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Einleitung

1 Einleitung

Der Schlaganfall ist eine akute Schadigung des Gehirns durch eine vorlbergehende oder
anhaltende fokale zerebrale Durchblutungsstérung (DIRNAGL et al. 1999). Ein Drittel der
Betroffenen stirbt an den Folgen, was den Schlaganfall zur zweithdufigsten Todesursache
weltweit macht (FEIGIN et al. 2017). Ein weiteres Drittel bleibt dauerhaft behindert,
weswegen der Schlaganfall meist mit erheblichen Einschrankungen fir die Betroffenen
verbunden ist und eine grofe soziookonomische Herausforderung dar stellt
(MOZAFFARIAN et al. 2016). Es werden zwei Arten von Schlaganféllen unterschieden:
der hamorrhagische Schlaganfall und der ischdmische Schlaganfall. Der hdmorrhagische
Schlaganfall entsteht durch das Bersten eines zerebralen Blutgefalles (QURESHI et al. 2009)
und liegt in der westlichen Welt etwa 15 % der Félle zugrunde. Der ischdmische Schlaganfall
ist deutlich haufiger, er reprasentiert 85 % aller Schlaganfalle (KADIR und
BAYRAKTUTAN 2019) und ist Gegenstand der vorliegenden Dissertation. Der
ischamische Schlaganfall entsteht durch einen embolischen oder thrombotischen Verschluss
einer hirnversorgenden Arterie, was zu einem Zusammenbruch der Sauerstoff- und
Glukoseversorgung im betroffenen Hirnareal fiihrt (RINGELSTEIN und NABAVI 2007).

Fur die Therapie des ischdmischen Schlaganfalls stand bis vor kurzem nur eine einzige
zugelassene Methode zur Verfligung: die Fibrinolyse mittels intravendser Gabe von
Alteplase (engl. recombinant tissue plasminogen activator, rtPA). Allerdings hat die
Applikation von rtPA nur dann Aussicht auf Erfolg, wenn sie innerhalb von 4,5 Stunden
nach Einsetzen der Schlaganfallsymptome erfolgt. Dieses enge therapeutische Zeitfenster
und zahlreiche Kontraindikationen, wie eine kirzlich vorausgegangene Operation oder
Koagulationsstérungen (BERKHEMER et al. 2015) fiihren dazu, dass weniger als 12 % der
Patienten diese Therapie erhalten (GUMBINGER et al. 2014). Noch weniger Patienten
profitieren merklich von der Behandlung. Aus diesem Grund sind alternative
Behandlungsmoglichkeiten  dringend  erforderlich.  Derartige  Alternativen  sind
beispielsweise endovaskuldre Verfahren wie die intraarterielle Thrombolyse oder die
mechanische Rekanalisation. Effektivitat und Sicherheit endovaskulérer Verfahren wurden
nachgewiesen, was ab 2015 zu einem Durchbruch in der Therapie akuter Schlaganfélle
fuhrte (BERKHEMER et al. 2015; GOYAL et al. 2015). Endovaskuldre Verfahren
ermoglichen hohere Rekanalisationsraten und weisen ein niedrigeres Risiko fur
nachfolgende H&morrhagien auf als eine intravendse Thrombolyse. Die endovaskulére

mechanische Rekanalisation ermdglicht die rasche Entfernung von Thromben aus grof3en
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Hirngefalien und eine bessere Reperfusion als eine Behandlung mit intravendser rtPA allein
(SAVER et al. 2015). Die Schaffung eines Zugangs flir die mechanische Rekanalisation
sollte spatestens 6 Stunden nach Beginn der Symptome erfolgen (Ringleb & Veltkamp
2015). Allerdings kann das therapeutische Zeitfenster bei ausgewahlten Patienten deutlich
weiter sein. Wichtig fir eine erfolgreiche Therapie ist das Vorhandensein der sogenannten
Penumbra. In der Penumbra ist durch Kollateralisierung eine Restperfusion und damit -
versorgung gewadhrleistet, welche jedoch dauerhaft nicht ausreichend ist. Durch die
Wiederherstellung eines suffizienten Blutflusses kann die Penumbra aber gerettet werden
kann. Patienten, die von einer Rekanalisation profitieren, kdnnen durch ein Missverhaltnis
zwischen der Schwere der Kklinischen Symptome (unverhéltnismaRig grof) und dem
Infarktausmal (klein) (NOGUEIRA et al. 2018) und mit erweiterten Bildgebungsparametern
(STRAKA et al. 2010) identifiziert werden.

Die medikamenttse Neuroprotektion, also der wirkstoffvermittelte Schutz des
Gehirngewebes vor ischamischen Schaden, stellt eine therapeutische Alternative dar, die
auch in Kombination mit Rekanalisationsverfahren eingesetzt werden kann. Unter
neuroprotektiv wirkende Mittel fallen Radikalfanger, Barbiturate, Kalziumkanalblocker,
Antagonisten exzitatorischer Aminosduren und einige Wachstumsfaktoren. Neuroprotektion
kann ebenfalls durch Hypothermie erreicht werden (STAIR 1999). Die therapeutische
Hypothermie wird als die aktuell vielversprechendste Strategie der Neuroprotektion
gehandelt (ANDRESEN et al. 2015). Da eine generelle Hypothermie aber auch zu
Komplikationen fihren kann, ist die Art der Anwendung entscheidend. Die selektive
Hypothermie des Gehirns bietet bei Schlaganfallen die Madoglichkeit, systemische
Nebenwirkungen zu umgehen (SLOTBOOM et al. 2004). Die selektive Hypothermie des
Gehirns ist Uber verschiedene Wege mdglich, z. B. mittels Kihlhelmen (POLI et al. 2013),
intranasalen (COVACIU et al. 2008) oder intraarteriellen Kathetern (CATTANEO et al.
2016). Es sind jedoch noch weitere Untersuchungen erforderlich, um den routineméaf3igen
Einsatz therapeutischer Hypothermie bei Schlaganfallen zu ermdglichen. Fir die Testung
und Etablierung der besonders vielversprechenden endovaskuldren Verfahren sind
GroRtiermodelle notwendig, da nur diese die notwendige Gefaligrole bieten, die zur Testung
endovaskularer Verfahren erforderlich ist.

In dieser Arbeit soll eine systematische Ubersicht tiber verfiigbare GroBtiermodelle des
ischdmischen Schlaganfalls gegeben und ein translationales Anwendungsbeispiel

beschrieben werden.
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2 Literaturtbersicht

2.1 Schlaganfall

Das Gehirn bendtigt fiir einen funktionierenden Stoffwechsel groRe Mengen an Sauerstoff
und Glukose. Es ist fur die Produktion von Adenosintriphosphat (ATP) zur
Energiegewinnung von der oxidativen Phosphorylierung abhdngig (RINGELSTEIN und
NABAVI 2007) und besitzt keine nennenswerten Sauerstoff- oder Glukosereserven. Der
hohe Bedarf erfordert eine kontinuierliche Blutversorgung und damit einen ungestorten
zerebralen Blutfluss. Durch einen ischamischen Schlaganfall, also den Verschluss
gehirnversorgender GefaRe, ist der zerebrale Blutfluss unterbrochen oder zumindest massiv
verringert. In Folge kommt es zu einem Versagen der Energieversorgung. Am schwersten
sind Patienten betroffen, wenn die Versorgungsgebiete mehrerer groRer hirnversorgender
Acrterien gleichzeitig betroffen sind. Jedoch flihrt auch ein isolierter Verschluss der Arteria
cerebri media (ACM, im Englischen als middle cerebral artery occlusion, MCAO
bezeichnet), der Arteria cerebri anterior oder der Arteria cerebri posterior bzw. deren
wichtigster Stdmme zu schweren Schadigungen und Beeintréchtigungen. In etwa der Hélfte
aller Falle ist die ACM betroffen (NG et al. 2007).

Patienten leiden nach einem Schlaganfall hdufig an motorischen Stérungen, wie z. B.
Hemiparesen oder Schluckstorungen, oder auch an sensorischen Beeintréchtigungen, wie z.
B. Gesichtsfeldausfallen oder einseitigen Andasthesien. Aber auch Kommunikations-
storungen, wie z. B. Sprech- und Sprachstérungen bis zum Sprachverlust, sowie
Depressionen als Komplikation des Schlaganfalls erzeugen einen hohen Leidensdruck
(MILLER et al. 2010). Dartiber hinaus ist der Schlaganfall ein massives soziookonomisches
Problem. Die Gesamtkosten pro Uberlebenden eines ischamischen Schlaganfalls wurden auf
18 517 Euro im ersten Jahr geschatzt. 37 % dieser Kosten entfielen auf die Rehabilitation,
wéhrend die ambulante Versorgung in den Folgejahren der Hauptkostenfaktor war.
Projektionen flr den Zeitraum 2006 bis 2025 ergaben um die 2 Millionen neue Félle
ischamischer Schlaganfalle bei Mannern und Frauen und einen Kostenpunkt von 51,5 bzw.
57,1 Milliarden Euro (KOLOMINSKY-RABAS et al. 2006).
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2.1.1 Pathophysiologische Mechanismen

2.1.1.1 Exzitotoxizitat

Durch das Ausbleiben der Versorgung mit Sauerstoff und Glukose bricht insbesondere in
den Neuronen die Energieversorgung in Form von ATP abrupt zusammen. Es kommt
folglich zum Funktionsverlust ATP-abhéangiger lonenkanale, welche zum Aufrechterhalten
des Transmembranpotenzials und damit fir die Depolarisation von Nervenzellen essenziell
sind. Dies wiederum fiihrt zu einem Einstrom von Kalziumionen in die Zellen und zur
Freisetzung von exzitatorischen Aminoséuren wie beispielsweise Glutaminsdure in den
extrazelluldaren Raum (CHERUBINI et al. 2005) (Abbildung 1). Die energieabhé&ngige
Wiederaufnahme von Glutaminsédure aus dem présynaptischen Spalt ist ebenfalls gestort,
wodurch es zu einer Anhdufung von Glutaminsaure im extrazellularen Raum kommt (SHI
et al. 2018). Daraus resultiert die Aktivierung von Glutamat-Rezeptoren wie beispielsweise
a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-Propionséure- (AMPA)- und N-Methyl-D-
Aspartat (NMDA)-Rezeptoren; ein konsekutiver Kalziumeinstrom in Neuronen fihrt
schlieBlich zur Exzitotoxizitat (KHOSHNAM et al. 2017).
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Abbildung 1: Schemaabbildung der pathophysiologischen Mechanismen an und in
einer Nervenzelle im Falle eines ischamischen Schlaganfalles

Versagen der Energieversorgung in Form von Adenosintriphosphat (ATP) fuhrt zur Depolarisation,
Einstrom von Kalziumionen (Ca?*), Freisetzung von Glutaminsaure (Glu) und damit zur Exzitotoxizitat, die
sich auf umliegendes Gewebe ausweiten kann. Die Anh&ufung von Kalzium in den Zellen 16st Mechanismen
aus, die letztendlich zum neuronalen Zelltod flihren. Geschddigte Zellen setzen weiterhin
proinflammatorische Zytokine frei. Dies fuhrt zur Einwanderung von neutrophilen Granulozyten,
Makrophagen und Monozyten. Mikrogliazellen setzen zytotoxische Bestandteile frei. Freie
Sauerstoffradikale, mitochondriales Cytochrom C (Cyt C) und Apoptose-induzierender Faktor (AIF) fiihren
zur Apoptose. Cl(Chlorid), IL-1f (Interleukin 15), Na*(Natrium), TNF-a (Tumornekrosefaktor o), H20O
(Wasser) (selbstgestaltete Abbildung; Bildquelle Neuron: https://deximed.de, Januar 2018)

Die Anhdufung von Kalzium flhrt weiterhin zur Aktivierung von Kalzium-abhéangigen
Enzymen wie Proteasen, Phospolipasen, Endonukleasen, Proteinkinasen und der
Stickstoffmonoxid-Synthase, was letztendlich zum Nervenzelltod fiihrt (RANDALL und
THAYER 1992). Phospholipase A2 und Cyclooxygenase (COX) produzieren freie
Sauerstoffradikale, welche zusétzliche Lipidperoxidation, Membranschadigung,
Entziindung und Apoptose bewirken (DIRNAGL et al. 1999). Zusétzlich kommt es zum
Einstrom von Natrium und Chlorid und osmotisch bedingt nachfolgend von Wasser, was zur
Entstehung eines Gehirnddems fiihrt (STOKUM et al. 2016).
5
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Wichtige Schwellenwerte einer verminderten Durchblutung sind wie folgt definiert: im
ischamischen Kern sinkt der zerebrale Blutfluss auf unter 6 cm® (ml) x 100 g x min™. In
der sogenannten Penumbra liegt der Blutfluss zwischen 7 und 20 cm® x 100 g x min™
(KAUFMANN et al. 1999), es ist also ein Residualblutfluss vorhanden. Der ischdmische
Kern ist irreversibel geschadigt. Das Gewebe der Penumbra (Abbildung 2) kann durch eine
rechtzeitige und ausreichende Wiederherstellung des Blutflusses gerettet werden, wobei eine
funktionelle Erholung ohne morphologische Schaden moglich ist. Gelingt die
Wiederherstellung des Blutflusses jedoch nicht, so wandelt sich die Penumbra innerhalb von
Stunden in voll infarziertes Gewebe um. Die Entstehung von irreversiblen morphologischen
Schéden ist zeitabhdngig (HEISS und ZARO-WEBER 2017). Ziel einer jeden Therapie
sollte es daher sein, moglichst schnell méglichst grolie Anteile der Penumbra zu retten, da

dort sonst ebenfalls irreversible Schaden eintreten.

[150]-H,O-PET diffusionsgewichtetes MRT PET-MRT Fusionsbild

Abbildung 2: Illustration des ischamischen Kerns und der Penumbra

Simultane Positronen-Emissions- und Magnetresonanztomographie eines Schafgehirns 3 Stunden nach
MCAO. Deutlich zu erkennen ist das Perfusionsdefizit, ermittelt durch die Bildgebung mittels °O-
markierten Wasser (links). Zum Zeitpunkt der Aufnahme war der aus dem Perfusionsdefizit resultierende

Gewebeschaden, dargestellt mittels perfusionsgewichteter Magnetresonanztomographie (MRT) (Mitte)
noch deutlich kleiner. Die Differenz (rechts, rosa umrandet) ist die Penumbra, welche durch zeitnahe
Wiederherstellung einer adéquaten Perfusion gerettet werden kann. Bildquelle: Prof. Dr. med. H. Barthel,
Klinik und Poliklinik fur Nuklearmedizin, Universitatsklinikum Leipzig (BOLTZE et al. 2017).

2.1.1.2 Peri-Infarkt Depolarisationen

Das Phanomen der Streudepolarisierung (engl. spreading depression) wurde schon frith mit
der Pathogenese des Schlaganfalls in Verbindung gebracht (HANSEN und LAURITZEN
1984). Unter Streudepolarisierung versteht man eine elektrochemische Welle, die sich im
Nervengewebe ausbreitet und zu einer lang andauernden Depolarisation (1-5 Minuten) und
damit zur Beendigung der Nervenzellaktivitat fuhrt. Sie kann durch hohe Kalium- und
Glutaminsdure-Konzentrationen im ischdmischen Kern ausgelost werden und zur
Depolarisation im angrenzenden Gewebe fuhren. (HARTINGS et al. 2003) (Abbildung 1).

Unter Energieverbrauch konnen Zellen in der Penumbra zwar repolarisieren, jedoch bei
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steigenden Glutaminsdure-Konzentrationen auch wieder depolarisieren, was zu einem
raschen Verbrauch des ohnehin nur in insuffizienten Mengen vorliegenden ATPs fiihrt
(DIRNAGL et al. 1999; FEUERSTEIN et al. 2016). Die sich wiederholende Depolarisation
kann sich wellenartig um das Infarktgebiet ausbreiten und wird daher als Peri-Infarkt
Depolarisation (PID) bezeichnet (HOPWOOD et al. 2005). PID fihren aul’erdem zu
Vasokonstriktion, einer Verschlechterung des zerebralen Blutflusses und damit zu einer
schrittweisen Ausdehnung des ischdmischen Kerns (SHIN et al. 2006). Der hohe
Energieverbrauch und die verminderte Sauerstoffzufuhr beschleunigen dabei den Untergang
der Penumbra (HARTINGS et al. 2003).

2.1.1.3 Entziindung

Die Entziindungsreaktion nach einem ischdmischen Schlaganfall kann den Schaden am
Hirngewebe einerseits intensivieren, andererseits aber auch zur Erholung beitragen (JIN et
al. 2013). Geschédigte Gehirnzellen sezernieren proinflammatorische Zytokine wie z. B.
Interleukin-1f (IL-1B) oder Tumornekrosefaktor-a (TNF-o) und ermdglichen damit die
Ausbildung von Adhésionsmolekilen auf Endothelzellen. Dies wiederum fuhrt zur
Einwanderung von neutrophilen Granulozyten, Makrophagen und Monozyten ins
Gehirngewebe (GELDERBLOM et al. 2012) (Abbildung 1). Neutrophile Granulozyten
beeintrachtigen die zerebrale Mikroperfusion durch die Ansammlung in Gehirnkapillaren
(MORI et al. 1992) und produzieren Uber die induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase
(iNOS) zytotoxisches Stickstoffmonoxid, welches die Entziindung und Schédigung im
Gehirn verstarkt (GARCIA-BONILLA et al. 2014).

Mikrogliazellen sind die Immunzellen des Zentralnervensystems und ein wichtiger Teil der
Immunantwort nach einem ischdmischen Schlaganfall. Sie setzen zu Beginn der
Entziindungsreaktion neurotoxische Zytokine frei und verstdrken dadurch die
infarktbedingten Schaden (LALANCETTE-HEBERT et al. 2007). Mikrogliazellen spielen
aber auch eine wichtige Rolle bei der Entfernung von Zelltrimmern und toxischen
Substanzen durch Phagozytose (KAWABORI et al. 2015). Mikroglia setzt im spéateren
Verlauf  neurotrophe und antiapoptotisch  wirkende  Wachstumsfaktoren  frei
(LALANCETTE-HEBERT et al. 2007). Die Mechanismen der frilhen Entziindungsreaktion
tragen Uberwiegend zu einer Verschlechterung der Gehirnverletzung bei, wahrend die
Mechanismen der spaten Entziindungsreaktion eine Erholung, Reorganisation und unter
optimalen Umstanden sogar eine sehr begrenzte, lokale Regeneration des Gehirngewebes
fordern (AMANTEA et al. 2009).
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21.14 Apoptose

Im ischdmischen Kern erfolgt der Zelltod Gberwiegend durch Nekrose, wahrend in der
Penumbra Apoptose vorherrscht (CHARRIAUT-MARLANGUE et al. 1996). Unter
Apoptose versteht man einen kontrollierten physiologischen Zelltod, der sowohl im Rahmen
der Individualentwicklung und beim physiologischen Zellumsatz, als im Rahmen von
pathologischen Vorgangen wie dem Schlaganfall eine Rolle spielt (KHOSHNAM et al.
2017). Apoptotische Zellen werden sofort phagozytiert, womit eine Freisetzung
exzitatorischer Stoffe verhindert wird. Nekrotische Zellen hingegen setzen intrazellulére
Botenstoffe frei und I6sen damit schadigende Entziindungsreaktionen aus (LAUBER et al.
2003).

Caspasen sind Enzyme, die maligeblich zur Apoptose beitragen. Sie spalten Proteine, die
dann wiederum zur Zerstérung von Zellen fuhren (KUROKAWA und KORNBLUTH
2009). Durch ischamiebedingte Schaden kommt es zur Freisetzung von mitochondrialem
Cytochrom C und dem Apoptose-induzierenden Faktor (AIF). Cytochrom C flhrt zur
Bildung eines sogenannten Apoptosoms, eines Proteinkomplexes, der wiederum Caspase-9
und -3 aktiviert. AlF fihrt Gber einen Caspase-unabhéngigen Weg zur DNS-Zerstérung und
schliellich zum Zelltod (KHOSHNAM et al. 2017) (Abbildung 1). Die Apoptose von
Nervenzellen ist sie fur einen bestimmten Zeitraum nach Beginn des Schlaganfalles noch
umkehrbar. Dies bietet die Mdglichkeit therapeutisch einzugreifen (WEI et al. 2016).

2.1.2 Therapeutische Angriffspunkte

Hauptziel akuter Schlaganfalltherapien ist es, die Penumbra, also reversibel geschadigtes
Gehirngewebe, zu retten (CHAMORRO et al. 2016).

2121 Rekanalisation

Ohne eine rechtzeitige und ausreichende Reperfusion geht die Penumbra durch
Exzitotoxizitat, PID, Entziindung und Apoptose schrittweise in nekrotisches Gewebe Uber.
Maoglichkeiten, den Blutfluss wiederherzustellen, umfassen die intravendse Thrombolyse,
intraarterielle Thrombolyse oder mechanische Rekanalisation (RINGLEB und VELTKAMP
2015). Nur ein kleiner Teil der Betroffenen kann mit intraventser Gabe von rtPA therapiert
werden, da etliche Kontraindikationen wie beispielsweise vorausgegangene intrakranielle
Blutungen, kirzlich durchgefiihrte Operationen oder die Einnahme von Thrombin-
inhibitoren einem Einsatz der Therapie entgegenstehen. Zudem wird empfohlen, rtPA

maoglichst innerhalb von 4,5 Stunden nach Beginn der Symptome durchzufiihren. Die
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Methode ist auBerdem durch die GroRe des Thrombus eingeschrénkt. Ein Thrombus mit
einer Lange von mehr als 8 mm lasst sich mit intravendser Thrombolyse allein nicht
zuverléssig auflosen (RIEDEL et al. 2011). Alternative Herangehensweisen, wie die
intraarterielle Thrombolyse oder die mechanische Rekanalisation sind bei einem Verschluss
grolRer Gehirnarterien nétig (JAUCH et al. 2013).

Die intraarterielle Thrombolyse eignet sich flr Patienten, die aufgrund wvon
Kontraindikationen keine intravendse Thrombolyse erhalten kénnen. AuRerdem kann durch
einen lokalen Einsatz von rtPA die insgesamt bendtigte Dosis und damit die systemische
Konzentration verringert und gleichzeitig die Konzentration an Ort und Stelle erhéht
werden. Allerdings ist das Risiko fur GefaBverletzungen hoher, weshalb die adaquate
Durchfihrung in spezialisierten Zentren erfolgen und von einem erfahrenen
Interventionsmediziner durchgefiihrt werden sollte (BHASKAR et al. 2018). Patienten
profitieren am meisten von einer intraarteriellen Thrombolyse, wenn sie innerhalb von 6
Stunden nach Beginn der Symptome verabreicht wird (BERKHEMER et al. 2015).

