibles.

L’une des clés pour la stabilité du traitement endovasculaire est d’obtenir un thrombus
intra-anévrysmal qui soit le support d’une recolonisation mésenchymateuse satisfaisante. Une
autre approche serait de favoriser la thrombose du sac anévrysmal tout en diminuant son
activité protéolytique pour la paroi et son activité fibinolytique responsable des phénoménes
de recanalisation secondaire. Dans cet objectif, la vectorisation locale de traitements anti-
fibrinolytiques par les dispositifs endovasculaires eux-mémes, tels que I’acide tranéxamique
(Exacyl) pourrait permettre d’obtenir un thrombus intra-anévrysmal moins fibrinolytique et
servant de support a la cicatrisation.

Au total, le traitement des anévrysmes intracraniens ne peut plus étre basé uniquement
sur des considérations mécaniques. Le développement des futurs dispositifs endovasculaires
devra inclure une dimension biologique pour permettre le développement de thérapies
individualisées et optimiser la cicatrisation compléte des anévrysmes intracriniens.
Cependant, ce changement de stratégie ne peut se faire sans une implication importante de
I’industrie biomédicale et il semble capital que ’ensemble des acteurs soient orientés dans

cette voie.
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RESUME

La genese d’un anévrysme intracranien n’est pas uniquement due a un effet mécanique mais a
un ensemble d’éléments biologiques. Parmi eux, le thrombus intra-anévrysmal a un role majeur car il
est le site d’activation de nombreuses métalloprotéinases et d’une protéolyse importante. Cependant,
le thrombus du sac anévrysmal est également un substrat indispensable a la cicatrisation des
anévrysmes apres traitement endovasculaire car il sert de support a la recolonisation de I’anévrysme
par des cellules mésenchymateuses. Dans les différents travaux présentés dans cette thése, nous avons
pu analyser une partic des phénoménes biologiques impliqués dans le succés ou 1’échec des
traitements endovasculaires. Les travaux présentés sont basés sur des expérimentations dans le modéle
d’anévrysme a 1’élastase chez le lapin et traités par coils, flow-diverters ou dispositifs intra-sacculaires
(WEB). Ces travaux permettent de mieux comprendre les mécanismes biologiques mis en jeu par les
différents traitements endovasculaires. L’analyse de ces phénomeénes est indispensable pour
comprendre les causes d’échec, mais aussi afin de développer de nouveaux outils biologiquement
actifs pour le traitement des anévrysmes intracraniens. Nous proposons ainsi le développement de
stents flow-diverters biologiquement actifs. Nous proposons également trois approches différentes de
thérapie cellulaire par voie endovasculaire, utilisant des cellules souches mésenchymateuses
autologues, permettant une recolonisation du thrombus intra-anévrysmal et une cicatrisation accélérée
de I’anévrysme.

Au total, le traitement des anévrysmes intracraniens ne doit pas étre basé uniquement sur des
considérations mécaniques. Le développement des futurs dispositifs endovasculaires devra inclure une
dimension biologique pour optimiser la cicatrisation compléte des anévrysmes intracraniens.

Mots-Clés : Anévrysme, Thrombus, Cicatrisation, Coils, Flow-Diverter, WEB, Thérapie Cellulaire.

SUMMARY

The genesis of an intracranial aneurysm is not only due to a mechanical effect but to a set of
biological elements. Among them, intra-aneurysmal thrombus plays a major role, as it is the site of
activation of many metalloproteinases and an important site of proteolysis. However, the thrombus of
the aneurysmal sac is also crucial for the healing of the aneurysm after endovascular treatment,
because it serves as a support for the recolonization of the aneurysm by mesenchymal cells. In the
various works presented in this thesis, we analyzed some of the biological phenomena involved in the
success or failure of endovascular treatments. The presented works are based on experiments in the
elastase aneurysm model in the rabbit and treated with coils, flow-diverters or intra-saccular devices.
This work enables to better understand the biological mechanisms involved in the various
endovascular treatments. The analysis of these phenomena is essential to understand the causes of
failure, but also to develop new biologically active devices for the treatment of intracranial aneurysms.
We propose the development of biologically active flow-diverter stents. We also propose three
different approaches of endovascular cell therapy, using autologous mesenchymal stem cells, allowing
recolonization of the intra-aneurysmal thrombus and accelerated healing of the aneurysm.

The treatment of intracranial aneurysms can not be based solely on mechanical considerations.
The development of future endovascular devices should include a biological dimension to improve the
complete healing of intracranial aneurysms.

Key Words : Aneurysm, Thrombus, Healing, Coils, Flow-Diverter, WEB, Stem Cells Therapy.
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