Die mechanische Rekanalisation ermdglicht die rasche Entfernung auch von groRen
Thromben und eine gute Reperfusion (SAVER et al. 2015). Die Punktion in der Leiste und
damit Schaffung eines Zugangs fir die mechanische Rekanalisation sollte spatestens 6
Stunden nach Beginn der Symptome erfolgen (RINGLEB und VELTKAMP 2015).
Allerdings kann das therapeutische Zeitfenster bei Vorliegen einer Penumbra in
ausgewadhlten Patienten deutlich weiter sein. Standard zum Nachweis einer Penumbra und
damit zur Identifizierung von Patienten, die von einer Rekanalisation profitieren kdnnten,
sind bildgebende Untersuchungen wie die Magnetresonanztomographie (STRAKA et al.
2010). Die mechanische Entfernung von Thromben ist z. B. mit Stent-Retrievern oder
Merci-Retrievern mdoglich (Abbildung 3). Die mechanische Rekanalisation erfordert
Erfahrung im Einsatz und in der Vorbereitung und bleibt deshalb spezialisierten Zentren
vorbehalten (RINGLEB und VELTKAMP 2015).
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Abbildung 3: Stent- und Merci-Retriever

Diese Stents werden mit Hilfe von Fuhrungsdrahten und Mikrokathetern durch den Thrombus geschoben
und dahinter entfaltet. Beim Stent-Retriever (A) fixieren die Stentstreben den Thrombus, so dass dieser
gemeinsam mit dem Stent-Retriever entfernt werden kann. Der Merci Retriever (B) besteht aus einem
flexiblen Nitinoldraht mit Spule, welcher nach dem Einsetzen seine gewickelte Form annimmt und den
Thrombus umfasst, so dass dieser herausgezogen werden kann (SAVER et al. 2012). Es wird empfohlen, fur
die mechanische Thrombektomie Stent-Retriever zu verwenden (RINGLEB und VELTKAMP 2015), da diese
héhere Rekanalisationsraten und ein geringeres Risiko fiir Komplikationen aufweisen (SAVER et al. 2012).
Selbsterstellte Abbildung.

CO e
IS

2.1.2.2 Neuroprotektion

Das therapeutische Ziel der Neuroprotektion ist es, Nervengewebe vor dem Untergang zu
retten (YENARI und HAN 2012). Unter Neuroprotektion versteht man alle Strategien, die
Prozesse unterbrechen oder verlangsamen, welche zu irreversiblen Schéden im
Gehirngewebe flihren kénnen. Davon ausgenommen sind definitionsgemald Strategien, die
den Blutfluss wiederherstellen, namentlich die oben diskutierten Rekanalisationsansatze
(GINSBERG 2008).

Es gibt verschiedenste medikamentdse Strategien der Neuroprotektion, so z. B. die orale
Gabe von Kalziumkanal- (HORN et al. 2001) oder die intravendse Verabreichung von
NMDA- und AMPA-Rezeptorblockern (WALTERS et al. 2005). Diese sollen den
Kalziumeinstrom und damit die Exzitotoxizitéat verhindern. Viele Neuroprotektiva konnten
ihre Wirksamkeit in préklinischen Versuchen, nicht aber in klinischen Studien zeigen und
haben sich in der Klinik nie durchgesetzt. Es ist unklar, warum diese Neuroprotektiva beim
Menschen unwirksam sind. Griinde fir ein Versagen kénnen in der verabreichten Dosis, im
Zeitpunkt der Verabreichung nach dem Schlaganfall und im geringen pradiktiven Wert der
préklinisch verwendeten Tiermodelle liegen (STAIR 1999; KRINGE et al. 2020).

Die therapeutische Hypothermie wird als die derzeit vielversprechendste Strategie der
Neuroprotektion angesehen und kénnte geeignet sein, das therapeutische Zeitfenster fir eine
Thrombolyse zu verlangern (ANDRESEN et al. 2015).
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Unter Umsténden kann der grofite Erfolg einer Schlaganfalltherapie aus einer Kombination
aus Rekanalisation und Neuroprotektion bestehen (CATTANEDO et al. 2016). Dieser Ansatz

sollte daher Gegenstand weiterer Forschung sein.

2.2 Hypothermie

Die therapeutische Hypothermie soll eine Schutzfunktion fur das ischamisch gestresste
Gehirn erfillen. Der Vorteil der Hypothermie ist, dass sie mehrere Mechanismen, die zur
Schédigung des Gewebes fiihren kénnen, unterbricht (BERGER et al. 2004).

Eine milde Hypothermie hat bereits bei Patienten mit Herzinfarkt (BERNARD et al. 2002)
und bei Sduglingen mit hypoxisch-ischamischer Enzephalopathie (SHANKARAN et al.
2005) zu einem verbesserten klinischen Ergebnis, einem geringeren Risiko fur bleibende
Behinderungen und einer Reduktion der Todesrate gefiihrt. Bei Patienten mit Schlaganfall
kann eine milde Hypothermie das Risiko der Entstehung von zerebralen Odemen und
H&morrhagien reduzieren und zu einem verbesserten Outcome fiihren (HONG et al. 2014).
Man unterscheidet zwischen tiefer (Korpertemperatur < 30° C), moderat-tiefer
(Korpertemperatur 30-31,9° C), moderater (Korpertemperatur 32-33,9° C), und milder
(Korpertemperatur 34-35,9° C) Hypothermie. Insbesondere tiefe Hypothermien kénnen
schwere Nebenwirkungen, wie z. B. Arrhythmien zur Folge haben (POLDERMAN und
HEROLD 2009).

Die Wirksamkeit einer therapeutischen Hypothermie ist von mehreren Faktoren abhangig.
Wichtig ist zum einen der Zeitpunkt, an dem mit der Kiihlung begonnen wird, als auch die
Tiefe der Hypothermie (LAMB et al. 2016) sowie die Zeitspanne, in der die Hypothermie
aufrechterhalten wird (CLARK et al. 2008). Korpertemperaturen zwischen 33-35°C
scheinen tief genug zu sein, um beim Schlaganfall die Effekte der Hypothermie zu nutzen
und schwere Komplikationen zu vermeiden (HONG et al. 2014; WU und GROTTA 2013).
Es ist dabei von Vorteil, mit der Kiihlung wéhrend der Ischdmie zu beginnen und sie tber
die Reperfusion hinaus aufrechtzuerhalten (YENARI et al. 2008).

2.2.1 Anwendung der Hypothermie

Die Anwendung der therapeutischen Hypothermie kann in eine Einleitungs-, eine
Aufrechterhaltungs- und eine Aufwérmphase eingeteilt werden. In jeder Phase muss die
Temperatur des Patienten streng iberwacht werden (ANDRESEN et al. 2015). Prinzipiell
kann entweder durch Oberflaichenkihlung oder durch endovaskuldre Kiihlung eine
Hypothermie im Patienten induziert werden. Eine Oberflachenkiihlung hat den Vorteil, nicht
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invasiv und daher einfacher in der Anwendung zu sein. Allerdings konnen reaktive
GeféaBverengungen an der Hautoberflache (Zentralisation) auftreten und der Kihlung
entgegenwirken (ZWEIFLER et al. 2003). Die gewinschte Zieltemperatur ist mit
endovaskuldren Verfahren schneller zu erreichen (OVESEN et al. 2013). Allerdings ist das
Risiko fur Infektionen und Blutungen erhéht (WU und GROTTA 2013). In der Literatur
finden sich auch Studien zu pharmakologisch erzeugten Hypothermien (CAO et al. 2017;
JOHANSEN et al. 2014), doch handelt es sich dabei um préklinische Studien an
Nagetiermodellen. Dieser Ansatz hat bisher nicht den Weg in klinische Studien gefunden.
Hypothermie ist in Kombination mit Rekanalisation ein vielversprechender Therapieansatz,
da sowohl die Vorteile eines wiederhergestellten Blutflusses, als auch die neuroprotektive
Wirkung der Hypothermie gleichzeitig genutzt werden koénnen. So hat z. B. eine
endovaskuldre Kiihlung in Verbindung mit intravendser Thrombolyse ihre Machbarkeit und
Sicherheit (HEMMEN et al. 2010) und eine Oberflachenkihlung in Verbindung mit
intraarterieller Thrombolyse ihre Wirksamkeit beim Menschen bereits bewiesen (MA et al.
2017). Zudem sind die positiven Wirkungen der Hypothermie bei einem wiederhergestellten
Blutfluss ausgepréagter (RIDENOUR et al. 1992).

2.2.1.1 Globale Hypothermie

In den oben genannten Studien zu Herzinfarkt, hypoxisch-ischdmischer Enzephalopathie bei
Sauglingen oder Schlaganfall wurde eine Ganzkorperkihlung (globale Hypothermie)
durchgefuhrt. In der Regel narkotisierte Patienten werden mit Eisbeuteln, Kihldecken oder
einem intravendsen Kuhlkatheter in eine Hypothermie versetzt. Eine globale Hypothermie
kann allerdings zu Komplikationen wie z. B. Bradykardie, Pneumonie und Zittern fuhren.
Das durch die Kalte induzierte Zittern kann zwar durch Muskelrelaxanzien unterbunden
werden, dies kann aber wiederum zur Notwendigkeit einer intensiven Kklinischen
Uberwachung und damit einer erschwerten Pflege der Patienten filhren (OVESEN et al.
2013). Auch hamodynamische Veranderungen, Elektrolytstérungen, Koagulationsstérungen
und Immunsuppression kdnnen auftreten, weshalb eine Uberwachung der physiologischen
Parameter notwendig ist (POLDERMAN und HEROLD 2009).

2.2.1.2 Selektive Hypothermie

Bei Schlaganféallen ermdglicht die selektive Hypothermie des Gehirns nicht nur ein
Umgehen der systemischen Nebenwirkungen, sondern auch eine schnellere und unter
Umstanden tiefere Kuhlung des geschadigten Gehirngewebes (SLOTBOOM et al. 2004). In
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bisherigen Studien wurden Kihlhelme (POLI et al. 2013) und Kihlkragen (GIULIANI et al.
2016) ebenso angewendet wie eine intranasale (COVACIU et al. 2008), nasopharyngeale
(POLI et al. 2014) und ventrikulare (MOOMIAIE et al. 2012) Kihlung mittels Katheter.
Uber intraarterielle Katheter ist bei entsprechender Platzierung eine selektive Kiihlung des
Gehirns ebenfalls moglich. Dabei wird das Gehirn mit Blut, das tber ein extrakorporales
Pumpsystem gekuhlt und anschlielend (ber die Arteria carotis communis (ACC)
zuriickgefuhrt wird, gekihlt (SCHWARTZ et al. 1996; MATTINGLY et al. 2016).

2.2.1.3 Kuhlkathetersystem

Bei Kihlkathetern zirkuliert Kuhlflissigkeit ohne direkten Kontakt zum Blutkreislauf des
Patienten im Katheter. Sie stellen damit geschlossene Systeme dar (AL-SENANI et al.
2004). Die Kuhlflussigkeit zirkuliert vom Innenlumen zum distalen Ende des Katheters und
teilt sich in die AuBenlumen auf, dort findet der Wérmeaustausch zwischen Ballon-
Membranen und dem Blut statt (Abbildung 4). Die Ballons dienen als Wéarmeaustauscher
zwischen der Kauhlflussigkeit im Kihlkatheter und dem vorbeiflielendem Blut
(CATTANEO et al. 2015). Bei intravendsen Kuhlkathetern, die meist in der Vena cava
inferior platziert werden, existiert ein weiteres Lumen fur intravendse Infusionen (AL-
SENANI et al. 2004). Unlangst wurde ein weiterer Katheter mit einem weiteren Lumen, dem
Arbeitskanal, entwickelt. Der Arbeitskanal erlaubt den gleichzeitigen Einsatz eines
Katheters fur die mechanische Thrombektomie. Dieser Kuhlkatheter ermdglicht damit eine
selektive Kiihlung in der ACC, und damit des Gehirns, bei gleichzeitiger Thrombektomie in
der ACM (Cattaneo et al, 2015). Durch vier nacheinander angeordnete Ballons und die damit
einhergehenden Querschnittsveranderungen kommt es zum Aufbrechen der thermischen
Grenzschicht und dadurch zu einem verbesserten Warmeaustausch durch Zunahme der
Stromungskonvektion. Da das Kiihlsystem in der ACC und damit vor der ACM liegt, ist eine
Kihlung der Penumbra durch kollaterale GefaRRe vor Entfernung des Thrombus mdglich.
Weiterhin flieRt bereits gekihltes Blut nach der Thrombektomie in das ischamische Gewebe
(Cattaneo et al, 2015). Der selektive Kihleffekt des Katheters wurde bereits am Schaf
getestet. Hierbei zeigte sich, dass eine milde Hypothermie (35°C), die mit Hilfe von
Temperatursonden im Gehirn gemessen wurde, innerhalb eines geeigneten Zeitrahmens (30-
40 Minuten) fir eine nachfolgende Thrombektomie erreicht werden konnte (CATTANEO
et al. 2016).
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Abbildung 4: Schemaabbildung eines Kuhlkathetersystems

Warmeaustausch an den Ballonmembranen zwischen vorbeiflieBendem Blut und der im Innern des
Katheters zirkulierenden Kihlflissigkeit. Zentrallumen flr das Kathetersystem zur Durchfilhrung einer
Thrombektomie. ACC: Arteria carotis communis. Abbildung modifiziert nach Cattaneo et al. 2015.

2.2.2 Wirkung beim Schlaganfall

In der akuten Phase (Minuten bis Stunden nach Eintreten eines Schlaganfalls) kann eine
Hypothermie eine Verminderung des zerebralen Sauerstoffverbrauchs und Glukose-
stoffwechsels, auBerdem eine Erhaltung von ATP und damit von Energiereserven sowie eine
Aufrechterhaltung des Gewebe-pHs bewirken (YENARI und HAN 2012) (Abbildung 5). Als
Faustregel gilt dabei, dass pro Grad Celsius Korpertemperaturabsenkung die zerebrale
Verstoffwechselung von Sauerstoff um 5 % sinkt (YENARI et al. 2008). Eine Hypothermie
verringert weiterhin die Freisetzung von Glutaminsaure und kann daher das Ausmal? der PID
und damit das finale Infarktvolumen reduzieren (BERGER et al. 2004).

Im subakuten Zustand (Stunden bis Tage) kann eine Hypothermie den apoptotischen Zelltod
einschréanken, Entziindung unterdriicken und einen Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke
verhindern, wodurch die Entstehung von Odemen und sekundaren Hamorrhagien vermieden
oder zumindest limitiert wird (YENARI und HAN 2012). Beispielsweise kann eine milde
Hypothermie zur verringerten Expression des second mitochondria-derived activator of
caspase (SMAC) fuhren, der eine wichtige Rolle in der Einleitung der Apoptose spielt (LI
und WANG 2011). Sie kann daruber hinaus die Expression von Adhé&sionmolekilen und die
Aktivierung von Mikrogliazellen hemmen und somit die initiale Entziindungsreaktion
abschwachen (DENG et al. 2003). Die Aktivierung von Matrix-Metalloproteinasen, deren
proteolytische Aktivitat nach einem Schlaganfall schadigend auf die extrazellulare Matrix
und die Blut-Hirn-Schranke wirkt, kann durch milde Hypothermie ebenfalls unterdriickt
werden (LEE et al. 2005).

In der chronischen Phase (Wochen bis Monate) konnen die Auswirkungen einer

Hypothermie immer noch in einer Verbesserung der Zelldifferenzierung in Vorl&uferzellen
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und gesteigerten Angio- und Neurogenese beobachtet werden (YENARI und HAN 2012).
So ist die Expression neurotropher Faktoren, wie Nervenwachstumsfaktor (nerve growth
factor, NGF) oder Glia-Zellinien isolierter neurotropher Faktor (glial cell line-derived
neurotrophic factor, GDNF) unter Hypothermie erhoht (HUANG et al. 2008).
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Abbildung 5: Angriffspunkte der Hypothermie

Therapeutische Hypothermie fiihrt zur Senkung des Sauerstoffverbrauchs und Glukosestoffwechsels und zur
Erhaltung von Adenosintriphosphat (ATP). Zudem wird die Freisetzung von Glutaminsaure (Glu) sowie die
Expression von N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)- und a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-Propionsaure
(AMPA)-Rezeptoren verringert. Hypothermie limitiert auerdem Apoptose und Entziindung. Ein weiterer
positiver Effekt zeigt sich in einer gesteigerten Angio- und Neurogenese. AlIF (Apoptose-induzierender
Faktor), Ca?* (Kalzium), Cyt C (Cytochrome C), CI- (Chlorid), IL-18 (Interleukin 1), Na* (Natrium), TNF-
o (Tumornekrosefaktor a), HO (Wasser) (selbstgestaltete Abbildung; Bildquelle Neuron:
https://deximed.de, Januar 2018)

2.3 Tiermodelle

Tierversuche sind fur die Erforschung von neurologischen Krankheiten sowie fiir die
Erprobung und Testung von neuen Therapieverfahren erforderlich. Nager erfahren eine
breite Anwendung in der Schlaganfallforschung (FLURI et al. 2015) und bieten zahlreiche

Vorteile, wie beispielsweise die kostengunstige Beschaffung und Haltung, die Mdglichkeit,
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reproduzierbare Infarkte zu generieren, sowie die ethische Akzeptanz von Nagermodellen
(MEHRA et al. 2012). In der Forschung verwendete Nager werden haufig aus
Inzuchtstdmmen rekrutiert, was die inter-individuelle Variabilitat innerhalb eines Versuches
verringert. Jedoch konnen diese Stamme in ihrer Empfindlichkeit gegeniiber einer
Schlaganfallsetzung variieren, daher mussen deren jeweilige VVor- und Nachteile abgewogen
werden (ASPEY et al. 2000; FUJII et al. 1997). Risikofaktoren flr einen Schlaganfall wie
Alter, Bluthochdruck und Diabetes lassen sich bei Nagern ebenfalls etablieren (REWELL et
al. 2010). Allerdings haben in der Vergangenheit viele neuroprotektiv wirkende Substanzen
ihre Wirksamkeit zwar bei Nagern, jedoch nicht beim Menschen gezeigt (STAIR 1999).
Weiterhin ist die Hirnanatomie zwischen Nagern und Menschen, aber auch zwischen Nagern
und den meisten hdheren Séugetieren grundlegend verschieden. Nager besitzen ein
lissenzephales Gehirn. Der Anteil an weil3er Substanz entspricht etwa 10-12 %. Dies spiegelt
nicht die anatomischen Verhaltnisse des gyrenzephalen menschlichen Gehirns wider, das
einen Anteil an weilRer Substanz von 40-45 % aufweist (BOLTZE et al. 2017). Darlber
hinaus erweist es sich bei der der Testung endovaskulérer Verfahren als nachteilig, dass die
Gehirngeféale meist zu klein fir eine adédquate Erprobung einer interventionellen Therapie
sind (MEHRA et al. 2012). Dementsprechend spielen Groftiere eine zunehmend wichtige
Rolle bei der Entwicklung und Etablierung von neuen Therapien in der
Schlaganfallforschung. Dies begriindet sich mit einigen Vorteilen, welche diese Modelle
bieten. Einen Uberblick dazu bietet Kapitel 3.1.

2.3.1 Schafmodell

Im Rahmen dieser Dissertation wurde ein Schafmodell verwendet. Die Vor- und Nachteile
dieses Modells sollen an dieser Stelle grob umrissen werden. Schafe zeichnen sich durch
ihre relative Anspruchslosigkeit an Haltungsbedingungen und Pflege sowie hohe
Anpassungsfahigkeit ihres VVerhaltens gegeniiber ihrem Umfeld aus (BOSTEDT und DEDIE
1996). Sie zeichnen sich durch eine hohe Robustheit aus und eignen sich fir
Langzeitversuche wahrend eine artgerechte Haltung relativ leicht zu verwirklichen ist
(BOLTZE et al. 2008). Schafe sind aufgrund ihres Einsatzes als Nutztiere gut verfligbar
(FORSCHLER et al. 2007).

Es existieren bereits etablierte Schlaganfallmodelle im Schaf (BOLTZE et al. 2008; WELLS
et al. 2012). Aufgrund des Rete mirabile epidurale rostrale ist beim Schaf ein Verschluss der
ACM aber nur nach einer Trepanation zuverlassig moglich (FORSCHLER et al. 2007;
BOLTZE et al. 2008; WELLS et al. 2012). Es bestehen die Mdoglichkeiten eines
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permanenten Verschlusses mittels Elektrokoagulation (BOLTZE et al. 2008) oder eines
transienten Verschlusses unter Nutzung eines Clips (WELLS et al. 2012). Beim Schaf
konnen neurologische Stérungen und Lasionen erzeugt werden, die denen des Menschen
ahneln und mittels Verhaltenstest evaluiert werden kénnen (BOLTZE et al. 2008). Ein
wichtiger Unterschied zu etlichen anderen Sdugetierspezies und insbesondere zu Primaten
einschlieBlich des Menschen ist aber, dass die Pyramidenbahn des Schafes nicht vollstandig
kreuzt und so zwar Hemiparesen, nie aber komplette Plegien als Folge einer fokalen
zerebralen Ischdmie auftreten. Dies ist aus tierschutzrechtlicher Sicht und im Rahmen von
Langzeitstudien von Relevanz. In Hinblick auf das entstehende Gehirnddem und den
erhdhten Hirndruck &hnelt der experimentelle Infarkt beim Schaf dem territorialen
Schlaganfall im ACM-Gebiet beim Menschen (WELLS et al. 2015). Aufgrund der GréRe
und des Gewichts der Tiere ist es auBerdem moglich, Bildgebungsverfahren, die in der
Klinik vorhanden sind, einzusetzen und so realitadtsnahe Studien durchzufiuhren (GOUNIS
and NOGUEIRA et al. 2013; BEUING et al. 2014). Das Schlaganfallmodell im Schaf findet
sowohl in der Erforschung von Schlaganfallmechanismen (HARTIG et al. 2017) als auch in
der Erforschung neuer therapeutischer Ansétze (TERPOLILLI et al. 2012) Anwendung. Es
existiert ein Atlas inklusive anatomischer Landmarken und einer genauen Beschreibung der
verschiedenen Gehirnareale des Schafes, welcher in der neurointerventionellen Forschung
hilfreich sein kann (NITZSCHE et al. 2015). Anatomische Varianzen der ACM beim Schaf
konnen jedoch zu Schwierigkeiten bei der Infarktsetzung und damit zu einem
unterschiedlichen Infarktausmald fiilhren (BEUING et al. 2014). Aufgrund dieser Varianzen
und des erforderlichen transkranialen Zugangs zur ACM erfordert die Schlaganfallsetzung

im Schaf umfangreiche neurochirurgische Erfahrung.

2.3.1.1 Blutversorgung des ovinen Gehirns

Beim Schaf erfolgt die Blutversorgung des Gehirns tber die Arteria maxillaris. Sie ist die
Fortsetzung der Arteria carotis externa und bildet an der Gehirnbasis das Rete mirabile
epidurale rostrale (KONIG und LIEBICH 2008). Aus dem Rete mirabile entspringt nach
rostral die intrakranielle Arteria carotis interna. Aus ihr gehen dort die Arteria choroidea
rostralis, die ACM und die Arteria cerebri rostralis hervor (FORSCHLER et al. 2007). Sie
bildet so den Circulus arteriosus cerebri, welcher nur beim Hund geschlossen ist (KONIG
und LIEBICH 2008).
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Abbildung 6: Blutversorgung des Schafgehirns

(A) Die Blutversorgung des Schafgehirns erfolgt Giber die Arteria maxillaris (3) und die A. basilaris (5). Diese
speist das Rete mirabile (epidurale rostrale) (4). Aus dem Rete mirabile entspringt die Arteria carotis interna,
aus ihr gehen die Arteria choroidea rostralis (6), die ACM (2) und die Arteria cerebri rostralis (1) hervor. (B)
Darstellung der GefaRsituation anhand eines Ausgusspréaparates. Die weille Pfeilspitze zeigt den Verschluss
der ACM, das nachgeschaltete GefalRbett kommt nicht zur Darstellung. (C) Time-of-flight Angiographie der
hirnversorgenden GefaBe im Schaf ohne ACM-Verschluss, Darstellung mittels 1.5T MRT. (Bildquelle:
BOLTZE et al. 2008)

Die Charakteristika, Verfligbarkeit und Bedeutung von Groftiermodellen fiir die
neurointerventionelle Forschung wurden bisher noch nicht systematisch untersucht.
Kenntnisse tber Grofltiermodelle, die Mdglichkeiten der Infarktsetzung bei Grofitieren,
sowie Vor- und Nachteile des Einsatzes dieser Modelle sind fur die neurointerventionelle
Forschung von Nutzen. Auch die Uberpriifung hypothermischer Therapien wiirde von einer
Evaluation im Grofitier profitieren, wie Studien z. B. an Schweinen und Schafen zeigen
(MATTINGLY et al. 2016; GIULIANI et al. 2016). Schafe werden, im Vergleich zu
Schweinen, Hunden und Kaninchen, in der neurointerventionellen Forschung aber bisher

noch vergleichsweise selten eingesetzt.

2.4 Fragestellung

Aus der erfolgten Literaturrecherche ergeben sich folgende Schlussfolgerungen und daraus
abgeleitete offene Fragen fir die vorliegende Arbeit:

1. Nager eignen sich nur sehr eingeschrankt fur die Erforschung von

neurointerventionellen Schlaganfalltherapien. GroRtiere stellen eine Alternative dar.

Zur Auswahl des geeigneten Modells muss jedoch ein derzeit in der Literatur noch

fehlender Uberblick Uber GroRtiermodelle geschaffen werden. Wo liegen die

spezifischen Vorteile dieser Modelle? Wo und wie werden sie eingesetzt? Wie

werden Schlaganfallmodelle im GroRtier erzeugt?
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Unser systematisches Review in Kapitel 3.1 (HERRMANN et al. 2019) beschreibt

GroRtiermodelle in der neuroendovaskuldren Forschung einschlief3lich ihrer Anwendung.

2. Schafe bieten einige Vorteile fiur den Einsatz in der (neurointerventionellen)
Forschung. Schlaganfallmodelle im Schaf existieren bereits, allerdings
unterscheiden sie sich hinsichtlich der chirurgischen Technik. Welche Methode der
Schlaganfallsetzung eignet sich fiir einen tempordren Verschluss und damit
Rekanalisationsstudien am besten? Wie kann der tempordre Verschluss und das
Perfusionsdefizit bildgebend beurteilt werden?

Unsere Studie in Kapitel 3.3 (HERRMANN et al. 2019) testet die Machbarkeit und Eignung
bildgebender Verfahren zum MCAO-Nachweis und zur Perfusionsdefizitbewertung im
Schaf. Damit soll ein Modell eines akuten Schlaganfalls mit anschlieBender
Gefalirekanalisation und praktikabler bildgebender Beurteilung ermdglicht werden.

3. Neuroprotektion, insbesondere  Hypothermie  in Kombination mit
Rekanalisationsverfahren, ist ein vielversprechender Therapieansatz. Ist der Einsatz
des Kuhlkathetersystems im Groftiermodell machbar und sicher?

Kapitel 3.5 zeigt einen Ausblick anhand einer noch nicht veréffentlichten Studie, in der wir
die Machbarkeit und Sicherheit selektiver Hypothermie und Rekanalisation mittels

Kdihlkathetersystem in einem Schlaganfallmodell mit temporarem MCAO getestet haben.

19



Kumulativer Teil der Dissertation

3 Kumulativer Teil der Dissertation

3.1 Large animals in neurointerventional research: a systematic
review on models, techniques and their application in
endovascular procedures for stroke, aneurysms and vascular

malformations

(20 pages, 4 figures, 2 tables, 155 references, 2 supplementary tables)
J Cereb Blood Flow Metab. 2019 Mar;39(3):375-394.

20



Kumulativer Teil der Dissertation

M) Check for updates

JCBFM

Journal of Cerebral Blood Aow &
Metabolism
0(0) 1-20
© Author{s) 2019
Article reuse guldelines:

Agep /journals-permissi
DOI: 10.1177/0271678X19827446
journals.sagepub.com/homefjcbfm

®SAGE

Review Article

Large animals in neurointerventional
research: A systematic review on models,
techniques and their application in
endovascular procedures for stroke,
aneurysms and vascular malformations

Andrea M Herrmann'?, Stephan Meckel', Matthew ) Gounis®,
Leona Kringe'-, Edith Motschall*, Christoph Miilling? and
Johannes Boltze®

Abstract

Neurcendovascular procedures have led to breakthroughs in the treatment of ischemic stroke, intracranial aneurysms,
and intracranial arteriovenous malformations. Due to these substantial successes, there is continuous development of
novel and refined therapeutic approaches. Large animal models feature various conceptual advantages in translational
research, which makes them appealing for the development of novel endovascular treatments. However, the availability
and role of large animal models have not been systematically described so far. Based on comprehensive research in two
databases, this systematic review describes current large animal models in neuroendovascular research including their
primary use. It may therefore serve as a compact compendium for researchers entering the field or looking for
opportunities to refine study concepts. It also describes particular applications for ischemic stroke and aneurysm therapy,
as well as for the treatment of arteriovenous malformations. It focuses on most promising study designs and readout
parameters, as well as on important pitfalls in endovascular translational research including ways to circumvent them.

Keywords
Endovascular, aneurysm, arteriovenous malformations, stroke, large animal models

Received 6 August 2018; Revised 3 December 2018; Accepted || December 2018

Introduction
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Neuroendovascular techniques are safe and effective for
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the treatment of acute ischemic stroke.!” Recently,

these techniques proved to be effective even in an
extended time window for selected patient popula-
tions,% thereby substantially changing stroke treat-
ment and research.® Moreover, recent technical
advancements such as flow-diverting stents, intra-
aneurysmal flow-diversion, and new liquid-embolic
agents have widened opportunities for endovascular
treatment of cerebral aneurysms and intracranial vas-
cular malformations (AVMs).”

However, preclinical research on endovascular tech-
nologies is more challenging as compared to conven-
tional treatment opportunities. Rodent models
offer numerous advantages such as wide-spread
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implementation, reproducibility, a broad spectrum of
readout parameters and experimental imaging tech-
niques, as well as the availability of transgenic ani-
mals.®? On the other hand, rodent models only allow
to investigate basic aspects of neuroendovascular treat-
ments due to size limitations and significant differences
in brain and cerebrovascular anatomy.'?

Large animal models are available for preclinical
neuroendovascular research and offer numerous advan-
tages including larger vessel sizes, compatibility with
clinical magnetic resonance imaging (MRI),!! com-
puted (CT)!?2 or positron emission tomography
(PET),'® and a gyrencephalic brain with a gray-to-
white-matter-ratio approximating that of humans.!
Despite minor anatomical differences in some species,
cerebral blood supply and cerebrovascular architecture
are very similar to the human situation.'® Large animal
models are also feasible for long-term studies and
extensive physiological monitoring. Behavioral tests
for the assessment of functional outcomes are available,
while international expert committees recommend con-
firmative research in large animal models prior to early
stage clinical investigations.'®'” However, large animal
models are not utilized widely yet, potentially due to
special maintenance requirements, the necessity of for
interdisciplinary research teams as well as profound
knowledge on how to successfully employ these
models, as well as some species-dependent anatomical
differences to humans.*°

Here, we review existing large animal models and
their use in neuroendovascular research on stroke,
aneurysms and AVMs. We also provide recommenda-
tions on most feasible study designs and readout stra-
tegies in order to capitalize on the advantages of large
animal models while avoiding potential limitations.

Methodological approach

We conducted a systematic literature search for relevant
publications according to the PRISMA guidelines. We
accessed indexed and non-indexed Medline databases
via Ovid search interface from Wolters Kluwer and
Science Citation Index Expanded via Web of Science
from Clarivate Analytics (Figure 1(a)). The Medline
search strategy included 23 search steps of terms for
the topic large animals and 37 search steps of terms
for the topic cerebrovascular intervention. The databases
were searched from 1990 up to the update status of the
databases on November 24th 2017 (search date).
Search strategies combined the aspects “large ani-
mals” and “neurological intervention” with AND. We
also used keywords with synonyms and, if available,
controlled vocabulary terms for Medline (for detailed
search strategies, please sece Supplementary Tables 1
and 2). Only articles published in English were included.

22

Additionally, we searched for large animal models
that were developed to represent the vascular anatomy
of humans as well as human neurovascular disorders.
Studies utilizing extracranial vessels to simulate intra-
cranial interventions and/or to establish a neurointer-
ventional model were included, but discriminated from
studies describing a neurointerventional procedure in
the cerebrovasculature. Additionally, reference lists
from identified papers of interest were screened to
find other potentially relevant publications.

We further analyzed the application of these models
in neurointerventional research focusing on endovascu-
lar approaches. Studies that (i) addressed neurointer-
ventional research, (ii) tested endovascular techniques,
and (iii) were performed in large animals were assessed.

We excluded articles due to the following criteria: no
full text available (»=20), focus on diagnostic proced-
ures only (n=68), no neurointerventional technique
reported (n=71), no endovascular approach (n=23),
clinical study (#=2), review/historical perspective
(n=1/1), in vitro study (n=9), and studies focusing
on interventions in the peripheral circulation without
modelling the cerebrovasculature (not intracranial,

n=11) (Figure 1(a)).

Results
Data set

We identified 5250 articles after removal of search
result duplicates. From those, 4710 abstracts did not
meet the inclusion criteria and were excluded. The full
text of the remaining 540 articles was assessed, and data
were finally extracted from 334 papers (Figure 1(a)).

For model description, 56 different large animal
models using intracranial vessels were identified through
full text assessment, and additional 18 models were
derived by checking the reference lists of these papers.
Moreover, we identified 26 models using extracranial
vessels. One paper was excluded during the full text
assessment due to an unclear methodological approach.

The number of publications reporting large animal
trials in neurointerventional research continuously
increased from the 1990s until 2005 (Figure 1(b)).
The numbers of publications slightly declined there-
after, but increased from 2014 reaching all-time highs.
This is potentially due to the recent breakthroughs in
the neurointerventional field, prompting many aca-
demic and industry groups to intensify translational
research on novel techniques and products.

Species and models

Table 1 provides a detailed overview on all species and
models.
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Eligibility

Records identified from
Medline and Web of
Science databases
n=7321

Additional records
identified (other sources)
n=1

1

Records after removing
duplicates
n=5250

1

Records screened
n=5250

Records excluded
n=4710

Full-texts assessed for
eligibility
n=540

Full-texts excluded

n=206; reasons:

no neurointerventional technique reported: n=71
focus on diagnostic procedures only: n=68

no endovascular approach reported: n=23

no full text available: n=20

no intracranial approach reported: n=11

in vitro study: n=9

clinical study: n=2

e:n=1/1

orical persp

Studies included in final
analysis
n=334

(b) 80-

Number of publications

1990-1993 1994-1997 1998-2001 2002-2005 2006-2009 2010-2013 2014-2017

Years

Figure I. Study data. (a) PRISMA flow chart of selection process; systematic research in Medline and Web of Science databases,
inclusion of studies that address neurcinterventional research, test endovascular techniques and were performed in large animals (b)
Study numbers show a continuous increase from 1990 until 2005, followed by a slight decline and a recent increase to all-time highs.

Aneurysm models

Three different ways to induce an aneurysm in large ani-
mals are described (Figure 2(a)): elastase-induced aneur-
ysms, venous pouch aneurysms, and use of artificial
implants. Elastase-induced aneurysms imitate the bio-
logical and molecular environment of naturally occurring
aneurysms and exhibit uninjured arterial walls.® On the
other hand, they require time to mature,'® are less repro-
ducible in appearance,, and comparatively small?!
Aneurysms created by venous pouches are commonly
used, reliable anenrysm models? with reproducible char-
acteristics such as consistent ancurysm size and neck diam-
eters. Disadvantages are the surgical trauma required for
induction, at least transient presence of suture threads, and
the venous structure of the aneurysmal wall.® Aneurysms
emerging from artificial implants provide good training
opportunities for endovascular treatments such as

coiling,'® but are expensive” and come at the risk of
thrombus formation within the implant. Hybrid models
connecting an artificial vascular tree with multiple aneur-
ysms to an animal’s circulation are also available for neu-
rointerventional training purpose.'®

In the analyzed literature, therapies were tested imme-
diately after aneurysm induction (30.4%, 68/224) or
after a maturation time of up to two weeks (17.9%,
40/224), up to four weeks (38.4%, 86/224), up to eight
weeks (4.4%, 10/224), or after more than eight weeks of
maturation (1.3%, 3/224). Some studies (7.6%, 17/224)
did not mention ancurysm maturation time.

Models of arterio-venous malformations

AVM models can be created by a carotid-jugular fis-
tula, by using species exhibiting rete mirabile (RM), or
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Figure 2. lllustration of the different techniques for model induction and utilization of clinical imaging procedures. (a) There are
three different ways to induce an aneurysm model: elastase-induced aneurysms {aneurysm develops in a closed vessel by elastase
infusion), venous pouches aneurysms (preparation of a venous pouch and suturing to artery, usually CCA) and use of artificial implants.
Abbreviations: CCA: common carotid artery. {b) AVM models can be created by a carotid-jugular fistula (shunt between CCA and }V),
use of RM in pigs and sheep, and use of autologous implants. Abbreviations: JV: jugular vein; ECA: external carotid artery, (c) Ischemic
stroke models are based on transient or permanent occlusion of cerebral arteries. Extravascular and intravascular occlusion methods
can be discriminated. Extravascular occlusion comprises electrocoagulation and the use of ligation, or occluding devices such as
aneurysm clips. Intravascular occlusion can be induced by intravascular devices, such as aneurysm coils, blood clots, thrombin infusion
or artificial emboli. (d) A major advantage of large animal models is the compatibility with clinical imaging technologies. Sample images
were taken in a sheep after transient MCAO by a surgical clip (3-h occlusion time). Abbreviations: MTT: mean transit time; DWVI:
diffusion-weighted imaging; T2w: T2-weighted imaging. False color scale indicates MTTS from 0 (purple) to 10s (red). All images were
taken on standard clinical scanner during an in-house study (data not published).

by using autologous implants (Figure 2(b)). Carotid-
jugular fistulas can be induced easily, but do not pro-
vide an AVM nidus.? The RM in pigs and sheep can be
used alternatively. The RM is the branching of the
maxillary artery into a network of fine arteries, which
then reunite to the internal carotid artery. Although not
an arteriovenous connection,?® the RM is an often uti-
lized natural AVM model and suitable to study post-
interventional histopathological alterations.?® Artificial
arteriovenous shunts utilizing the RM as the AVM
nidus provide relevant morphological characteristics
of human AVM, such as feeding artery, interposed
nidus, and draining vein.?* However, they are prone
to the rsk of spontancous occlusion.?® Further,
AVMs can be induced by an autologous implant in
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the cerebral circulation, such as an artery or a muscle
graft with related artery. This procedure has immediate
effects on cerebral circulation and provides a good
simulation of pathophysiological conditions observed
clinically.2’?® However, excellent surgical skills are
required to consistently create such AVM models.?
Therapy in AVM models is mainly tested immediately
after AVM induction (72.7%, 24/33) or in some cases
after a maturation time up to four weeks (18.2%, 6/33),
and in rare cases even beyond that time (9.1%, 3/33).

Ischemic stroke models

Stroke models are based on permanent or transient
occlusion of cerebral arteries (Figure 2(c)), mainly the
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middle cerebral artery (MCA). Permanent occlusions
models result in reproducible functional outcome and
lesion size**! but do not allow analysis of reperfusion.?
Transient occlusion models tend to produce more vola-
tile results, but enable to investigate reperfusion.®

Stroke induction can be discriminated into extravascu-
lar and intravascular occlusion methods. Extravascular
occlusion involves neurosurgical access to the target
vessel followed by ligation, electrocoagulation or occlud-
ing devices (e.g. aneurysm clips). Electrocoagulation is
relatively easy to perform, leads to reproducible neuro-
logical deficits,** and highly consistent vessel occlusion.
However, diathermy can increase blood-brain barrier
permeability.? Vessel occlusion using clips or by ligation
induces a reliable and consistent occlusion, which is less
traumatic.’® Transient vessel occlusion allows studying
reperfusion effects, but hemodynamic characteristics are
different from those seen in reperfusion.’® Moreover, clip
and thread handling can be challenging®® and requires
appropriate experimenter training. Extravascular occlu-
sion needs transorbital access (mainly for the anterior
or middle cerebral arteries®) or craniectomy (all major
arteries accessible). Transorbital access only requires a
small craniotomy in the orbita, and manipulation of sur-
rounding tissue is minimized 3 Disadvantages of this
approach are eye loss and related postoperative compli-
cations, including abnormal behavior caused by vision
defects.>? Craniotomy results in a larger wound and is
technically more demanding, but preserves the eye.
Craniotomy is avoided when using intravascular occlu-
sion models.

Intravascular occlusion requires endovascular access to
the target vessel. It is induced by devices such as coils,
blood clots, artificial emboli, or thrombin infusion.
Intravascular devices such as coils or catheters enable a
spatially and temporally precise stroke induction,®® but
endovascular device placement is technically challenging
and requires intensive training to generate reproducible
results. Moreover, vasospasm is a possible complication,*’
effecting many relevant outcome parameters. Using blood
clots for vessel occlusion perfectly simulates the patho-
logical mechanism of human stroke, is minimally invasive,
and allows studying thrombolytic or anticoagulative inter-
ventions.*! Another advantage is that blood vessels remain
physically undamaged after thrombus deposition.*? The
major disadvantage is that the occlusion site is hardly pre-
dictable, making the outcome highly heterogeneous.
Another critical factor is preparation of the thrombus,
which critically influences its characteristics.*! Artificial
emboli made of silicone rubber or silicone~coated fila-
ments provide a standardized but artificial alternative.
These emboli could be of any required shape,*® helping
to define occlusion site and thereby leading to more uni-
form infarcts. This reduces variability,*** but studying
recanalization is not possible. Endovascular approaches

are mot applicable for species exhibiting an RM.*%*
Another possibility to produce a vessel occlusion also
beyond the RM is thrombin infusion and subsequent
thrombus formation. This method provides reliable occlu-
sion and the opportunity to study recanalization, but
induced infarcts are heterogeneous in size.*®
Spontaneous stroke occurrence is reported in dogs
and might play an important role in the investigation
of stroke pathophysiology. There are no experimental
confounding factors such as anesthesia or surgical
trauma.*” However, the low incidence of stroke in
dogs, along with a high variability, restricts this model
to scenarios in which a maximal proximity to the clinical
situation is required in spite of inter-subject variability.

Carotid siphon models

The human carotid siphon (CS) has unique anatomical
bends which remain critical structures for endovascular
catheter access to the intracranial vessels, in particular
when using large-bore (5F or 6F) intermediate catheters
for clot aspiration in acute stroke treatment or for facili-
tated navigation of flow-diverting stents in aneurysm
therapy. In particular in elderly patients with increased
CS tortuosity (Supplementary Figure 1), vascular access
with these catheters may be impaired. On the other
hand, too forceful manipulation during catheterization
attempts may result into complications such as endothe-
lial injury with vasospasm, dissection, thrombosis or
even vessel perforation. Thus, new designs for intermedi-
ate cranial access catheters require testing using vascular
models of the CS to evaluate important parameters like
steerability/torquability, lubricity, stiffness, and durabil-
ity under realistic in vivo conditions. Surgical CS models
are created by using different implants and offer a real-
istic environment including pulsating blood flow and
vascular responses for the assessment of endovascular
devices in terms of vascular navigation.*® However,
there is a significant diversity in human CS anatomy*’
and each model can only represent one particular for-
mation. Moreover, surgical implantation and creation of
these models are technically challenging and require a
recovery period before device testing. Alternatively, the
human CS anatomy can be easily modelled by max-
imally flexing the porcine forelimb.>® This creates a bra-
chial artery tortuosity, resulting in an anatomical vessel
configuration similar to that of the human CS. This
method is simple, reproducible, and technically less
demanding, but vessel diameter does not approximate
that of the human ICA.%

Models using extracranial vessels

Animal modeling of large vessel occlusion exclusively in
the extracranial circulation has informed the
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thrombectomy device design (Table 1), leading to effi-
cient and effective technologies for treating stroke
patients. For instance, research on thrombolysis and
thrombectomy is sometimes performed on renal
arteries, the superficial femoral artery, the iliofemoral
bifurcation, the subclavian artery or its branches
(mainly in pigs), and on different cervicocerebral
arteries. The latter includes the lingual artery, maxillary
artery, cervical arteries, external carotid artery (ECA),
or ascending pharyngeal artery (APA). Aneurysm or
AVM therapy is often simulated using renal arteries,
which are suitable for recanalization studies.*"

Simple metrics such as the angiographic evidence of
recanalization are used to assess device efficacy.
Importantly, the trauma caused to the vessel wall can
be studied as well as the consequence of distal’? emboli
to a downstream organ (e.g., renal artery vascular occlu-
sion models®®). However, there are important limitations
to these models that must be appreciated when interpret-
ing the data. The first obvious point is that arteries of the
brain have significant differences in structure,>* mech-
anics® and function as compared to systemic arteries.
Importantly, intradural arteries are not tethered or con-
strained in the perivascular environment. Additionally,
the tortuosity of the human intracranial circulation is
not seen in existing animal vascular occlusion models.
It is for these reasons that an important complement to
animal modeling includes in vitro vascular occlusion
modeling in phantoms of patient-specific or popula-
tion-based vascular replicas.’* %! This combined
approach has led to the development and ultimate regu-
latory approval of highly effective thrombectomy devices
such as stent-retricvers and aspiration catheters.

However, the lack of the target organ of interest,
namely the brain, is a critical limitation for the next
evolution in stroke care.!” Perhaps the optimal treat-
ment will involve pre-thrombectomy neuroprotection,
direct to angiosuite mechanical thrombectomy for
emergent large vessel occlusions, catheter-based deliv-
ery of thrombolytics to treat shed microemboli or other
agents to further limit/alter the course of neuronal
injury. When considering such a complex treatment
solution, the variables are further compounded when
considering dose of each treatment or route of delivery.

Benefits and challenges of large animal models in
neurointerventional research

Large animal models offer several advantages and a
higher similarity to the human situation compared to
small animal models, which make them particularly
attractive for neurointerventional research (Table 2).
In contrast to the situation in rodents, large animal
and human brain anatomy share many similarities.
Large animal brains are mostly gyrencephalic and

exhibit higher white matter content. This is important
since white matter is more resilient to ischemia and
therapeutic approaches targeting white matter are
believed to have a wider therapeutic time window.!!!
Moreover, white matter is important for higher brain
function and plasticity. Another example is the com-
paratively rigid tentorium cerebelli in most large
animal species, as compared to the soft structure in
rodents. This plays a crucial role in the effects of
edema and can aggravate consequences of intracerebral
pressure''? in humans and large animals alike.
Moreover, large animals models can be used easily
with clinical imaging equipment (Figure 2(d)).

Individual anatomical variations can impair model
induction or the therapeutic approaches. Large animal
strains are often outbred, increasing the likelihood of
such variances. For instance, collateral vasculature or
tortuous blood vessels as observed in pigs,’® dogs,”
and cats'® can cause challenges in experimental inter-
ventions. Moreover, some species-specific anatomic
prerequisites must be taken into consideration, the
most prominent one being the RM.

Large animal experiments are often more complex
than small animal studies. Training and pilot studies are
therefore warranted to optimize the results of the main
trial. The time and resource “loss” caused by such pilot
experiments are often compensated by increased reliabil-
ity and decreased variability in the main trial. This is of
particular importance because large animal stroke
models, such as the situation in human patients, tend to
be more variable in outcome than their rodent counter-
parts. Pilot studies are also important to reveal at least
basic information on effect sizes and thus required group/
sample sizes in cases where small animal data are not
available. This also helps to balance the number of
required animals per group to maintain sufficient statis-
tical power against ethical and financial constraints.

Pilot studies can further reveal whether model opti-
mization can increase the amount or quality of infor-
mation derived from the main experiment. In cases
where an entirely new technical field is entered, pilot
studies, together with consulting expert colleagues in
large animal experimentation, help to select the appro-
priate large animal model.

Some genetically modified large animal strains exist
and can be used to address special research questions.
For instance, transgenic NHPs'* or pigs'! expressing
green fluorescent protein have been reported.
Transgenic large animal models are also available for
other neurological disorders.!*?

Types of interventions and therapies in the literature

Experimental aneurysm therapies were reported
by two-third (67.0%; 224/334) of all studies, 19.5%
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Table 2. Continued

References

Human

Large animal

Small animal

76,137.9.138

Standard routine

More challenging

Recording
Instrumer

Physiological

76,137,5,138

Human appliances can be used Standard routine

Requires specialized device

P&

configuration

Restricted

assessment

76,137.9,138

Standard routine

Possible, multiple parameters

Simultaneous

recording

ICA: internal carotid artery; NHP: non-human-primate; ACA: anterior cerebral artery; CT: computed tomography; PET: positron emission tomography; SPECT: single photon emission computed

tomography; MRI: magnetic resonance imaging; NMR: nuclear magnetic resonance; GM: grey matter; WM: white matter.

(65/334) assessed stroke therapies, and 9.9% (33/334)
AVM treatments. This is reasonable because aneurysm,
stroke and AVMs are frequent and severe neurological
disorders. Figure 3(a) to (c) provides detailed informa-
tion on investigated approaches; 2.4% (8/334) of
studies investigated conditions that were not defined
in more detail; these included “intracranial lesions,”
“abnormalities in central nervous system” or “brain
injury” (referred to as “unspecified conditions” in
Figure 3(c)); 1.2% (4/334) simulated carotid artery
occlusive diseases.

Most interventional aneurysm therapies focused on
coils (34.4%, 77/224), followed by stents (19.6%, 44/
224) and flow diverter stents (15.2%, 34/224). Studies
also investigated liquid embolic agents or intraaneurys-
mal flow diverters, reflecting the technical progress in
aneurysm therapy. Some therapeutic studies on aneur-
ysms reported combined approaches. Those, for
instance, comprised coils or stents in combination
with additional effector substances (such as Onyx or
fibroblasts,'*'** 6.3%, 14/224), combined approaches
using neck bridging devices (1.8%, 4/224), and micro-
catheter-based delivery of stem cells,’*® hydrogels,'4
and other biomaterials’’ (5.4%, 12/224). Some com-
bination approaches were only employed by very few
studies, as is the case with unconventional approaches
such as magnetic microparticles'*® (0.9%, 2/224).

Liquid embolic agents were primarily investigated in
AVM therapy studies (75.8%, 25/33; Figure 3(c)).
Expectedly, mechanical thrombectomy was the
predominant technique investigated in stroke therapy
studies (43.1%, 28/65; Figure 3(b)). Intraarterial
thrombolysis was investigated by 21.5% (14/65) of the
studies. A significant proportion of all studies on stroke
therapy investigated hypothermia (16.9%, 11/65),
which may improve the results of recanalization by
neuroprotective effects.”® Only a small part of the stu-
dies investigated the effects of intraarterially adminis-
tered stem cells (4.6%, 3/65), an approach believed to
promote neurological regeneration.

Interestingly, we also identified one paper that
reported the off-label use of a stent-retriever to
remove a misplaced stent.!*® This represents an innova-
tive complication management approach that deserves
further testing in animal studies for proving and refine-
ment prior to use in patients.

Study design

Therapeutic efficacy was the most important endpoint
assessed either alone or in combination with secondary
endpoints. Almost one-third of all studies focused
solely on efficacy (29.6%, 99/334), directly followed
by studies assessing safety and efficacy (24.2%,
81/334), or feasibility and efficacy (17.7%, 59/334).
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(a) Aneurysm (d) Animals per trial
Intraaneurysmal flow diverter No statement
Coils plus stents >100
Liquid embolic agent 51-100
Complex combination approach 21-50
Flow diverter stent 11-20
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Figure 3. Applied therapies in analyzed studies. (a} Aneurysms:

main focus was on colls, stents and flow diverter stents (b} stroke:

dominant therapy was mechanical thrombectomy, a recognized alternative to intravenous thrombolysis (c) AYMs: majority of studies
investigated liquid embolic agents; unspecified conditions (e.g. “intracranial lesions,” “abnormalities in central nervous system” or
“brain injury”): focus was on hypothermia and endovascular devices; carotid occlusive diseases: all studies investigated stents.
Information about animals: (d) Number of animals: almost half of the studies used only up to 10 animals. {e) Occurrence of different
species: most commonly used species were pigs and dogs, followed by rabbits {f} Animal characteristics: only a minority of studies

reported all four items — strain, weight, sex and age.

The minority of studies focused on feasibility
(11.1%, 37/334) or safety (6.9%, 23/334) alone,
some studies assessed safety and feasibility (7.5%,
25/334). The minority of studies (3%, 10/334) inves-
tigated the triad of feasibility, safety and efficacy
simultancously.

Some papers (23.7%, 79/334) reported acute studies
(no reawakening and survival of experimental subjects),
70% (234/334) reported survival studies, and 6.3% (21/

334) featured both, non-survival and survival experi-
ments. The follow-up periods were up to one day
(1.2%, 3/255), up to three days (0.4%, 1/255), up to
one week (2.7%, 7/255), up to two weeks (9%, 23/
255), up to one month (21.2%, 54/255), between one
and two months (15.7%, 40/255), between three and six
months (36.5%, 93/255), and over six months (10.6%,
27/255). Some studies did not report the follow-up
period (2.7%, 7/255).
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Study objectives define study duration and follow-up
periods. For instance, acute studies are adequate for
feasibility and safety assessments, as potential adverse
events such as tissue damage can be investigated imme-
diately. On the other hand, survival studies allow obser-
vation of short- and long-term effects including possible
disadvantages of an approach that emerge at later stages.
The stroke academic and industry round table (STAIR)
expert consortium generally recommends long-term stu-
dies in efficacy-oriented stroke research.'® The situation
may slightly differ in neurointerventional studies in
which for instance successful recanalization may serve
as the major efficacy endpoint. Long-term observation
is nevertheless advantageous when identifying delayed
effects or complications such as aneurysm recanalization
in experimental aneurysm therapy,'*® and provide a
more complete context of effects. Life span of large ani-
mals allows for observation times of a year or even more.

Lack of randomization and blinding is believed to
account for a significant proportion of false-positive
study results.'! Surprisingly, most large animal studies
we assessed were neither designed in randomized nor
blinded fashion (65.9%, 220/334). Only 12.6% (42/334)
randomized experimental subjects and only 4.1% (14/
334) featured a completely blinded study design; 17.4%
(58/334) studies only blinded analysis of sclected
endpoints.

Since more investigators are usually required to per-
form large animal studies, complete blinding might
indeed be challenging. A potential solution is to separ-
ate model induction from testing the diagnostic or
therapeutic paradigm, for instance by randomization
right after stroke induction, as well as to strictly separ-
ate the experimenters acquiring data from those who
perform data analysis.

Animal numbers and animal characterization

Almost half of the studies only used up to 10 animals in
total (44.6%, 149/334), making inter-group compari-
sons statistically challenging. In contrast, only a minor-
ity used more than 50 animals (3.3%, 9/334)
(Figure 3(d)). Very few studies described details of
animal housing and care (5.7%, 19/334). More than
four fifths (82%, 274/334) of all studies reported some
details on the applied anesthesia protocol. The majority
gave precise information about used anesthetics
(63.4%, 212/334), but some studies only provide unspe-
cific or basic information (18.6%, 62/334). Nearly 20%
of studies did not provide any information on medica-
tion at all, including anesthesia (18%, 60/334). Not
even 10% of all studies (9.3%, 31/334) did report
details on the use of analgesics.

Animal strain was reported most frequently (75.8%,
253/334), followed by weight (72.2%, 241/334) and sex

(31.4%, 105/334) (Figure 3(f)). Age was reported by less
than a fourth of all studies (24%, 80/334), and from
those about one-third (27/80) only provided an unspe-
cific classification (e.g. “adult” or *“juvenile’’). More than
half of the studies reported one to three characteristics
(60.2%, 201/334), but only 10.5% (35/334) reported all
four items (strain, weight, sex, age), while 8.7% (29/334)
did not provide any of such information. Information
about the animals is not only essential for reproducibility
of a study, but also of relevance for study result inter-
pretation since strain, age and sex can influence both the
model and the intervention.'®

No studies reported the use of subjects exhibiting
comorbidities. This can be explained by the fact that
comorbidities in large animals are not genetically
induced, but naturally occur with age, distress, malnutri-
tion, and other factors as is the case in humans.
Therefore, comorbid large animals exhibit extremely het-
erogeneous phenotypes and subjects require a long time
to develop these comorbidities, impairing their use.

Selection criteria

Only very few studies applied a priori defined selection
criteria (4.8%, 16/334). Of these, 50% (8/16) reported
specific inclusion criteria, 37.5% (6/16) reported the use
of inclusion criteria but did not specify them, and
12.5% (2/16) reported exclusion criteria. None of the
studies used both inclusion and exclusion criteria.
Similarly, just a few studies mentioned post hoc exclu-
sion of animals (11.1%, 37/334) with all, but one study
providing the specific reason for subject exclusion.
Some studies reported animal death prior to study con-
clusion, but inclusion of these cases into analysis (2.1%,
7/334). Information on inclusion and exclusion criteria
is essential to ensure reproducibility. These criteria
should be determined at the beginning of the study
and mentioned in the publication. Animal health con-
dition should be covered by inclusion criteria.

Endpoint assessment and readout parameters

Imaging endpoints dominated the evaluation process
(95.1%, 318/334; referred to as “study endpoints” in
Figure 4(a)), what reflects the uncomplicated use of
clinical imaging modalities with large animal models
as well as the high importance of imaging technologies
and imaging-based endpoints in clinical neurointerven-
tional routine and research. Imaging has been used in
most cases to prove therapeutic (and sometimes model)
efficacy (73.9%, 235/318; referred to as “process sur-
veillance™ in Figure 4(b)), for instance to detect revas-
cularization after vessel occlusion or occlusion of an
aneurysm. More than two-third of studies using ima-
ging for outcome assessment have also used imaging to
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Figure 4. Overview of endpoint assessment in analyzed studies. (a) Evaluation process: frequent use of imaging (reflecting
uncomplicated use in large animals) and histology. Only 16.5% evaluated physiological parameters. Behavioral tests are applied in
stroke research (b) Data about imaging; clearly dominated by angiography (well qualified for use in neurointerventional research). Most
common use for imaging was to prove efficacy and for procedural process. (c) Presentation of physiological parameters: dominated by
blood pressure, temperature, heart rate and electrocardiogram. CT: computed tomography; MRI: magnetic resonance imaging; OCT:

optical coherence tomography.

control for model performance, adequate model hand-
ling, and lesion induction (75.2%, 239/318; referred to
as “procedural process” in Figure 4(b)). Angiography is
particularly suitable for endovascular procedures, as it
can be used to visualize blood flow and hemodynamic
changes in the blood vessel, while simultaneously allow-
ing potential interventions. Hence, it is not surprising
that angiography was by far the most frequently used
imaging procedure (96.5%, 307/318). Other modalities
were used with much lower frequency. Examples com-
prise MRI (6.9%, 22/318), CT (5%, 16/318), ultra-
sound (4.4%, 14/318), or conventional X-rays and

fluoroscopy (1.9%, 6/318; Figure 4(b)). The lower
number of studies using such modalities can be
explained by the fact that MRI and in particular diffu-
sion weighted imaging may be important in some areas
such as stroke research and treatment, but are less
important for aneurysm or AVM assessment as the
major domains of large animal models in neuroendo-
vascular research. There is still a lack of data reporting
variability of imaging endpoints such as ischemic
volume on MRI following MCA occlusion. However,
such information is important for defining sample sizes
for efficacy endpoints.
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Histological examination was the second most
frequent method employed for evaluation (76.1%,
254/334; Figure 4(a)). Histology is useful for safety
assessment, for example to evaluate the inflammatory
response or vessel wall damage, and almost half of the
studies (41.6%, 139/334) indeed assessed safety alone or
in combination with other endpoints. Moreover, hist-
ology can assess efficacy aspects such as endothelializa-
tion or neointima formation after coil placement.

Behavioral tests can be performed on pigs,>! dogs,'*?
rabbits,'*> NHPs,'>* and sheep.’®° However, only a
small proportion of the studies used behavioral end-
points (6%, 20/334; Figure 4(a)). Interestingly, all of
these studies focused on stroke. In turn, almost a
third of studies focusing on stroke included behavioral
tests (30.7%, 20/65). Behavioral tests are a valid option
to investigate functional effects of stroke lesion induction
and therapy. The STAIR committee'®!” recommends at
least two outcome measurements allowing both func-
tional and morphological assessment in stroke research,
what shall also account for large animal models.

Some studies measured brain temperature (3.9%,
13/334) or intra-aneurysmal pressure (1.5%, 5/334),
while others specifically investigated mortality and
morbidity (1.2%, 4/334). Only few studies reported spe-
cial aspects such as radiation dosimetry (0.6%, 2/334),
coil insertion pressure, stereographic photography,
liquid scintillation counting (0.3% each, 1/334), draw-
ing blood samples (0.6%, 2/334), pressure transducers
in the RM, cerebrospinal fluid sampling, or cerebral
blood flow (0.3% each, 1/334).

Not even one-fifth of all studies evaluated physio-
logical parameters (16.5%, 55/334). This is surprising,
because recording of physiological parameters in large
animal models is even less complicated than in rodents,
and a broad spectrum of physiological parameters may
be recorded easily, and simultaneously. Blood pressure
was the predominant parameter recorded (61.8%, 34/
55), followed by temperature (52.7%, 29/55), heart rate
(41.8%, 23/55), and electrocardiogram (34.6%, 19/55;
Figure 4(c)). End-tidal isoflurane, end-tidal O,, body
weight, cardiac output, intracranial pressure, electro-
encephalogram, d-dimer (3.6% each, 2/55), hemo-
grams, renal function during surgery, motor-evoked
potentials, and auditory brain stem response (1.8%
each, 1/55) were investigated rarely. Some studies
5.5% (3/55) reported measuring of physiological par-
ameters, but without any further details including the
particular parameters monitored.

STAIR'!7  recommends rigorous physiological
monitoring to control for potential side effects of sur-
gery, and to reduce or at least explain infarct size vari-
ability. This recommendation can be extended to
neurointerventional research using large animals.
Reporting of some core physiological parameters such

as blood pressure, temperature, and heart rate should be
mandatory. Recording of additional physiological
depends on the respective study objective.
For example, in studies featuring hypothermia, moni-
toring of blood gases is essential as these are influenced
by body temperature.””® Any study should record
physiological parameters not only at the beginning
and the end of an experiment, but also in the meaningful
intervals throughout the procedure. Measuring physio-
logical parameters is an elegant way to derive the max-
imum of information from a single experimental
subject, facilitating result interpretation and, if neces-
sary, providing a thorough basis for subject exclusion.

Only 0.6% (2/334) of the studies clearly defined study
endpoints, but these featured both primary and second-
ary end points. This is nevertheless a surprisingly low
number. Large animal models are primarily used in con-
firmative and translational research, often as the last
experimental step prior to clinical application, and thus
critically depend on a clear definition of study objectives
and, thereby, primary and secondary endpoints.

Conclusion

Large animal models offer many important benefits —
foremost to mention their similarities to human brain
and vascular anatomy — that make them attractive for
neurointerventional research. New endovascular
approaches can be developed and refined in large
animal experiments, which may improve minimal-inva-
sive neurointerventional therapy for patients in future.
On the other hand, large animal studies are laborious and
expensive. Careful study planning, deriving maximum
information from each study subject, and transparently
reporting negative data or pitfalls are therefore essential.
Tapping the full potential of large animal models critic-
ally requires careful outweighing the individual advan-
tages and disadvantages of animal models, carefully
selecting the model best suitable to answer the research
question, and implementation of improvements where
required, as well as maximally precise study design.
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3.3 Development of a routinely applicable imaging protocol for
fast and precise middle cerebral artery occlusion assessment and
perfusion deficit measure in an ovine stroke model: a case study

(11 pages, 5 figures, 2 tables, 15 references)
Front Neurol. 2019 Nov 14;10:1113. doi: 10.3389/fneur.2019.01113

42



Kumulativer Teil der Dissertation

1’ frontiers
in Neurology

OPEN ACCESS

Edited by:
Rick M. Dijkhuizen,
Universtty Medical Center
Utrecht, Netheriands

Reviewed by:

Norbert Nighoghossian,

Université Claude Bernard

Lyon 1, France

Helgen M. M. Van Beusekom,
Erasmus Medical Centey, Netheriands

*Camrespondence:
Stephan Mecke!
stephanmeckel@gmall.com

*These authors have contributed
equally to this work

Specialty section:

This article was submitted to
Stroke,

a section of the journa/
Frontiers in Neurclogy
Recelved: 11 Aprif 2019
Accepted: 04 October 2019
Published: 14 November 2019

Citation:

Herrmann AM, Cattaneo GFM,

Hden SA, Wisser M, Kellner E,
Maurer C, Haberstroh J, Milling C,
Niesen W-D, Urbach H, Boltze J,
Meckel S and Shah MJ (2019}
Development of a Routinely Applicable
imaging Profocol for Fast and Precise
Middle Cerebral Artery Occlusion
Assessment and Perfusion Deficit
Measure in an Ovine Stroke Model: A
Case Study. Front. Neurol. 10:1113.
doi: 10.3389/fneur.2019.01113

ORIGINAL RESEARCH
published: 14 November 2019
doi: 10.3389/Meur.2019.01113

Chack for

Development of a Routinely
Applicable Imaging Protocol for Fast
and Precise Middle Cerebral Artery
Occlusion Assessment and Perfusion
Deficit Measure in an Ovine Stroke
Model: A Case Study

Andrea Maria Herrmann*#, Giorgio Franco Maria Cattaneo®,

Sebastian Alexander Eiden’, Manuela Wieser’, Elias Kellner*, Christoph Maurer?,
Jorg Haberstroh®, Christoph Miiling?, Wolf-Dirk Niesen?’, Horst Urbach?,
Johannes Bolize%°, Stephan Meckel* and Mukesch Johannes Shah "t

! Dapartment of Neuroradiology, Faculty of Medicine, Medical Center — University of Freiburg, University of Freiburg, Freiburg,
Germany, 2 Faculty of Veterinary Medicine, Institute of Veterinary Anatomy, Histology and Embryology, Leipzig University,
Leipzig, Germany, ? Institute for Biomedical Engineering, University of Stutigart, Stuttgart, Germany, * Department of MR
Physics, Facufty of Medicine, Medical Genter — University of Freiburg, University of Freiburg, Freiburg, Germany, ¢ Depariment
of Diagnostic and interventional Neuroradiology, University Hospital Augsburg, Augsburg, Germany, 5 Department of
Experimental Surgery, CEMT-FR, Facully of Medicine, Medical Center — University of Freiburg, University of Freiburg,
Freiburg, Germany, 7 Department of Neurofogy, Facufty of Medicine, Medical Center — University of Freiburg, University of
Fraiburg, Frelburg, Germany, © Fraunhofer Research Institution for Marine Biotechnology and instifute for Medical and Marine
Biotechnology, University of Libeck, Libeck, Germmany, ® School of Life Sciences, University of Warwick, Coventry,

United Kingdom, ™ Department of Neurosurgery, Faculty of Medicine, Medical Center — University of Freiburg, University of
Frolburg, Frelburg, Germany

Temporary middle cerebral artery occlusion (MCAQ) in sheep allows modeling of acute
large vessel occlusion stroke and subsequent vessel recanalization. However, rapid and
precise imaging-based assessment of vessel occlusion and the resulting perfusion deficit
during MCAQ still represents an experimental challenge. Here, we tested feasibility and
suitability of a strategy for MCAO verification and perfusion deficit assessment. We also
compared the extent of the initial perfusion deficit and subsequent lesion size for different
MCAQO durations. The rete mirabile prevents reliable vascular imaging investigation of
middle cerebral artery filing status. Hence, computed tomography perfusion imaging
was chosen for indirect confimation of MCAO. Follow-up infarct size evaluation by
diffusion-weighted magnetic resonance imaging revealed fluctuating results, with no
apparent relationship of lesion size with MCAQ at occlusion times below 4 h, potentially
related to the variable collateralization of the MCA territory. This underlines the need
for intra-ischemic perfusion assessment and future studies focusing on the correlation
between perfusion deficit, MCAO duration, and final infarct volume. Temporary MCAO
and intra-ischemic perfusion imaging nevertheless has the potential to be applied
for the simulation of novel recanalization therapies, particularly those that aim for a
fast reperfusion effect in combination with mechanical thrombectomy in a clinically
realistic scenario.

Keywords: CT perfusion, DSA, MCAQ, reperfusion, sheep stroke maodel, cerebral Ischemia, transiational research,
brain imaging
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INTRODUCTION

Several recent randomized-controlled trials have shown that
endovascular mechanical thrombectomy is highly beneficial for
patients with acute ischemic stroke and large vessel occlusion
(LVO) (1). This breakthrough in acute stroke treatment hasled to
steadily increasing numbers of patients undergoing endovascular
treatment with recanalization, providing options for novel
combined treatment strategies. For instance, companion
neuroprotective therapies are believed to augment the beneficial
impact of recanalization therapies in future settings (2, 3).

Although ischemia/reperfusion rodent models exist, these
models have limitations in simulating endovascular approaches
under conditions which are similar to a clinical intervention
in humans. The major limitation are the much smaller vessels
which, for instance, would not allow to test intravascular test
devices used for or to support thrombectomy. Large animal
models can fill this gap by providing a suitable vascular anatomy
and size for preclinical evaluation of new endovascular or
combination treatment concepts for LVO stroke (4). Non-human
primate and canine stroke models are restricted by ethical
concerns and high mortality in the acute and subacute stages after
stroke, preventing long-term assessment of functional outcome
and final lesion size as the most important clinical endpoints.
Alternatively applied porcine and ovine models are more suitable
to monitor long-term impact of an intervention, but exhibit a
rete mirabile which does not allow direct endovascular access
to the middle cerebral artery (MCA) for occlusion (MCAO).
Stroke models using these species therefore require surgical
access to the MCA. Recently, ovine permanent and transient
MCAO stroke models were established (5, 6). Effective occlusion
of the MCA main trunk or its branches was reported to
depend on the qualitative visual assessment of the operating
surgeon, but this may only be predictive in permanent occlusion
studies. In reperfusion studies, the individual extent and capacity
of collaterals can cause significant variations in final lesion
volume similarly to the situation in human LVO stroke. Thus,
a reliable, rapid and unbiased estimation of the perfusion deficit
during MCAO is an important prerequisite for acute and long-
term MCA recanalization studies. Investigating how the initial
diffusion deficit corresponds to final infarct size is another
important aspect awaiting clarification.

In this feasibility study, we tested several imaging modalities
for application in acute ovine MCAO modeling human LVO
stroke. We specifically aimed to assess (i) the reliability to confirm
successful transient MCAO, (ii) MCA territory hypoperfusion,
and (iii) feasibility of the imaging strategy in an experimental
MCAQ setting only offering a short imaging time window
between vessel occlusion and reopening. This work is also
intended to report pitfalls and challenges we faced during this
development. We finally want to share the experience we have
gained with other groups in the field, or trying to access it.

MATERIALS AND METHODS

Animal Baseline Data
The study involved 10 merino sheep half breed (age, 1-3
years; weight, 80.2 + 7.4kg), kept in the CEMT-FR (Center
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for Experimental Models and Transgenic Service, Freiburg,
Germany) under following conditions: straw boxes, daily grazing,
water and hay ad libitum, concentrated feed pellets as reward and
to foster human familiarization.

Anesthesia

Anesthesia was prepared by intramuscular injection of
midazolam [0.5 mg/kg bodyweight (BW)] and ketamine
hydrochloride (20 mg/kg BW), and was induced by intravenous
propofol administration (2-4 mg/kg BW). Following
endotracheal intubation, 12-15 breaths/min were provided
by a volume-controlled ventilator at a 10-15 mL/kg BW tidal
volume and 5-mbar positive end-expiratory pressure. Settings
were adjusted to normalize oxygen and carbon dioxide tension,
and pH values.

Anesthesia for surgical and endovascular procedures was
maintained by isoflurane in oxygen/air (FiO; > 0.4), intravenous
ketamine (10 mg/kg BW/h) and fentanyl (2-3 pg/kg BW/h)
administration. For CT perfusion and CT angiography as well
as brain MRI and angiography anesthesia was maintained by
intravenous propofol (15-18 mg/kg/h).

Fluid homeostasis was maintained by intravenous infusion of
Ringer solution (10 mg/kg BW/h). Electrocardiogram and blood
pressure were monitored continuously. A postsurgical antibiotic
(dihydrostreptomycin sulfate 12.9 mg/kg, benzylpenicillin-
procaine 8 mg/kg) and analgesic (carprofen 4 mg/kg) treatment
was performed.

Surgical MCA Preparation, Occlusion, and

Recanalization

Sheep were placed in the supine position slightly elevating the
right shoulder. The head was then tilted to the left by ninety
degrees. The wool between the ear and eye was shorn, and sterile
draping was applied to cover the surgical field.

Two different approaches to the MCA were performed.
MCAO surgery in the first series of experiments (series a,
cases 1-3) was carried out as described by Wells et al.
(6), with the following modifications (Figure1B). A 5cm
vertical incision was made, terminating at the zygomatic arch.
Temporal and other mastication muscles were divided and
stripped from the coronoid process of the mandible. Partial
removal of the coronoid process was omitted when accessing
the proximal MCA. The remaining masticators were then
divided and stripped from the outer table as far rostral as
the fibrous ring attaching the posterior orbit to the concave
border of the parietal bone. Thereafter, a small craniectomy
over the junction of the parietal and squamous temporal bones
was performed using an electric high-speed drill (microspeed,
Aesculap, Tuttlingen, Germany) to access the floor of the middle
cranial fossa directly behind the orbita. The dura was then
opened carefully. A 3 Head VM-900 surgical microscope (Moller-
Wedel, Wedel, Germany) was used for surgical preparation
of the proximal MCA and terminal ICA. The proximal MCA
was occluded by a Yasargil temporary titanium clip (Aesculap)
for2 h.

Surgery in the second series (series b, cases 4-10) was carried
out as described by Bolize et al. (5) (Figure 1C). The skin
between the eye and ear was incised at 5-7 cm along the superior
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FIGURE 1 | Study deslgn and surglcal approaches. {A) Overview on study design with two experimental series. Clip pictograms Indicate (translent) MCAO by vessel
clipping whereas the forceps indicate MCAQC by electrocoagulation. (B,€): Schematic illustration of the surgical approaches (top), 3D-Reconstruction showing the skin
Incision (middls), 3D-bony-reconstruction with muscle (red), and cranlectomy (blue) overlays (bottom). (B} The surgical approach according to Wells et al. (serles a).
The proximal MCA and terminal ICA were reached easily. Bony CT reconstruction shows the partial removal of the coronoid process. (€) Approach according to
Boltze et al. {series b), in which the distal branches of the MCA were folowed proximally until the optic nerve and the terminal internal carotid artery (ICA) had been
identified. A partial resection of the coronoid process was not necessary (CT reconstruction). Dotted lines: skin incision; blue areas: craniectomy; *: muscle dissection
{serles a only). The green arrows describes the surgeon’s approach and the approximate line of vislon,
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temporal fossa. The fascia of the temporal muscle was opened
and the muscle was stripped away in lateral manner to expose
the temporal fossa. During this maneuver, the coronoid process
was lateralized and thereafter kept laterally with a self-holding
spreader. The remaining masticators were then stripped from
the outer table of the cranium as far rostral as the fibrous
ring attaching the posterior orbit to the concave border of the
parietal bone.

Craniectomy was performed as described for series a. The
distal branches of the MCA were followed proximally until the
optic nerve and the terminal internal carotid artery (ICA) had
been identified. The MCA was permanently occluded using an
electrocoagulation device (KLS Martin, Miihlheim, Germany)
in case 4. This was performed to control for the influence of
the exact occlusion site. In cases 5-7, a clip was placed on the
MCA and left in place during CT imaging. The clip was then
removed and the vessel was immediately electrocoagulated at the
same location (Figure 1A). MCAO varied between 2.5 and 4.5h
depending on the particular research question to be addressed
in each case. In cases 8-10, the clip was placed on the MCA
and removed after 3.0h without subsequent electrocoagulation
(Figure 1A).

Endovascular Procedure

MCAO was immediately followed by surgical cut down of
the femoral artery for introduction of a 12F sheath by an
experienced veterinarian (J.H.). An 8F 90-cm sheath (Flexor
Shuttle Guiding Sheath; Cook, Bloomington, Indiana, USA)
was then inserted into the right common carotid artery
(CCA) using a coaxial 125cm 5F vertebral or Simmons-2
shaped inner catheter for vessel selection by an experienced
interventional neuroradiologist (S.M., C.M.). Selective digital
subtraction angiography (DSA) with injections of contrast
media (Solutrast 300, Bracco Imaging Deutschland, Konstanz,
Germany) into the right CCA that was performed using a
C-arm monoplanar angiography system (XA BV300, Philips
Health Systems, Hamburg, Germany). Angiographic imaging for
visualization of the clip-occluded right MCA was performed in
variable angulations.

Brain MRI and MR Angiography

Magnetic resonance imaging (MRI) was performed on a 3T MRIL
Scanner (Trio, Siemens, Erlangen Germany) using a combined
12-channel head/neck coil. The MRI protocol included sequences
as shown in Table 1.

Volumetric analysis of ischemic volume (on coronal DWT)
and volume of edema (ischemic area plus surrounding edema
on coronal T2w) was based on manual segmentations using
the medical imaging platform NORA (http://www.nora-imaging.
org). Ischemic areas were classified as such after correlation with
generated ADC maps. Image evaluation and infarct localization
was performed by an experienced neuroradiologist (S.M., C.M.)
on a PACS station.

CT Perfusion and CT Angiography

Cases 5 to 10 in series b were transferred to a 16-slice computed
tomography (CT) scanner (Somatom Sensation 16, Siemens)
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immediately after surgical clip placement. Plain CT of the brain
was performed in coronary plane sequential acquisition (5-mm
slice thickness) to localize the surgical clip and to rule out
intracranial hemorrhage. Then, a CT perfusion (CTP) scan was
performed covering a 2.4cm slab of the sheep brain which
was centered on the tips of the MCAO clip within the MCA
territory (four slices; 6-mm slice thickness). Post-processing of
standard perfusion maps (CBV, CBE, and Tmax) was conducted
using a dedicated commercial software package (SyngoVia,
Siemens). These perfusion maps were rated by an experienced
neuroradiologist (S.M.) for presence and degree of MCA territory
hypoperfusion using the following semiquantitative score: 0 =
no lesion visible on Tmax/CBF/CBV, 1 = lesion visible on
Tmax only, 2 = lesion visible on Tmax and partially visible
on CBF/CBV, 3 = lesion visible on Tmax/CBF and partially on
CBV. Finally, thin-section CT angiography of the craniocervical
arterial vasculature (slice thickness; 0.75mm) was performed
with arterial bolus tracking. Assessment of CTA 3D datasets was
conducted by an experienced neuroradiologist (S.M., CM.) on a
PACS station.

End of Experiments

Sheep were killed in deep anesthesia by an intravenous potassium
chloride overdose at the end of each experiment (after MRI
acquisition on day 2 in cases 1-3 and 8-10 and on day 0
in cases 4-7). Death by cardiac arrest was certified by an
independent veterinarian.

RESULTS

All procedures were performed without major complications.
No sheep suffered from any clinical complications except for
neurological deficits after MCAO. Physiological parameters were
continuously monitored before and directly after MCAO, and
were in normal ranges throughout the experiments. Mean
arterial blood pressure (MAP, median [IQR]) was 93 [82.25-
103.75] mmHg/92 [82-107] mmHg, and pulse rate was 78
[71-99] beats/min/81 [73-97] beats/min before/after MCAO,
respectively. Both parameters did not differ significantly between
pre- and intraischemic measurements (p = 0.903 for MAP and p
= 0.451 for pulse rate). Imaging results from all experiments are
summarized in Table 2.

Results From Series a

Case 1

DWI and T2w MRI on day 2 after MCAO showed a small
ischemic lesion (1.7mL; Figure2A) in right thalamic and
midbrain regions after 2 h of transient clip MCAO. The midbrain
ischemia suggested an erroneous confusion of the MCA main
trunk (M1 segment) with the terminal ICA, resulting in occlusion
of terminal ICA and thus of perforating and choroidal artery
branches with mesencephalic supply. This appears likely since the
proximal segment of the MCA trunk forms a steep 180° curvature
with an almost parallel course to the terminal ICA at the anterior
skull base of sheep (please also see case 2, Figure 2B; and case 4,
Figure 4).
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TABLE 1 | Summary of 3 Tesla MRI sequence parameters.

Imaging of Temporary Sheep MCAO

MRI sequence Sequence parameters Orientation Voxel size Acquisition time
3D FLAIR TE/TR, 395 ms/56,000ms; T, 1,800ms; FA, 15°; NA, 1; IPAT, 2 sagittal 1.0x 1.0 x 1.0mm 5.52 min
3D MPRAGE TE/TR, 2.15 ms/1,400ms; FA, 15°; NA, 1; IPAT, 2 sagittal 1.0x 1.0 x 1.0mm 3:27 min
TSET2 TE/TR, 95 ms/4,080 ms; FA, 140°; IPAT, 2; NA, 1 adal 0.4 x 0.4 x 04mm 2:29 min
TSET2 TE/TR, 102 ms/5,680ms; FA, 140°; IPAT 2; NA, 1 sagittal 0.7 x 0.7 x 3.0mm 2:23 min
TSET2 TE/TR, 95 ms/4,911 ms; FA, 140°; NA, 1 coronal 0.4 x 0.4 x 3.0mm 4:51 min
3D TOF MRA TE/TR, 3.85 ms/23 ms; FA, 18°; 3D slabs, 3; NA, 2; IPAT, 2 coronal 0.6 x 0.4 x 0.6mm 11:14 min
DwWI TE/TR, 87 ms/4,700ms; NA, 3; IPAT, 2 coronal 1.3 x 1.3 x 3.0mm 1:12 min
Dwil TE/TR, 86 ms/3500ms; NA, 3; IPAT, 2 axial 1.3 x 1.3 x 3.0mm 1:12 min

DW, diffusion weightsd imaging; FA, fip engle; FLAIR, Fluid-attenuated inversion recovery; IPAT, integrated parallel imaging techniques; MPRAGE, Megnetization Prepared Repid
Acquisition GRE {gradient echo); NA, number of averages; TE, echo time; TOF MRA, time-of-fiight MR angiography; TR, repetition time; TSE, turbo spin echo.

TABLE 2 | Summary of MCAO technique, MRI findings, and visualization of MCAO with various imaging modalities.

Animal MCAO MRI findings Visibllity of MCAO on vascular Imaging modalities
No.
Surglcal Durationof  Dayof DWI lesion T2leslon Location of TOF MRA* cT cT DSA of
technique ischemia® MRI volume [mI] volume [ml] ischemia/ Angiography Perfusion - CCA/rete
[hours] surrounding hypoperfusion mirabile
edema score’
1 Clip 2 2 1.7 4.8 Midbrain/No NA NA NA NA/NA
2 Clip 2 2 25.6 17.0 Large MCA NA NA NA NV/NA
infarct/No
3 Clip 2 2 05 3.8 Small MCA NA NA NA NV/NA
infarct/Yes
4  Coagulation 2 0 13.3 5.8 Large MCA Visible NA NA NV/NV
ischemia/No
5 Clip for CTP - 25 4] 22 0 Medium MCA Vislble NV 1 NA/NA
coagulation ischemia/No
for MRI
8  Clipfor GTP - 45 0 14.5 11.3 Large MCA Visible NV NV - Artifacts ~ NA/NA
coagulation ischemia/No
for MRI
7  Clipfor CTP - 40 0 16.8 0.2 Large MCA Visible NV 3 NV/NA
coagulation ischemia/No
for MRI
8 Cip 3.0 2 8.0 5.4 Medium MCA NA NV 1 NV/NA
Ischemla/No
9 Cip 3.0 2 8.5 9.2 Medium MCA NA NV 3 NV/NA
ischemia/minimal
10 Clip 3.0 2 0.9 3.8 Small MCA NA NV 2-dp Partially
infarct/Yes Artifacts visible/NA

*refers to time interval from start of MCAO untit MRI DWI was performed in cases 4-7 (vessel coagulation). § refers to semiquantitative visual assessment of hypoperfusion in MCA
territory: 0, no fesion on Tmax/CBF/CBV: 1, lesion visible on Tmax only; 2, fesion visible on Tmax and partially visible on CBF/CBV: 3, lesion fully visible on Tmax/CBF and partially

on CBV.
NV, not visibie; NA, not available.

Case 2

Transient clip MCAO was performed for 2h. Selective
DSA of the CCA could not unequivocally demonstrate
MCA main trunk occlusion despite variable angulations
of the DSA images during angiography (Figure2B). MRI
on day 2 showed a large-sized MCA territory infarct
(Figure 3, upper panels) with recanalized MCA on 3D
TOF MRA.
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Case 3

Transient clip MCAO was performed for 2h. Selective DSA of
CCA during MCAQO again failed to demonstrate MCA main
trunk occlusion despite variable angulations of the DSA images
during angiography. MRI on day 2 showed no relevant ischemia
on DWI (DWI lesion volume, 0.5 ml). A small area of vasogenic
edema with scattered and small hemorrhagic foci was found in
the area of the surgical access to the MCAO (Figure 3, lower
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FIGURE 2 | Results from case 1. {A) MRI Images on day 2 after MCAQ from case 1. Upper panels show DWI1 Images In coronal view with Ischemic leslons of the
midbrain tegmental area within the right crus cerebri and right thalamus {white arrows}. Lower panels show consecutive edema on T2w images in mid-sagittal views.
{B) CCA DSA images before and after clip MCAQ. After clip MCAQ, no clear cut-off of MCA main trunk was visible with possible faint MCA filing (DSA image in left
panel) at the clip level (unsubtracted image in mid panel). After clip removal {DSA image in right panel}, filling of the main MCA trunk was visible. However, the distal
MCA branch vasculature was not seen due to vessel overlap from rete mirablle and larger extracranlal arterles.

panels). The MCA showed a normal flow signal on 3D TOF-MRA
images at day 2 after temporary clip occlusion. The neuro-deficit
of the animal was light.

The chosen approach in series a (cases 1-3) resulted in a
highly variable infarct configuration for two potential reasons.
First, the vessel location for the surgical clip placement was
inappropriate in case 1 (resulting in mid brain infarcts). Second
and similar to the human situation, there might be a variable
extent of MCA vessel collateral flow resulting in highly different
infarct sizes between cases 2 and 3. Thus, we decided to modify
the surgical approach in series b. We further tested whether
the chosen MCAO location was correct by using an optimized
imaging algorithm during the ischemia phase.

Results From Series b

Case 4

In this case, we tested whether DSA of the CCA with additional
superselective views from injection of the right rete mirabile
is capable of proofing MCAOQ. For immediate comparative
assessment of the vessel status after MCAO on 3D TOF MRA, the
MCA main trunk was electrocoagulated to avoid MRI artifacts

emerging from the clip. A 0.021 inch microcatheter (Prowler
Select Plus, Codman & Shurtleff, Inc., Raynham, USA) was
introduced into the largest inferior arterial branch supplying
the rete mirabile via long sheath endovascular access to right
CCA directly after MCAO. Despite multiple angulated vessel
views on superselective DSA (Figure4, left panel), MCAO
could not be correctly visualized. Further distal microcatheter
navigation toward the rete mirabile led to subsequent vasospasm
with impaired demonstration of downstream vasculature. MRI
was performed directly at 2h following vessel occlusion. MRA
visualized the MCAO site at the MCA main trunk (Figure 4,
right panel). The resulting early MCA territory infarct was visible
on DWI images (DWI lesion volume 13.3 ml) with beginning
edematous change on T2w images (T2 lesion volume 5.8 ml).

Case 5

Since DSA (including superselective views used in case 4) failed
to demonstrate adequate vessel occlusion, we decided to further
amend the imaging protocol by introducing CTA with CTP
imaging in cases 5-7. Since electrocoagulation is not a feasible
technique for transient MCAQO, we decided to first perform
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FIGURE 3 | Results from ceses 2 and 3. MRI images of case 2 {upper panels) end case 3 (lower panels) on day 2 after 2 h of transient MCAO, DWI and T2w
images show a large right MCA teritory infarct lesion (DWI lesion volume, 25.6 ml) with swelling and mild herniation through the craniectomy site (arrows in upper left
and mid panels). MRA (upper right panel) demonstrates adequate MCA recanalization after right temporary MCAQO. In case 3, no relevant MCA territory Ischemla Is
seen on DWI images (lower left panel; DWI lesion volume, 0.5 ml), whereas T2w images exhibit vasogenic edema in the area of the craniectomy with mild
hemorrhagic foci (ammow in lower middle panel). Again, MRA demonstrates adequate MCA vessel recanalization after right temporary MCAO (lower right panel).

FIGURE 4 | Results from case 4. DSA image {left panel) showing superselective rete mirabile injection (red arrow) after permanent MCAQ (animal 4) without clear
evidence of MCA main trunk occlusion {red amow). 3T TOF MRA showing duplicated right MCA main trunk post temporary MCAO (mid panel, arrows) and clear
evdence of right MCA occluslon after permanent MCAQ {right panel).

MCAO with a clip followed by immediate transfer to CTA/CTP On CTP, a large area of right MCA territory hypoperfusion
imaging. Thereafter, the clip was removed and the vessel was  was seen on Tmax, whereas CBF and CBV maps showed no areas
occluded in the same location by electrocoagulation in order to  hypoperfusion (perfusion score 1; Figure 5). Missing flow signal
perform subsequent MRI without clip-borne artifacts. Thus, CTP  of the MCA main trunk was seen on 3D TOF MRA. Visualization
findings could be correlated with the results of MRI simulatinga  of the MCAO at the main trunk was not possible on CTA images
temporary MCAO with ischemia duration of 2.5h (time interval ~ due to beam hardening artifacts originating from skull bone and
from initial vessel occlusion to MRI acquisition). the clip. On DWI, signs of a small infarct in the MCA territory
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in lower panels, respectively.

FIGURE 5 | Resuilts from case 5. CTP images from case 5. Directly after clip MCAG profound hypoperfusion is visible on Tmax maps {upper panels) without
reduction in CBV {lower panels). False color scale indicates Tmex from O {purple) to 2.5 8 (red} in upper panels and CBV from 0 ml/100g (purple) to 6 m/100g {red)

were detected (lesion volume 2.2 ml) without edematous change
on T2w images. In this case, evidence of correct temporary
MCAO at the main trunk by visualization of CTP hypoperfusion
during the time window of clip occlusion was first demonstrated
with good correspondence to findings in immediate MRI. Hence,
duration of MCAO for 2.5h may still have been too short to
detect a fully evolved infarct.

Case 6

MCAO and imaging procedures were performed as described
in case 5 except for the longer (4.5h) duration of ischemia at
the time of the MRI measurements in order to avoid a small
final infarct due to premature recanalization. Perfusion in the
right hemisphere could not be evaluated on CTP due to major
streak artifacts from extensive jugular venous contrast media
reflux. Correct MCA main trunk occlusion could be reliably
demonstrated using 3D TOF MRA, but CTA again failed to do
so due to beam hardening artifacts. Four and a half hours of
ischemia led to a rather large-sized MCA infarct that was seen on
DWIMRI (lesion volume 14.5 ml) with resulting early edematous
changes on T2w images.

Case 7

MCAO was performed as described in case 5 and 6 except
for a modification in the positioning of the animal during
CTP acquisition in order to avoid streak artifacts originating
from contrast media reflux into the jugular veins. To this
end, the animal was placed in left anterior-lateral position
on the CT scanner table to relieve paunch-related increase in
central venous pressure. DSA was also added directly after CTP

Frontiers in Neurology | www.frontiersin.org

50

and before removal of the clip, and subsequent permanent
electrocogaluation of the MCA. However, as in the previous
cases, DSA images could not clearly demonstrate correct vessel
occlusion. MRI was performed at 4.0h after MCAO. MRA was
able to correctly visualize MCA main trunk trunk occlusion.
On CTP, a large area of MCA territory hypoperfusion was seen
on and on CBF maps with hypoperfusion also visible on CBV
maps (perfusion score 3). There were no major artifacts on CTP
images. However, MCAQO was not visible on CTA images due
to beam hardening artifacts similar to cases 5 and 6. Likewise, a
rather large-sized MCA territory infarct was seen on MRI (DWI
volume, 16.8 ml) without significant early edematous change on
T2w images after 4h of ischemia.

Cases 8-10

During an interim summary of cases 5-7, the utilization of CT
perfusion for demonstrating MCA territory hypoperfusion as
an indicator of correct MCAO was found successful except for
extensive beam hardening artifacts in case 6, caused by jugular
venous reflux. Thus, we planned to gain further experience
with this CT perfusion protocol (applied with modified animal
positioning as described in case 7) in combination with the
modified surgical approach of series b. However, we decided to
continue by performing a transient clip MCAO only (omitting
electrocoagulation) and infarct size measurement by MRI on day
2. The latter modifications were chosen in order to establish an
imaging-based MCAO model which is designed for testing novel
combined endovascular approaches of LVO stroke therapy in
the future. Such transient MCAO stroke model should not only
allow for ultra-early MRI but also for delayed imaging assessment
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of final infarct evolution and clinical follow-up as additional
outcome measures.

The clip was removed after an ischemic period of 3.0h.
CTP imaging was performed directly after clip placement with
modified animal positioning on the scanner table as described in
case 7. Ultra-early MRI scanning was skipped and animals were
allowed to wake-up and recover from the procedure. Infarct size
measurement was performed on MRI at day 2 after MCAO in all
three cases. On CTP, MCA territory hypoperfusion was visible on
Tmax in all three cases. In addition, CBF reduction 9 and mild
CBV reduction within the MCA territory was found in case 9
(perfusion score 3). In case 10, there were streak artifacts within
the MCA territory from clip placement which, however, did not
severely impair visibility of hypoperfusion (perfusion score 2).
The MCAO was again not visible at all on DSA of the CCA in
cases 8 and 9 after clip placement, and only poorly visible in case
10. On MRI at day 2, medium-sized MCA territory infarcts were
evident on both DWI and T2w images (DWI volume, 6-8.5 ml)
in cases 8 and 9. In contrast, the MCA territory infarction was
rather small-sized (DWT volume, 0.9ml) despite proved MCA
territory hypoperfusion on CTP in case 10. This surprising result
was explained by MRA on day 2 showing an early duplication
of the MCA vessels as a normal variation in this case (Figure 4,
mid panel). This variant may be a source for strongly improved
collateralization within the MCA territory in some individuals.
Identification and occlusion of the duplicate MCA main trunk
can be challenging as it could be located deeply within a cerebral
sulcus or the brain parenchyma.

DISCUSSION

The aim of this case study was to establish a feasible imaging
modality for MCA territory hypoperfusion assessment in an
ovine transient MCAO model, and to document our experience
collected on the way toward this aim. Final infarct size on MRI
represents a meaningful efficacy surrogate in experiments on
acute stroke therapeutic interventions. However, in studies using
transient MCAQ this is only valid when the extent of brain
hypoperfusion and thus the expected final lesion size without
reperfusion or therapeutic intervention is known in order to
compare it to the final lesion volume with recanalization and/or
accompanying therapeutic intervention.

We evaluated different imaging protocols for both intra-
ischemic and post-ischemic perfusion and infarct assessment,
and performed a step-wise amendment of the imaging
procedures and protocols. The finally resulting imaging
strategy was feasible to demonstrate temporary MCA territory
hypoperfusion during clip occlusion prior to vessel reopening
in the intra-ischemic phase of temporary MCAO. Furthermore,
we performed a “two-step” occlusion by MCA clipping prior to
CTP, and electrocoagulation after CTP at the exact same vessel
location to validate the results by means of TOF MRA without
the risk of clip-derived artifacts.

We also determined CTP using standard post-processed
image maps (Tmax, CBF, and CBV). This imaging technique
was feasible to confirm hypoperfusion and thus the correct clip
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placement during MCAO. Such confirmation is an important
quality assurance method when later removing the clip to model
successful recanalization. Although derived from a relatively
small number of animals undergoing CTP, our results indicate
that final infarct size may be highly variable at least within
a time window of 3-4.5h of MCAO. These results are in-
line with previous experiments done by Wells et al. (7) that
demonstrated DWI volumes ranging from 7 to 15% of whole
brain tissue after 2h of ischemia with proximal clip MCAO
in six animals. In principle, this variability may arise from
incomplete MCA occlusion or a variable extent of collateral
circulation to the MCA territory. Although a definite conclusion
is hard to make, we argue for the latter as the most likely
explanation due to numerous reasons. First, the Yasargil clips
used in our experiments are also used in humans and exhibit
closing forces (>150 g, 1.47 N) that should be absolutely sufficient
to occlude the ovine MCA. Complete vessel coverage by
the clip was confirmed after thorough visual inspection by
the surgeon (M.].S.). Of note, the ovine MCA is smaller
than the vessels Yarsagil clips are usually placed on, so it is
not difficult to cover it entirely. Second, we report cases of
considerable infarcts (e.g., cases 2, 8, and 9). This points at a
factor being different between individual subjects rather than
a technical failure. Indeed, the extent of collateral circulation
determines the extent of the core infarct size very early after
onset of human LVO stroke of the MCA (8, 9), and the
situation can be similar in sheep. If this assumption was
right, it would underpin the translational value of the model
described herein, but also calls for pretest assessment of collateral
status to exclude extreme outcomes. In the sheep model,
collateral circulation of the MCA may further be enhanced
by dedicated variants of the ovine cerebral arteries such as a
duplicated MCA main trunk (see case 10). Permanent MCAO
by electrocoagulation as employed in our study was previously
reported to result in reproducible infarct volumes throughout
a 7 week surveillance period, starting 24h after MCAO (5).
Similar findings were reported for swine (10). This might come
in line with our assumption, as the initially tissue-preserving
effects of collateralization will become less prominent over time
in case a critical hypoperfusion/complete blood flow disruption
is present. During the acute stage, however, individual differences
in collateralization capacity would result in much more variable
lesion volumes.

The volume of hypoperfused brain tissue at early time points
of vessel occlusion may be later correlated to the final lesion
size. In our series, some cases that demonstrated profound
hypoperfusion at the time of vessel occlusion (score 3) showed
rather large-sized infarct volumes on follow-up DWI MRIL
However, owing to the small number of cases with well-evaluable
CTP images (n = 4) we were not able to clearly prove a suggested
association between the extent of hypoperfusion early after clip
application and final infarct on DWI by using a semiquantitative
analysis of perfusion deficits. In order to provide a robust
estimation of final infarcts, more data from CTP before clip
removal (simulating the endovascular recanalization) should be
compared to final infarct size on MRI or infarct histology in
future studies.
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Surgical Approach

Reproducible and reliable infarcts could not be induced in
series a, and effective occlusion depended on qualitative visual
assessment by the surgeon. Due to the basal approach, the
proximal MCA and terminal ICA could be reached easily.
However, the narrow loop between the terminal ICA and
the proximal MCA may have led to erroneous terminal ICA
occlusion, resulting in brain stem infarct presumably from
associated choroidal vessel occlusion with the absence of any
MCA territory ischemia (case 2). Surgical knowledge of this
dedicated anatomy being different to human basal brain arteries
is crucial to avoid such complication. Moreover, duplication
of MCA main trunk (M1 segment, see case 10 and Figure 4)
represents a relatively frequently observed anatomical variant in
sheep, and is also supposed to be the source for of a high degree of
collateralization within the MCA territory. Such duplication may
not be entirely visible during neurosurgical exposure.

According to the impression from our experienced vascular
neurosurgeon (M.].S.), the surgical approach chosen in series b
was technically more suitable for MCAO, as long as possible early
duplication of the MCA was ruled out and the proximal MCA
(vascular loop near the optic nerve) was clearly identified.

MCAO Imaging
DSA, superselective DSA of vessels supplying the rete mirabile,
and CTA were not suitable to confirm correct MCAO. This
was presumably due to the tiny caliber of intracranial arteries
distal to the rete mirabile on superselective DSA and CTA, and
many overlapping large-sized extracranial branches of the carotid
artery on non-selective DSA, respectively. 3D rotational DSA
might be an alternative option to visualize the occlusion of the
MCA main trunk which was however not possible due to limited
technical capabilities of our experimental angiography suite.
Imaging of leptomeningeal collateral status in MCAQ may be of
interest as it could serve as an estimate for clinical outcome and
final infarct size. However, the same methodological limitations
of DSA and CTA as in the confirmation of correct MCAO may
also account for the poor visualization of the tiny pial vessels
in the sheep brain that impair a sufficient analysis of collaterals.
However, in analogy to human large vessel occlusion stroke,
CT perfusion penumbral imaging may also provide indirect
information on the presence or absence of collaterals (11, 12).
Non-human primate (NHP) models of ischemic stroke [for
review see (4)] might be advantageous when assessing small-
caliber intracerebral vessels and the cranial anatomy in NHPs is
even closer to the human situation. However, the use of NHPs is
ethically restricted in many contains, and costs related to using
the species by far exceed those of other large animal stroke
models. In turn, this restricts sample sizes and often severely
limits endpoints that can be addressed quantitatively.
Beam-hardening metal artifacts were visible on CTA during
temporary MCAQ induced by titanium clip application. 3D TOF
MRA at 3T reliably showed MCAOQ, but required (permanent)
occlusion by electrocoagulation to avoid clip-borne artifacts (13).
This issue might be mitigated by the use of newly developed
and improved, but extremely expensive MRI-compatible clips.
These are made of special titanium based alloys or Phynox, an
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alloy composed of cobalt, chrome, nickel, and molybdenum (e.g.,
Aesculap Yasargil mini clips) and cause only minimal artifacts.
However, in transient MCAO, this imaging modality may be
less efficient and also difficult to apply during a short ischemic
time window between two neurosurgical procedures for clip
placement and subsequent removal. This is particularly relevant
for experiments that add additional time for endovascular
procedures, e.g., for intra-arterial neuroprotective therapy, which
necessitate additional navigation and placement of a catheter into
the brain supplying arteries. Nevertheless, MRI-compatible clips
might allow perfusion-weighted imaging sequences to assess the
perfusion deficit during occlusion.

Positron emission tomography (PET) has been reported as a
gold standard for experimental perfusion deficit assessment and
is applicable in sheep (14, 15). Moreover, PET imaging is hardly
susceptible to metal artifacts from a placed clip. However, PET
imaging requires a dedicated infrastructure while its application
and in particular full data analysis may be too time-consuming
to be applied in acute experimental settings during a short time
window of temporary vessel occlusion.

We found that CT perfusion reliably provided indirect
evidence of MCAO by demonstrating MCA fterritory
hypoperfusion already in a small number of cases. Importantly,
it was the most feasible modality that could be applied in
a time-efficient manner during temporary neurosurgical
clip MCAO among the tested imaging techniques. In
our experience, streak artifacts related to venous reflux
into the internal jugular vein may be reduced by placing
the animal in a left anterior-lateral position on the CT
scanner table to relieve paunch-related venous pressure.
This finally resulted in good diagnostic quality of the
CTP images.

Study Limitations

In this pilot study with small number of consecutive animals, no
complete blinding or randomization could be performed which
may potentially bias the analysis of study outcomes. However,
the investigators who performed the volumetric analysis of
infarct volume on MRI images were blinded to the respective
animals’ treatment protocols. Detailed information derived on
correlation of infarct size with hypoperfusion volume could
not be obtained due to variable imaging protocols and the
small number of animals that finally underwent CTP, warranting
additional research on this aspect. Consequently, further studies
with a fixed CTP imaging protocol and ischemic time window of
temporary MCAQ are necessary.
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3.4 Darstellung der Eigenleistung

Ich hatte in allen Phasen der Pilotstudie und der Erstellung des Papers einen erheblichen
eigenstandigen Anteil. Die Konzeption der Studie erfolgte in Zusammenarbeit mit Professor
Cattaneo, Professor Boltze, Professor Meckel und Dr. Shah. Ich war fir die klinische und
klinisch-chemische Untersuchung, Anasthesie und medikamentelle Versorgung der Schafe
verantwortlich. Das Erfassen, Verarbeiten und Analysieren der Daten wurde ebenfalls von
mir in Zusammenarbeit mit Professor Meckel, Professor Boltze und Dr. Shah durchgefuhrt.
Weiterhin habe ich die Daten zur Diskussion im Team aufgearbeitet und das Manuskript
zusammen mit Professor Cattaneo, Professor Boltze, Professor Meckel und Dr. Shah
geschrieben. Die weiteren Koautorinnen und Koautoren leisteten ihrem fachlichen Profil
entsprechende, wichtige intellektuelle Beitrage zu Studienplanung, -durchfiihrung und/oder

Datenanalyse und waren an der Durchsicht und Uberarbeitung des Manuskriptes beteiligt.

3.5 Ausblick: Selective intracarotid blood cooling in acute
iIschemic stroke: a safety and feasibility trial of hypothermia vs.

normothermiain an ovine stroke model

Die im Folgenden exzerpt- und Uberblicksartig dargestellten Methoden und Ergebnisse sind
Teil einer weiteren Publikation, die sich zum Zeitpunkt der Einreichung der Dissertation
allerdings noch in der Begutachtung befand. Daher erfolgt hier die Darstellung der
wesentlichen Ergebnisse dieser Arbeit, welche in Abschnitt 4 im Zusammenhang mit allen
anderen Befunden und Ergebnissen diskutiert werden und fir die Dissertation als Ganzes

von wissenschaftlichem Interesse sind.

3.5.1 Uberblick zur Methodik

In einem letzten Schritt wurde das etablierte Schafmodell in einer Rekanalisationsstudie
eingesetzt. Die therapeutische Hypothermie ist, vor allem in Kombination mit einem
Rekanalisationverfahren, ein  &uferst  vielversprechender  Therapieansatz  bei
Schlaganfallpatienten. Ziel der durchgefiihrten Untersuchung war es daher, die Sicherheit
und Machbarkeit des neuen Kihlkatheters, der sowohl eine selektive Kihlung des Gehirns
als auch eine Thrombektomie ermdglicht, zu testen.

In der Studie wurden zwanzig weibliche Merinoschafe verwendet, die nicht-randomisiert in
die Studie eingeschlossen wurden. Bei allen Schafen wurde ein temporarer Verschluss der

ACM mittels Clip-Setzung durchgefuhrt und mittels Computertomographie (CT)-Perfusion
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bestatigt. Zur Darstellung der ACC-Zirkulation nach ACM- Verschluss und nach Abnahme
des Clips wurde eine Angiographie durchgefiihrt. In der Hypothermie-Gruppe (10 Schafe)
wurde ein Kihlkatheter in die rechte ACC eingefihrt, in der Normothermie-Gruppe (10
Schafe) wurde stattdessen ein Standardkatheter, wie er bei der Durchfuhrung von
Thrombektomien zum Einsatz kommt, verwendet. In beiden Versuchsgruppen wurde somit
ein Katheter in den Bereich der ACC vorgeschoben. Grund dafur war, dass der
Sicherheitsendpunkt nicht in Bezug auf das Platzieren eines Katheters erfolgen sollte,
sondern in Hinblick auf die Verwendung des Kuhlkatheters bei gleichzeitiger Durchfiihrung
einer selektiven Hypothermie. Mit der Kihlung wurde in der Hypothermie-Gruppe 20
Minuten vor ACM-Rekanalisation (Clip-Entfernung) begonnen. Die Kuhlung wurde 180
Minuten lang aufrechterhalten. Nasale und rektale Temperatur der Schafe wurden
kontinuierlich aufgezeichnet. Die nasale Temperatur wurde als zuverldssiges Surrogat der
Hirntemperatur beschrieben (CATTANEO et al. 2016). Die Schafe wurden uber einen
Zeitraum von 30 Tagen klinisch und neurologisch Uberwacht. Ein MRT des Gehirns wurde
an den Tagen 2 und 30 nach dem Eingriff durchgefiihrt. Die Analyse der priméren
Endpunkte basierte unter anderem auf histologischen Befunden (Sicherheit) sowie den
intranasalen und rektalen Temperaturmessungen (Anwendbarkeit und Durchfuhrbarkeit).
Der sekundéare Endpunkt (Wirksamkeit) wurde unter anderem durch neurologische
Verhaltenstests (Boltze et al., 2008) und das Infarktausmall im MRT beurteilt. Die
Auswertung der Daten erfolgte verblindet. Eine Randomisierung der Versuchstiere war aus
logistischen Grunden nicht moglich. Beispielsweise konnte die Beschaffung der
Versuchstierpopulation nicht komplett, sondern aus Grinden der Haltungskapazitiat und
jahreszeitlich bedingt nur in kleineren Tranchen erfolgen. Weiterhin verzdgerte sich die
Fertigstellung des Kihlkatheter-Versuchsmusters seitens des herstellenden Unternehmens
so lange, dass eine zeitgerechte Durchfiihrung des (drittmittelfinanzierten) VVorhabens nur
maoglich war, weil zwischenzeitlich mit Untersuchungen in der Kontrollgruppe begonnen

wurde.

3.5.2 Ausgewahlte Ergebnisse
Die histopathologische Untersuchung der 30 Tage nach ACM- Verschluss und Kihlung

entnommenen ACCs ergab keinerlei Hinweise auf eine verminderte GefalBwandintegritét bei
der Hypothermie- im Vergleich zur Normothermiegruppe (Tabelle 1). Darlber hinaus
wurden in der Hypothermiegruppe keine Unterschiede zwischen behandelten und
unbehandelten ACCs beobachtet (Tabelle 1).
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Tabelle 1: Histopathologische Befunde der ACC-Proben

Diese Tabelle ist Bestandteil der eingereichten Publikation und zeigt die Analyse der histopathologischen
Befunde der ACC-Proben. P-Werte: Chi-Quadrat-Test zum Vergleich der Befunde zwischen Hypothermie- und
Normothermiegruppe und McNemar-Test zum Vergleich zwischen behandelten (rechts) und unbehandelten
(links) ACCs innerhalb der Hypothermiegruppe. ACC (Arteria carotis communis), HT (Hypothermie), NT
(Normothermie), vs. (versus).

NT- p-Werte*
HT- HT- NT- behandelte
Histopatho- gruppe gruppe gruppe gruppe | HT-vs. NT- VS.
logische - - - unbe-han gru_ppe unbehandelte
Parameter behandelte unbehan- | behandelte del behandel ACC
ACC delte ACC | ACC delte ehandelte i
ACC ACC HT-gruppe
Blutgerinnsel
an der Wand 0/10 0/10 0/10 0/10 1,0 1,0
haftend
Fibrino-
leukozytérer 0/10 0/10 1/10 2/10 1,0 1,0
Schorf
Luminaler 7110 7110 47110 | 7/10 0,369 1,0
Thrombus
Dissektion 0/10 0/10 1/10 0/10 0,501 1,0
Intimale 7110 7/10 7/10 8/10 1,0 1,0
Verdickung
Entzundung
der Intima 0/10 0/10 0/10 1/10 1,0 1,0
Fragmentie-
rung
. 1/10 3/10 1/10 2/10 1,0 0,317
elastischer
Fasern
Verdickung &
Zellreichtum 0/0 3/10 2/10 2/10 0,456 0,083
in der Media

In beiden Gruppen traten geringfiigige Affektionen der Geféallinnenwande auf, wobei diese
interessanterweise in der Normothermiegruppe etwas zahlreicher waren.

Das Einbringen des Kihlkatheters zur ACC war bei allen Tieren komplikationsfrei und
zugig moglich. Unmittelbar nach Beginn der selektiven Kihlung begann die ipsilaterale
Nasaltemperatur zu sinken und naherte sich asymptotisch einem Plateau an, das nach etwa
120 min erreicht war und etwa 4,1° C unterhalb der Ausgangstemperatur lag (Abbildung 7).
Die Korperkerntemperatur (rektale Messung) in der Hypothermiegruppe sank um ein
vergleichbares Niveau (4,1° C). Allerdings erfolgte der Abfall der Kérperkerntemperatur
deutlich langsamer. Bereits 10 Minuten nach Beginn der Kihlung war die Temperatur
statistisch signifikant geringer als in der Normothermiegruppe (p < 0,01). In der
Normothermiegruppe konnte ein leichter Abfall der nasalen (max. -0,7° C) und der
Kdorperkerntemperatur (max. -0,53° C) beobachtet werden. Diese waren jedoch deutlich
geringer als in der Hypothermiegruppe und vermutlich der Narkose und dem damit

einhergehenden Verlust der aktiven Temperaturregulation geschuldet (
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Tabelle 2).

Abbildung 7: Temperaturabfall wahrend der Kihlungsphase
Diese Abbildung ist Bestandteil der eingereichten Publikation und zeigt die mittleren (95 %-ClI)
Temperaturabfille (AT, °C) in 5-Minuten-Intervallen wéhrend der Abkihlungs- (180 min) und
Nachkihlungsphase (30 min). Diese sind fiir die rektale (®) und nasale (o) Temperatur in der Hypothermie-
(blau) und Normothermiegruppe (rot) dargestellt. CI (Konfidenzintervall).
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Tabelle 2: Vergleich der Temperaturabfalle bei selektiver Kiihlung

Diese Tabelle ist Bestandteil der eingereichten Publikation, AT bezieht sich auf den mittleren (95 %-CI)
Temperaturabfall, der durch Subtraktion der gemessenen Verfahrenstemperatur von der Temperatur bei der
Basislinie berechnet wird, die tber die letzten 30 Minuten vor Verfahrensbeginn pro Sonde und Tier zeitlich
gemittelt wurde. Das Sternchen (*) zeigt einen signifikanten Unterschied zwischen der Hypothermie- und der
Normothermiegruppe an. Cl (Konfidenzintervall), HT (Hypothermie), NT (Normothermie).

Ipsilaterale nasale Temperatur AT in °C Rektaltemperatur AT °C

Zeit- (Mittelwert; (95 %-CI)) (Mittelwert; (95 %-CI))
punkt HT-gruppe NT-gruppe p-Wert g:::;be gll\lg;)e p-Wert
5 min (-0,9-9;,7-(2),48) (-o,;%';sg,os) 0,0621 (-o,s:g;'z-g,zs) (-0,1-&(3);’(3?),02) <0017
10 min (-1,&;’ 1—3,86) (-o,éa';sg,OS) <001 (-0,(5353,44) (-0,1-2(3);’ 1-%),03) <0017
20 min (-1,9-%;’7-1,45) (-0,4352-8,05) <001 (-1,6?;'?3,82) (-0,2-(2);’ 1-3,04) <0017
somin | o579 | 0ar008 | <09 | (1azas0 | (os 001 | <00
60 min (—3,4:3;,0—3,69) (-0,5_(7);'?18,14) <001~ (-2,5_5;'?13,14) (-o,égfz-g,oe) <001
omin | 4oasan | (oso0zm | <O | (aa o0 | (04012 | <00
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. -4,15 -0,62 * -3,74 -0,42 *
120min| 430301 | (091;-034) | 90| (392:357) | (0,63 -021) | <%0

. -4,22 -0,67 * -4,02 -0,50 *
150min 1 436408 | (094041 | <O0Y | (421384 | (0740025 | <%0t

. -4,10 -0,70 * -4,09 -0,53 *
180min | (4212200 | (101-038) | 90| (430;-388) | (0.82;-024) | <®0*

Das Ausmall der neurologischen Defizite im Zeitverlauf tber 30 Tage nach ACM-
Verschluss (erfasst mittels AUC, area under the curve) zeigte keinen statistisch signifikanten
Unterschied zwischen Hypothermie- und Normothermiegruppe (p=0,82), obwohl bei Tieren
mit Hypothermie eine geringere Flache unter der Kurve (AUC) festgestellt wurde (Tabelle
3).

Tabelle 3: Ergebnisse der neurologischen Verhaltenstests und MRT Bildgebung

Die Entwicklung der ACM-Infarkte zeigte im MRT keinen Unterschied im Volumen des frihen Infarkts und
Odems (T2) an Tag 2 sowie des chronischen Infarkts an Tag 30 (T2) zwischen Hypothermie- und
Normothermiegruppe (p=0,56-0,74). Alle ACM-Geféle blieben bei beiden MRT-Messungen auf TOF MRA
rekanalisiert. Die mittleren GroRen von Infarkt und Odem fielen allerdings in der Hypothermiegruppe um etwa
16 % bzw. 37 % hoher aus. AUC (area under the curve), DWI (diffusionsgewichtete Bildgebung), HT
(Hypothermie), IQR (Interquartilsabstand), MRA (Magnetresonanzangiographie ), NT (Normothermie), S
(Standardabweichung).

HT-gruppe NT- p-Wert

gruppe
Neurologisches Outcome
Neuroscore (AUC, Tag 1-30), median (IQR) 34 (19-80) 53 (15,5-123,5) 0,82
MRI an Tag 2
Infarktvolumen (DWI) in ml, Mittelwert (S) 5,58 (3,21) 4,79 (2,77) 0,56
Odemvolumen (T2) in ml, Mittelwert (S) 8,33 (3,78) 6,07 (3,48)
ACM-Rekanalisation (TOF MRA); in % 100 % 100 % 0,18
MRI an Tag 30
Finales Infarkt (T2) Volumen; ml, Mittelwert (S) 1,62 (1,26) 1,80 (1,17) 0,74
ACM Rekanalisation (TOF MRA) (%) 100 % 100 %

3.5.3 Darstellung der Eigenleistung

Bei dieser Studie hatte ich an einer Vielzahl von Arbeitsschritten der Studie und der
Erstellung des Papers einen eigenstandigen und erheblichen Anteil. Die klinischen und
neurologischen Untersuchungen der Schafe wurden von mir durchgefuhrt. Die Anésthesie
und medikamentelle Versorgung der Schafe erfolgten mehrheitlich durch mich. Das
Erfassen und Verarbeiten der Daten aus den klinischen und neurologischen Untersuchungen
der Schafe wurde ebenso von mir durchgefiihrt. Weiterhin analysierte ich die Daten in
Zusammenarbeit mit der Statistikerin Frau lhorst. Ebenso schrieb ich gemeinsam mit
Professor Cattaneo, Professor Boltze, Professor Meckel und Dr. Shah das Manuskript,

welches derzeit (Stand Juli 2020) zur Einreichung vorbereitet wird.
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4 Diskussion

4.1 Hintergrund der Arbeit

Die Anzahl der Menschen, die einen Schlaganfall erleiden und anschlieRend unter den
Folgen leiden, hat weltweit sowohl bei Mannern als auch bei Frauen jeden Alters
zugenommen. Schétzungen zeigten, dass in den letzten zweieinhalb Jahrzehnten die Zahl
der Schlaganfall-Patienten und -Uberlebenden um 50 % bis 100 % gestiegen ist (FEIGIN et
al. 2017). In den Vereinigten Staaten erleidet im Durchschnitt alle 40 Sekunden ein Mensch
einen Schlaganfall (MOZAFFARIAN et al. 2016). Die Folgen eines Schlaganfalles, wie
motorische Stérungen und Kommunikationsstérungen, sind flir Betroffene und Angehérige
sehr belastend (MILLER et al. 2010) und stellen dariiber hinaus eine erhebliche
soziobkonomische Herausforderung dar (KOLOMINSKY-RABAS et al. 2006).
Die derzeit angewendeten, etablierten Therapieverfahren wie die intravendse Thrombolyse
oder die mechanische Rekanalisation sind mit zahlreichen Limitationen und Kontra-
indikationen behaftet sowie nur in einem engen Zeitfenster und/oder bei einem ausgewéhlten
Patientenkollektiv effektiv einsetzbar. Bei der Mehrheit der Schlaganfallpatienten ist daher
mit erheblichen Folgeschaden zu rechnen. Aus diesem Grund ist die Suche nach neuen
Therapiemdglichkeiten von herausragender Bedeutung und absolut unerlésslich. Fir deren
Entwicklung und eingehende Erforschung sind praklinische Studien essentiell. Neue
Therapien kdnnen zunéchst an In-vitro-Modellen getestet werden (CATTANEO et al. 2015),
erfordern aber vor dem Einsatz beim Menschen meist Studien an Tiermodellen.
Nagetiermodelle eignen sich nur bedingt fur die Erforschung neurointerventioneller
Therapien (FISHER et al. 2009), wodurch dem Einsatz von Grof3tieren in diesem Bereich
ein besonderer Stellenwert zukommt.
Ziel des ersten Teils dieser Arbeit war die Betrachtung der Vor- und Nachteile von
GroRtiermodellen im Einsatz in der neurointerventionellen Forschung. Das Schaf bietet eine
Reihe von wesentlichen Vorteilen fir die Schlaganfallforschung und wurde daher in den von
uns durchgefiihrten Studien als Versuchstierart ausgewahlt. Das zweite Ziel dieser Arbeit
war die Etablierung eines geeigneten akuten Schlaganfallmodells im Schaf mit
anschliellender Gefalirekanalisation und der Etablierung einer praktikablen Bildgebung zum
Zwecke der Testung eines Verfahrens zur intravaskuléren, selektiven Hyperthermie.
Gegenstand einer dritten, noch nicht verdffentlichten Studie war die abschlielende
Beantwortung der Fragestellung, ob ein endovaskuldres Kuhlkathetersystems fiir eine
kombinierte Rekanalisation und Hypothermie praktikabel und sicher einsetzbar ist.
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4.2 Ubersicht Zu existierenden Groftiermodellen des
iIschamischen Schlaganfalls und deren Anwendung

Zur Erarbeitung einer detaillierten Ubersicht wurde eine Literaturanalyse in Form eines
systematischen Reviews vorgenommen. Reviews sind fir eine breite Leserschaft und zum
Teil auch fachfremde Personengruppen von Nutzen, um einen Uberblick Gber die oft
komplexe Primarliteraturlage zu erhalten und um zuverléssig aktuelle Informationen und
Trends in der Forschung abschétzen zu kénnen (BYRNE 2016). AuRerdem kdnnen Reviews
dabei helfen, Tierversuche zu verfeinern oder unnotige Tierversuche zu vermeiden. Der
Nutzen eines Reviews ist allerdings stark von der Qualitat der Methoden abhéngig, die
angewandt wurden, um die entsprechende Fachliteratur zu identifizieren und aufzuarbeiten.
Systematische Reviews bieten die Mdglichkeit einer genauen, standardisierten und damit
gleichermalien transparenten wie zuverldssigen Zusammenfassung der Literatur. Dies wird
durch klar festgelegte Ziele, eine unmissverstandliche und reproduzierbare Methodik, eine
systematische Literaturrecherche, Bewertung der Validitit der Ergebnisse in den
aufgenommenen Studien sowie eine systematische Darstellung und Auswertung der
Rechercheergebnisse erreicht (LIBERATI et al. 2009). Nicht-systematische Reviews
unterliegen der Limitation nicht immer vordefinierter Auswahlkriterien fir Primérliteratur
und dem haufigen Fehlen des Nachweises einer umfassenden Literaturrecherche, was die
Zuverlassigkeit der Ergebnisse entscheidend limitieren kann (BYRNE 2016). Vollstandige
und genaue Angaben zur Suchstrategie der Ubersichtsarbeit sind essenziell, um deren
Qualitat beurteilen zu kénnen. Leitlinien, wie beispielsweise das etablierte Format PRISMA
(Preferred Reporting Items for Systematic reviews and Meta-Analyses) erhéhen die Qualitét
von Ubersichtsarbeiten (TOEWS 2017). Unser Review wurde daher konsequent nach den
PRISMA-Richtlinien erstellt. AuRerdem sind die zur Recherche eingesetzten Datenbanken
essenziell und vom jeweiligen Fachgebiet abhé&ngig. Es sollten mindestens zwei
Datenbanken durchsucht werden, um maoglichst alle relevanten Studien finden zu kénnen
und um eine umfassende Literatursuche zu gewadhrleisten. Ebenso ist es wichtig, die
Suchstrategie detailliert darzulegen (SHEA et al. 2007). Im vorliegenden Review wurden
die zwei bedeutendsten Datenbanken im biomedizinschen Bereich, Medline (via Ovid von
Wolters Kluwer) und Science Citation Index (via Web of Science von Thomson Reuters,
jetzt Clarivate Analytics), durchsucht und die Suchstrategie detailliert dokumentiert (Kapitel
3.1, Abbildung 1, Anhang 8.1, 8.2). Die Ergebnisse beider Datenbanken wiesen einen hohen
Ubereinstimmungsgrad auf: Es wurden bei der Suche via Web of Science aus 1987 neu
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identifizierten Studien nur noch 28 weitere Originalpublikationen und 8 weitere Tiermodelle
identifiziert. Die Anzahl der durch die Suchstrategie priméar identifizierten (7.321) und
letztendlich eingeschlossenen Studien (334) war vergleichsweise hoch und l&sst daher
aussagekraftige Ergebnisse erwarten. Um die Ermittlung relevanter Studien weiter zu
optimieren, ist der Einsatz von mehreren, unabh&ngigen Wissenschaftlern/Autoren, die das
Suchergebnis Uberprifen, von Vorteil (EDWARDS et al. 2002). Im vorliegenden Review
hat die Promovendin das Suchergebnis primér Uberprift. Bei Unsicherheiten ber den Ein-
oder Ausschluss einer Studie wurde Riicksprache mit den Koautoren gehalten.

Das systematische Review gibt einen Uberblick Uber den Einsatz von Groftieren in der
neurointerventionellen Forschung. Es werden die verschiedenen Groftiermodelle
vorgestellt, wodurch Forscher sich einen Uberblick Giber die verschiedenen Methoden sowie
deren Vor- und Nachteile verschaffen und das fir eine geplante Studie passende Tiermodell
auswahlen konnen. Vor Anfertigung des Reviews existierten Uberblicksarbeiten, die die
verschiedenen Methoden und die Vor- und Nachteile von Schlaganfallmodellen (MEHRA
et al. 2012), Aneurysmamodellen (BOUZEGHRANE et al. 2010) und AVM-Modellen (XU
et al. 2015) bei Grof3tieren und Nagern beschreiben, aber jeweils auf bestimmte methodische
oder klinische Aspekte beschrankt sind. Im Gegenzug dazu bietet das im Rahmen dieser
Dissertation angefertigte Review eine umfassende Zusammenfassung der GrofRtiermodelle
in der neurointerventionellen Forschung und damit eine genaue und informative Darstellung
fiir Forscher, die mit Groftieren arbeiten bzw. arbeiten mochten. Es erfolgt eine detaillierte
Darstellung von Techniken mit denen Aneurysmen, AVM, Schlaganfélle und der humane
Carotis-Siphon im Groftier modelliert werden konnen (Kapitel 3.1, Species and models).
Das Review zeigt weiterhin auf, beztglich welcher Aspekte in Studien mit GroRtieren noch
Raum fur Verbesserungen besteht, um das volle Potential von Groftieren nutzen und
aussagekraftige Studien durchfiihren zu koénnen. Auf dieser Basis wurde ein weiteres
systematisches Review erstellt (Kringe et al., 2020), an dem die Promovendin mitwirkte, das
aber nicht Gegenstand dieser Dissertation ist. Dabei wurde deutlich, dass im Rahmen einer
groRen Zahl der von uns bewerteten Studien im Versuchsaufbau weder randomisiert noch
verblindet wurde. Der komplexe Versuchsaufbau von Grof3tierstudien wird dabei héufig als
Argument dafiir verwendet, Qualitatssicherungsmalinahmen zu ignorieren. Grof3tiermodelle
erfordern die Verfligbarkeit von ausgebildeten und spezialisierten Experimentatoren,
aufwendigen und speziellen Gerédten und Einrichtungen, daher sind die Gesamtkosten von
Grolitierversuchen viel hoher als die von Standard-Nagetierversuchen. Dies wiederum

schrankt die Anzahl der Tiere, die in eine Studie aufgenommen werden kénnen und die
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statistische Validitat mitunter stark ein. Durchdachte Studiendesigns, idealerweise unter
Berlicksichtigung der Ergebnisse friherer Nagetierstudien (falls vorhanden und relevant),
konnen helfen, gezielt die am besten geeigneten Endpunkte auszuwahlen, eventuelle
Effektstarken abzuschétzen und die jeweilige Studie so zu designen, dass die statistische
Validitdt moglichst hoch ist (Abschatzung der bendtigten Stichprobengrof3e). Weiterhin ist
der konsequente Einsatz von Protokollen zur Randomisierung und Verblindung erforderlich
(FAHED et al. 2016).

Das Review ermdglicht unter anderem die Auswahl eines geeigneten Modells fir die
jeweilige Untersuchung/Fragestellung in Hinblick auf die Modelletablierung (Kapitel 3.1,
Abbildung 2) als auch die Vor- und Nachteile des jeweiligen Modells (Kapitel 3.1, Tabelle
1). Im Fall der Auswahl eines Schlaganfallmodells stellt sich zundchst die Frage eines
permanenten oder transienten Verschlusses eines GehirngeféRes und damit die Frage nach
der Moglichkeit der Reperfusion (Kapitel 3.1, Species and models). Im né&chsten Schritt
sollten Fragen hinsichtlich der Technik des GeféalRverschlusses (extra- oder intravaskular),
des operativen Zuganges zum Gehirngefall und der passenden Tierart beantwortet werden.
Um mit dem ausgewéhlten Modell aussagekraftige und reproduzierbare Ergebnisse erhalten
zu konnen, ist es wichtig, genugend Tiere im Versuch zu verwenden und Angaben zu den
Tieren, zur Haltung und Anésthesie exakt zu dokumentieren (Kapitel 3.1, Animal numbers
and animal characterization). Fur die Reproduzierbarkeit einer Studie ist es auBerdem
essenziell, Ein- und Ausschlusskriterien zu Beginn der Studie zu definieren (Kapitel 3.1.,
Selection criteria). Um die Qualitat der Studien zu erhohen, sollten ebenso vor Beginn einer
Studie die Studienendpunkte genau definiert und priorisiert (primére, sekundare und tertiare
Endpunkte) werden (Kapitel 3.1, Endpoint assessment and readout parameters).

Der Schwerpunkt in den von uns ausgewerteten Studien lag auf der Therapie von
Aneurysmen, Schlaganféallen und AVM. Die meisten Studien untersuchten Therapien, die in
ahnlicher Form mittlerweile in der Klinik Anwendung finden oder zukinftig finden sollen.
Dazu zdhlen beispielsweise Metallspiralen (coils) oder Katheter zur mechanischen
Thrombektomie. Sowohl aus klinischer als auch aus ethischer Sicht ist es wiinschenswert,
Therapien zu testen, die eine realistische Chance haben, spater in der Klinik eingesetzt zu
werden. Weiterhin ist es notwendig, alternative Behandlungsmethoden zu erforschen, wenn
bewéhrte Behandlungen nicht hinreichend erfolgreich sind. Beispielhaft daflr ist die
mechanische Thrombektomie als Alternative zur intravendsen Thrombolyse. Bei der Suche
nach therapeutischen Alternativen kann durchaus auf VVerfahren zuriickgegriffen werden, die
sich bereits in verwandten Anwendungsgebieten bewéhrt haben (z.B. die Hypothermie).
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Insgesamt zeigte sich, dass Grofdtiermodelle ein wertvolles Element der translationalen
Forschung sein kdnnen, da sie die (Patho-) Physiologie und klinische Situation menschlicher

Patienten gut widerspiegeln kénnen.

4.3 Etablierung eines Tiermodells zur temporaren MCAO mit
Akutbildgebung

Der nur temporare Verschluss eines Gehirngeféal3es im Tiermodell ist zwingend notwendig,
um Rekanalisations-Studien durchzufuhren. Nur so kann die Auswirkung einer
erfolgreichen Rekanalisation oder einer Therapie untersucht werden, die auf die
Konservierung der Penumbra (ber einen bestimmten Zeitraum hinweg abzielt. Fir die
Beurteilung des Therapieeffektes (z. B. Wiederdffnung eines obliterierten Gefales) ist es
wichtig, zunachst den temporaren Gefallverschluss nachzuweisen und das Ausmaf des zu
erwartenden Infarktes abschéatzen zu kdnnen, wenn keine Therapie erfolgt ware (KRINGE
et al. 2020). Ziel dieser Studie war es daher, ein Bildgebungsverfahren zu etablieren, mit
dem die detaillierte Analyse des Perfusionsdefizits wahrend eines temporaren
Gefallverschlusses im Schaf beurteilt werden kann. Das bildgebende Verfahren soll eine
zugige, idealerweise wahrend des Versuches mogliche Beurteilung des Perfusionsausfalles
gewahrleisten.

In dieser Fallserie wurde bei zehn Schafen ein Schlaganfall induziert. Der Zugang zur ACM
ist beim Schaf auf verschiedenen Wegen erreichbar, es existieren prinzipiell zwei
unterschiedliche Techniken (BOLTZE et al. 2008; WELLS et al. 2012). In der vorliegenden
Studie hat sich der operative Zugang nach BOLTZE et al. (2008) als geeignet erwiesen, um
einen zuverlassigen Verschluss der ACM zu erreichen. Um Rekanalisationsverfahren testen
zu konnen, wurde aber im Gegensatz zu BOLTZE et al. (2008) ein temporérer Verschluss
mit Clip durchgefuhrt.

Im Anschluss an den Gefallverschluss wurden eine digitale Subtraktionsangiographie
(DSA), MRT, MRA sowie eine CT durchgefiihrt, um die Auswirkungen auf die lokale
Hirnperfusion zu analysieren. Die DSA wird in Studien zur mechanischen Thrombektomie
oft fur den Nachweis eines GeféRverschlusses verwendet (BREKENFELD et al. 2008). In
der von uns durchgefiihrten Studie konnte die DSA den Verschluss jedoch nicht zuverlassig
nachweisen (Fall 1-4). Dies konnte auf feinkalibrige intrakranielle Hirnarterien distal des
Rete mirabile beim Schaf und deutlich kraftigere, groBe extrakranielle Aste der Arteria
carotis communis, die diese in den Bildprojektionen Uberlagern, zurlickzufiuhren sein.

Aufgrund dieser Uberlagerungen lassen sich Unterbrechungen der ACM durch einen
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Verschluss unter Umstdnden nicht gut beurteilen. In der Humanmedizin sind die CT und
MRT wichtige diagnostische Bildgebungsverfahren bei Schlaganféllen (POWERS et al.
2018). Zudem ermdglichen die CT-Perfusion und -Angiographie zusatzliche prognostische
Aussagen in der Akutphase nach einem ischamischen Schlaganfall (VAN SEETERS et al.
2014). Durch den Versuchsaufbau mit mehreren Bildgebungsverfahren konnte beurteilt
werden, welches Verfahren das jeweils am besten geeignete fir den Nachweis des
Perfusionsausfalls und die Beurteilung des Infarktausmalies im Schafmodell ist. Es konnte
gezeigt werden, dass die CT-Perfusion auch im Schafmodell gut geeignet ist, um Uber die
Hirnminderperfusion den ACM-Verschluss indirekt nachzuweisen. Durch den Vergleich mit
anderen Bildgebungsverfahren und -befunden konnte weiterhin gezeigt werden, dass das
Ausmal’ des minderdurchbluteten Bereichs mit der GroRe der endgultigen Lasion korreliert.
Damit kann die CT-Perfusion nicht nur eingesetzt werden, um den temporéren Verschluss
zu demonstrieren, sondern auch, um die Wirksamkeit einer Therapie einzuschatzen.
AuBerdem kann sie eingesetzt werden, um zeitabhdngige Schwellenwerte der
Gehirndurchblutung fir die Differenzierung des Infarktkerns vor der Reperfusion zu
bestimmen (WRIGHT et al. 2016). Eine zerebrale Hirnminderperfusion im Schaf wurde
bereits im C-Bogen-CT untersucht. Die Sensitivitét ist dabei allerdings geringer als mit CT-
Perfusion (BEUING et al. 2014). Die Time-of-Flight-MRA (TOF-MRA) hat sich bei
unseren Schafen zur Darstellung eines permanenten ACM-Verschlusses als zuverlassig
erwiesen, was im Einklang mit Studien beim Schaf und Hund ist (FORSCHLER et al. 2007;
KANG et al. 2009). Auch beim Schlaganfallpatienten stellt die TOF-MRA die
Standardmethode zur Gefalidarstellung mittels MRT dar (ALFKE et al. 2011). Allerdings
eignet sie sich bei einem temporaren Verschluss im Versuch nicht zur vaskuldren
Bildgebung, da sie zu zeitaufwendig ist und durch den gesetzten Clip Artefakte entstehen
kénnen. Die diffusionsgewichtete Bildgebung (,,diffusion-weighted imaging®, DWI) im
MRT eignet sich beim Menschen fur die Diagnostik eines akuten ischdmischen
Schlaganfalls (BRUNSER et al. 2013). Auch in dieser Studie hat sich die Bildgebung mittels
DWI im MRT als geeignet erwiesen, das Ausmal? der InfarktgrélRe zu bestimmen. Allerdings
ist diese Bestimmung in Rekanalisationsstudien nur sinnvoll, wenn zusétzlich der
Perfusionsausfall und das damit zu erwartende, endgultige Infarktvolumen noch vor
Therapieeinsatz bestimmt werden. Eventuelle Abweichungen von diesem vorab bestimmten,
endgultigen Infarktvolumen waren genau dann der therapeutischen Intervention
zuzuschreiben, wenn diese exklusiv in der Therapiegruppe auftreten. Ein weiterer Grund fur

die Sinnhaftigkeit dieser Bestimmung ist die individuell variable Kollateralversorgung, die
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die GroRe des Infarktkerns in der Frihphase der Ischdmie beeinflusst. Die am Schaf
erhobenen Befunde zeigen dabei erhebliche Parallelen zu klinischen Beobachtungen an
menschlichen Patienten (MAURER et al. 2016). Beim Einsatz eines Schafmodells muss
beachtet werden, dass die Kollateralversorgung des ACM-Stromgebietes durch anatomische
Extremvarianten der Gehirnarterien, wie beispielsweise einen gedoppelten ACM-
Hauptstamm, in Einzelféllen deutlich besser als beim Menschen ausfallen kann (Fall 10).

Es wichtig zu beachten, dass nur eine vergleichsweise kleine Anzahl an Schafen untersucht
wurde, weshalb die Ergebnisse mit VVorsicht interpretiert werden sollten. Zukiinftige Studien
sollten deutlich mehr Tiere einsetzen, um eine valide statistische Auswertung zu
ermoglichen. Da es sich um einen hypothesenbildenen Pilotversuch mit fallweiser
Ergebnisbeurteilung handelte, war eine vollstdndige Verblindung oder Randomisierung
nicht gut moglich und auch noch nicht erforderlich. Da die Ergebnisse aber dennoch
vielversprechend waren, konnte das verwendete Modell in Verbindung mit dem etablierten
Bildgebungsverfahren weiter eingesetzt werden. Die Modelletablierung in Verbindung mit
grandlicher Entwicklung eines Bildgebungsverfahrens gab uns die Mdglichkeit, das Design

der anschliel3enden Sicherheits- und Machbarkeitsstudie zu optimieren.

4.4 Machbarkeits- und Sicherheitsstudie zum Einsatz des
endovaskularen Kihlkathetersystems

Der in dieser Studie getestete Kiihlkatheter ermdglicht die mechanische Thrombektomie bei
gleichzeitiger Einleitung der Kuhlung direkt an der Stelle des Gefalverschlusses.
Vorgekiihltes Blut wiirde so unmittelbar nach der Rekanalisation selektiv das Gehirngewebe
erreichen. Darlber hinaus umgeht diese Technik die Notwendigkeit der systemischen
Applikation groRerer Mengen gekihlter Kochsalzlésung, was moglicherweise mit
systemischen Nebenwirkungen wie Immunsuppression und Lungenentziindung verbunden
ist (POLDERMAN und HEROLD 2009). Sicherheit und Durchfiihrbarkeit des
Kihlkatheters kénnen nicht an Nagetiermodellen untersucht werden, da der Kiihlkatheter
aufgrund der doppelten Funktion eine gewisse MindestgrélRe aufweisen muss und somit nur
ein Grofstiermodell in Frage kommt (Kapitel 3.1).

In Bezug auf die histologischen Sicherheitsendpunkte wurden keine statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt, die auf eine schadliche Wirkung des
Kihlkatheters hindeuten. Das Einbringen der jeweiligen Katheter in die ACC war in beiden
Gruppen mit einer geringen Anzahl lokal begrenzter und sehr leichter Gewebeaffektionen
verbunden. Die histopathologische Untersuchung der ACCs ergab jedoch keinen Hinweis
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auf eine zusatzliche Gewebeschadigung oder einen anderen schadlichen Einfluss des
Kihlkatheters oder der Behandlung. Die Mediaverdickung war in der Hypothermiegruppe
tendenziell sogar am geringsten, wobei aber keine statistische Signifikanz erreicht wurde
(p=0,08). Dieser P-Wert ist sehr nahe an der statistischen Signifikanz und es kdnnte durchaus
maoglich sein, dass ein protektiver Effekt der Hypothermie auf das lokale GefaRendothel
aufgrund einer nur moderaten statischen Power (n=10/Gruppe) nicht statistisch validiert
werden konnte (Fehler 2. Art). Zukinftige Untersuchungen sollten sich also auch der
Fragestellung widmen, ob durch den Einsatz des Kiihlkatheters eine geringgradige, lokale
Mediaprotektion erreicht werden konnte. Durch die Beobachtungszeit von 30 Tagen war es
zudem mdglich, Spéatfolgen des Kathetereinsatzes festzustellen und somit die Sicherheit gut
beurteilen zu konnen. Das Stroke Therapy Academic Industry Roundtable (STAIR)
Experten-Konsortium (FISHER et al. 2009) rét zu einer Beobachtungszeit von mindestens 4
Wochen nach Schlaganfallsetzung, um einen nachhaltigen Erfolg nachweisen zu kénnen,
was in diesem Versuchsaufbau gegeben war. Die Sicherheit des Kathetereinsatzes konnte
demnach erfolgreich nachgewiesen werden. Da das VVorbringen der Katheter in allen Fallen
reibungslos gelang, kann ebenfalls von einer hervorragenden Machbarkeit des Verfahrens
ausgegangen werden.

Die Kuhlleistung des Kihlkatheters entsprach eindeutig den Erwartungen. Die intranasale
Temperatur als Surrogat der Gehirntemperatur sank bereits innerhalb der ersten 20 Minuten,
das heilst vor einer hypothetischen Rekanalisation, um etwa 1,7°C und innerhalb der
néchsten 10 Minuten weiter um 2,06°C. Eine Absenkung der nasalen Temperatur um 2°C
nach 30 Minuten ermdglicht es, ein hinreichendes MaR lokaler Kiihlung zu erreichen, ohne
die mechanischen Thrombektomie zu verzégern. Es kann, abhéngig von der
Ausgangstemperatur des Patienten, eine Temperatur von 35°C (milde Hypothermie) im
therapeutischen Zeitfenster erreicht werden, die eine Neuroprotektion des Gehirngewebes
ermoglichen sollte (CATTANEO et al. 2016). Nach einer Stunde lokaler selektiver
Hypothermie fiel die intranasale Temperatur im Vergleich zum Ausgangswert um 3,09°C.
Die systemische (rektale) Temperatur blieb dahinter zuriick und naherte sich erst nach 180
Minuten Abkiihlung den intranasalen Temperaturen an. Dennoch sank die Kérpertemperatur
in der Hypothermiegruppe zu diesem Zeitpunkt um mehr als 4°C. Das bedeutet, dass
systemische Nebenwirkungen der Kihlung langfristig nicht sicher ausgeschlossen werden
konnen. Dies muss in zukinftigen Studien untersucht werden, in denen auch untersucht

werden sollte, ob bereits eine kiirzere Abkiihlungsdauer, gegebenenfalls in Kombination mit
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einer noch hoheren Kihlrate, ausreichen konnte, um neuroprotektive Effekte auf das
hypoxisch-ischamische Gewebe auszuiiben.

Der sekundare Endpunkt (Wirksamkeit), zum einen eine Verbesserung des neurologischen
Defizits im Sinne der therapeutischen Effektivitat und zum anderen die Reduktion des
Infarktausmalles im MRT, wurden in dieser Studie nicht erreicht. Die mittlere AUC der
Ergebnisse der neurologischen Verhaltenstests war in der Hypothermiegruppe (n=10; 34)
zwar niedriger als in der Normothermiegruppe (n=10; 53), der p-Wert von 0,83 legt aber
nahe, die Nullhypothese zu akzeptieren. Dies wird blicherweise ab p=0,4 empfohlen. Die
Grole der Lasionen im MRT an Tag 30 war zwischen den Gruppen vergleichbar.

Grolitiere wie Schafe sind Zuchttiere, bei denen die Variabilitdt zwischen den
Versuchstieren nach einem Schlaganfall aufgrund individueller Unterschiede in der
Kollateralisierung und Anatomie der Blutgefale hoher ist als bei Inzuchtnagerstimmen
(Kapitel 3.1 & 3.3). Dies erhoht auch die Variabilitat der funktionellen Endpunkte zwischen
den Versuchstieren und vermindert die statistische Trennschérfe. Diese Situation &hnelt der,
die bei menschlichen Schlaganfallpatienten beobachtet werden kann, und ist daher
realistischer als bei Nagetiermodellen. Andererseits kann die hohere Variabilitat auch
potenzielle therapeutische Effekte von geringer bis mittlerer GroRe statistisch «verdecken.
Zukunftige Studien sollten daher, wenn finanziell moglich, deutlich mehr Versuchstiere
einschlieBen. Dazu sollte eine GruppengrélRenabschatzung vorgenommen werden, wofir der
Effekt des Interventionsverfahrens auf den jeweiligen primédren Endpunkt sowie die zu
erwartende Streuung der Messwerte (Standardabweichung) aus Vordaten abgeschéatzt
werden muss. Therapeutische Effekte sollten nach Expertenempfehlungen im
realistischerweise mit einer Effektstarke von 10-20 % angenommen werden (MACLEOD et
al. 2008). Die empfohlene statistische Power betrégt 80 %.

Unsere Studie unterliegt einer Reihe von Einschrankungen. Die offensichtlichste und
gravierendste ist die fehlende Randomisierung, die aus logistischen Grinden nicht
durchgefihrt werden konnte. Die Studie wurde als eine explorative Sicherheits- und
Machbarkeitsstudie konzipiert, die nicht zwingend eine Randomisierung erfordert. Das
Fehlen der Randomisierung hat die Studie weiterhin wahrscheinlich nicht zu Gunsten der
Hypothermiegruppe verzerrt, da sich die Tiere in dieser Gruppe statistisch nicht von denen
der Normothermiegruppe unterschieden. Daher kénnen wir mit hinreichender Sicherheit
davon ausgehen, dass ein falsch-positives Ergebnis hinsichtlich der priméren Endpunkte
unwahrscheinlich ist. Es bestand sogar eine geringe, statistisch nicht signifikante
Mittelwertverschiebung zu Gunsten der Normothermiegruppe (1,26 zu 1,17). Ein
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durchschnittlich um etwa 16 % hoheres mittleres Infarktvolumen und ein um 37 % hoheres
Odem konnten auf eine solche Verzerrung hindeuten, die sich moglicherweise mit der
fehlenden Randomisierung erklaren lieRe. Da die Hypothermie- nach der
Normothermiegruppe in den Versuch eingeschlossen wurde, kdnnte eine fortgeschrittene
Routine in der technisch anspruchsvollen Infarktinduktion zu leicht groRReren Infarkt- und
damit Odemvolumina gefiihrt haben. Die fehlende Randomisierung hatte dartiber hinaus
noch weitere Konsequenzen, insbesondere ein hoheres Alter und Gewicht der
Hypothermiegruppe zu Versuchsbeginn. Dies konnte sich unter Umstéanden auf sekundére
Endpunkte ausgewirkt haben. Das unterstreicht eindrucksvoll die Notwendigkeit der
Einbeziehung geeigneter Randomisierungsparadigmen in zuklnftigen konfirmativen
Studien. Eine zweite Einschrankung unserer Studie ist die relativ groRe interindividuelle
Variabilitdt im Verhaltensergebnis, die moglicherweise verhindert hat, dass moderate
Effektgrolien hinsichtlich der Effektivitét statistisch nachgewiesen wurden.

Das erste MRT nach Infarktinduktion wurde jedoch erst an Tag 2 aufgenommen. Theoretisch
wére es daher ebenfalls denkbar, dass der Einsatz der selektiven Hypothermie mittels
Katheter fur die leicht erhohten, hier statistisch nicht signifikanten Infarkt- und
Odemvolumina verantwortlich ist. Diese Alternativhypothese muss in zukiinftigen,
effektivitatsorientierten Studien als (sekundérer) Sicherheitsendpunkt tberprift werden.
Eine Randomisierung der Versuchstiere und eine Abschédtzung der zu erwartenden
Infarktgrofie ohne Intervention noch wéhrend der Okklusion wiirden hierzu hinreichend sein.
Da aber in keinem anderen Sicherheitsendpunkt Hinweise auf eine mogliche schadigende
Wirkung der Hypothermie gefunden wurden und derartige Effekte auch in der Literatur nicht
beschrieben sind, legt nahe, dass unsere Studie trotz dieser Einschrankungen mit
hinreichender Sicherheit gezeigt hat, dass der getestete Kihlkatheter nach einem

ischdmischen Schlaganfall sicher und gut eingesetzt werden kann.

4.5 Fazit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Vor- und Nachteile bestehender GroRRtiermodelle in der
neurointerventionellen Forschung zu analysieren und ein Schlaganfallmodell im Schaf mit
praktikabler bildgebender Beurteilung zu etablieren, welches von uns in einer noch nicht
veroffentlichten Studie auch verwendet wurde.
Die zu Beginn gestellten Fragen kénnen wie folgt beantwortet werden:

1. Vorteile und Einsatz von Groftiermodellen. Erzeugung eines Schlaganfallmodells

im Groltier.
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Es bestehen vielfaltige Moglichkeiten, Schlaganfalle im GroRtier zu erzeugen, diese reichen
von permanenten GeféalRverschliissen durch Elektrokoagulation bis hin zu transienten
GeféaRverschlissen durch im Labor hergestellte und ins GefaR verbrachte Thromben oder
Emboli. GroRtiermodelle sind unter anderem aufgrund der Gefaligrolie fir die Entwicklung
und Leistungsbeurteilung neuer endovaskularer Verfahren im hohen Male relevant.
GroRtiere werden daher vielféltig eingesetzt. Andererseits muss festgestellt werden, dass
beim Einsatz von GroRtieren im Bereich der Methodik Raum fiir Verbesserungen besteht

und das volle Potenzial dieser Tiermodelle damit noch nicht ausgeschopft ist.

2. Schlaganfallsetzung fur einen temporéren Verschluss. Bildgebende Beurteilung des
temporaren Verschlusses und des Perfusionsdefizits.

Eine solide Methodik und ein stabiles Tiermodell sind fir die Durchfiihrung von
tierexperimentellen Studien unerl&sslich. Zu diesem Zweck wurden im Pilotversuch
Schlaganfallmodelle beim Schaf evaluiert und eine bildgestutzte Nachweismdéglichkeit for
den erfolgreichen Verschluss der ACM etabliert. Hier hat sich der Ansatz von Boltze et al.
(BOLTZE et al. 2008) als geeignet erwiesen, um einen zuverlassigen Verschluss der ACM
zu erreichen; fir einen temporaren Verschluss wurde allerdings ein geféRverschlieRender
Clip platziert und primar keine Elektrokoagulation vorgenommen. Die CT-Perfusion konnte
als zuverlassiges und effizientes Bildgebungsverfahren bestatigt werden, um indirekt den

Verschluss der ACM zu nachzuweisen.

3. Das getestete Kihlkathetersystem ist technisch komplikationsfrei sowie gut und
ohne medizinische Sicherheitsbedenken einsetzbar.
Das Schlaganfallmodell aus unserem Pilotversuch wurde in unserer Studie fir eine
Rekanalisation in Kombination mit Hypothermie verwendet. Dabei ergab sich die Sicherheit
und Machbarkeit des Kihlkathetersystems.
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Einleitung: Der Schlaganfall ist die zweithdufigste Todesursache weltweit. Fir die Therapie
des ischamischen Schlaganfalls steht derzeit nur eine bewahrte Methode zur Verfligung, die
Rekanalisation durch Thrombektomie oder Fibrinolyse mit recombinant tissue plasminogen
activator. Doch ein enges therapeutisches Zeitfenster und Kontraindikationen flihren dazu,
dass weniger als 10 % der Patienten davon profitieren konnen. Die Suche nach alternativen
Therapiestrategien ist zwingend erforderlich. Eine vielversprechende Alternative ist
Neuroprotektion durch Hypothermie, die sich gut mit Rekanalisationsverfahren kombinieren
lieRe. Fur die Erforschung neuer Therapiestrategien sind praklinische Studien nétig. Da sich
Nagetiermodelle nur bedingt fur die Erforschung neurointerventioneller Therapien eignen,
ist hier der Einsatz von GroRtieren unerlasslich. Schafe eignen sich aufgrund einiger Vorteile
fir Schlaganfallmodelle. Bei Rekanalisationsstudien ist es notwendig, den temporéaren
Verschluss eines GehirngefaRes nachweisen zu kdénnen.

Ziele der Untersuchungen: Ziel dieser Arbeit war zum einen die Darstellung der VVor- und
Nachteile und des Einsatzes von Grofitieren in der neurointerventionellen Forschung.
Weitere Ziele dieser Arbeit waren die Evaluierung eines Schaf-Schlaganfallmodells und die
Testung eines geeigneten Verfahrens zur zuverldssigen Darstellung eines temporaren
Geféalverschlusses (Etablierungsstudie). Darlber hinaus sollte die Testung eines
Kuhlkathetersystems flr eine Kombination von Rekanalisation und Hypothermie erfolgen
(Sicherheits- und Machbarkeitsstudie).

Material und Methoden: Fiir den Uberblick Gber den Einsatz von Groftieren in der
neurointerventionellen Forschung wurde ein systematisches Review angefertigt. Durch die
Suche in zwei Datenbanken wurden 5250 Publikationen identifiziert und anhand der

Abstracts deren Inhalt Gberprift. 540 Arbeiten wurden einer Volltextauswertung unterzogen

70



Zusammenfassung

und 334 Paper letztendlich eingeschlossen. In der Etablierungsstudie zur Evaluierung eines
Schlaganfallmodells wurde bei zehn Schafen ein Schlaganfall induziert. Danach wurden eine
digitale Subtraktionsangiographie (DAS), eine Magnetresonanztomografie (MRT), eine
Magnetresonanzangiographie (MRA), sowie eine Computertomographie (CT)
einschlieBlich -perfusion und -angiographie durchgefuhrt. In der darauffolgenden
Sicherheits- und Machbarkeitsstudie wurde bei 20 Schafen ein Schlaganfall induziert.
Primare Endpunkte waren die Sicherheit und Machbarkeit des neuen Kihlkatheters. Als
sekundarer Endpunkt wurde unter anderem die Beurteilung der neurologischen Funktion
gewahlt.

Ergebnisse: Das Review zeigt den vielfaltigen Einsatz von Groftiermodellen und deren
klinische Relevanz. Das Review zeigt auch auf, dass bei Studien mit Groftieren noch die
Notwendigkeit fur Verbesserungen besteht, allen voran Randomisierung und Verblindung.
In der Etablierungsstudie konnte die DSA den GeféBverschluss nicht zuverldssig
nachweisen. Die CT-Perfusion hingegen war gut geeignet, um den Gefalverschluss tber die
Hirnminderperfusion zu belegen. Die Time-of-Flight-MRA hat sich zur Darstellung eines
permanenten GeféaRverschlusses als zuverldssig erwiesen. Die diffusionsgewichtete
Bildgebung im MRT ist geeignet, die endgtiltige InfarktgroRe zu bestimmen. Die Sicherheit
und Machbarkeit des Kiihlkatheters konnte nachgewiesen werden, da keine Gefalschaden
durch histologische Untersuchungen zu finden waren und eine ausreichend schnelle und tiefe
Kihlung des Gehirns erreicht werden konnte. Die klinisch-neurologische Bewertung der
Tiere ergab jedoch keinen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen.
Schlussfolgerungen: Insgesamt lasst sich der Schluss ziehen, dass die Erforschung von
therapeutischen Alternativen fur den Schlaganfall enorm wichtig und der Einsatz von
GroRtieren unerlésslich ist. Das Schaf eignet sich gut flr diesen Einsatz. Der getestete
Kihlkatheter ist komplikationsfrei und ohne medizinische Sicherheitsbedenken einsetzbar.
Die Wirksamkeit sollte nun in einer verblindeten, randomisierten Studie mit ausreichender

Gruppengrolie getestet werden.
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Introduction: Stroke is the second leading cause of death worldwide. Currently, only one
proven method is available for the therapy of ischemic stroke, recanalization by
thrombectomy or fibrinolysis with recombinant tissue plasminogen activator. However, a
narrow therapeutic time window and contraindications mean that less than 10 % of patients
can benefit from it. The search for alternative therapeutic strategies is imperative. A
promising alternative is neuroprotection by hypothermia, which could be well combined
with recanalization. Preclinical studies are necessary to research new therapeutic strategies.
Since rodent models are only of limited use for research into neurointerventional therapies,
the use of large animals is essential here. Sheep are suitable for stroke models due to some
advantages. In recanalization studies, it is necessary to be able to detect the temporary
occlusion of a cerebral vessel.

Objectives of the investigations: On the one hand the aim of this thesis was to present the
advantages and disadvantages and the use of large animals in neurointerventional research.
Further objectives of this work were the evaluation of a sheep stroke model and the testing
of a suitable method for the reliable representation of a temporary vascular occlusion
(establishment study). In addition, testing of a cooling catheter system for combined
mechanical thrombectomy and selective therapeutic hypothermia should be carried out
(safety and feasibility study).

Materials and methods: A systematic review of the use of large animals in
neurointerventional research was carried out. By searching in two databases 5250

publications were identified and their content was checked by means of the abstracts. 540
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papers were subjected to a full-text evaluation and 334 papers were finally included. In the
establishment study for the evaluation of a stroke model stroke was induced in ten sheep.
Subsequently, digital subtraction angiography (DAS), magnetic resonance imaging (MRI),
magnetic resonance angiography (MRA), and computed tomography (CT) including
perfusion and angiography were performed. In the subsequent safety and feasibility study,
stroke was induced in 20 sheep. Primary endpoints were safety and feasibility of the new
cooling catheter. The secondary endpoint included the assessment of neurological function.
Results: The review shows the diverse use of large animal models and their clinical
relevance. The review also shows that there is still a need for improvements in studies
involving large animals, in particular randomisation and blinding. In the establishment study,
DSA was unable to reliably detect vascular occlusion. CT perfusion, on the other hand, was
well suited to prove vascular occlusion via brain hypoperfusion. Time-of-flight MRA has
proven to be reliable to demonstrate permanent vascular occlusion. Diffusion-weighted
imaging in MRI is suitable for determining the final infarct size. The safety and feasibility
of the cooling catheter could be proven, since no vessel damage was found by histological
examinations and a sufficiently fast and deep cooling of the brain could be achieved.
However, the clinical-neurological evaluation of the animals showed no significant
difference between the groups.

Conclusion: In conclusion, research into therapeutic alternatives for stroke is enormously
important and the use of large animals is indispensable. Sheep is well suited for this use. The
tested cooling catheter can be used without complications and without medical safety
concerns. The efficacy should now be tested in a blinded, randomized study with sufficient

group size.
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8 Anhang

8.1 Search Strategy in Medline (Wolters Kluwer, Ovid)

MEDLINE 1990 to November Week 3 2017,
MEDLINE Daily Update November 22, 2017
Search date (yyyy-mm-dd): 2017-11-24

# Searches Results Annotations
1 | haplorhini/ 49334 #1 - #26:
2 catarrhini/ 86 Large animal
3 | exp cercopithecidae/ 124063 (MeSH and textual
4 | hominidae/ 8135 words), engl., german
5 gorilla gorilla/ 1997
6 | pan paniscus/ 530
7 | pan troglodytes/ 9675
8 | exp pongo/ 1341
9 | exp hylobatidae/ 1001
10 | exp platyrrhini/ 14302
11 | exp tarsii/ 73
12 | exp swine/ 215422
13 | exp sheep/ 119206
14 | cats/ 141501
15 | dogs/ 333727
16 | rabbits/ 355078
17 | exp goats/ 30832
18 | horses/ 67796
19 | cattle/ 348808
20 | ferrets/ 5813
21 | guinea pigs/ 148328
(large animal* or large mammal* or baboon* or
22 1427622
beagle* or bovine* or cat or cats or canine* or
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cattle* or cavy or cavia or COw or COWS or
cynomolgus or dog or dogs or equine* or feline*
or goat* or gyrencephalic or hare or horse* or
macaca* or macaque* or marmoset* or monkey*
or papio* or primate* or NHP or ovine* or pig or
pigs or porcine* or rabbit* or sheep™ or

swine*).ti,ab,kf.

23

(Alouattinae or Alouatta? or Aotidae or Aotinae or
Aotus or Atelidae or Atelinae or Barbary Ape? or
Black Ape? or Bonobo? or Cacajao? or calliceb*
or Callimico* or Callithrix or Callitrichinae or
Catarrhina? or Cebidae or Cebinae or Cebus or
Cebuella? or Celebes* ape? or Cercocebus or
Cercopithec* or Chimpanzee? or Chiropote? or
Colobinae or Colobus or Douroucouli or
Erythrocebus or Gelada? or Gibbon? or
Hamadrya? or Hapale? or Hylobat? or Langur? or
Leontideus or Leontopithecus or Lophocebus or
Mangabey? or Mandrillus or Miopithecus
Talapoin? or Pan Paniscus or Pan Troglodytes or
Pongidae or Pongo? or Presbyti? or Pygathri* or
Platyrrhin* or Tamarin? or Saguinus or Saimir* or
Siamang? or Pitheciidae or Pitheciin* or Pithecin*
or Pithecia? or Tarsier? or Tarsii* or Tarsius or

Theropithec¥*).ti,ab,kf.

25338

24

or/1-23

1998420

25

(eng or ger).la.

22548777

26

24 and 25

1805520

27

Mechanical Thrombolysis/

703
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28

(mechanical thrombectom* or mechanical recanal*
or endovascular thrombectom* or endo-vascular

thrombectom™).ti,ab,kf.

1616

29

(clot? adj5 (retriev* or disrupt* or remov™* or

mechanical)).ti,ab,kf.

1409

30

merci.ti,ab,kf.

203

31

((intracranial and stent*) or (intra-cranial and
stent*) or (stent* and retriev*) or stentretriev* or
(caroti* and stent*) or (cerebral and stent*) or
(brain and stent*) or flow divert* or

flowdivert*).ti,ab,kf.

12033

32

(TREVO or SOLITAIRE or APERIO or
PIPELINE or FRED or DERIVO or ((SILK or
WINGSPAN or WALLSTENT or LEO or
ENTERPRISE or NEUROFORM) and stent*) or

SURPASS or PENUMBRA).ti,ab,kf.

18479

33

(SILK or WINGSPAN or WALLSTENT or LEO
or ENTERPRISE or NEUROFORM).ti,ab,kf. and

stent/

1292

34

WERB:.ti,ab,kf. and device?.mp.

1710

35

WEB:.ti,ab,kf. and aneurysm?.mp.

205

36

WERB .ti,ab,kf. and exp aneurysm/

168

37

((endovascular adj3 device?) or (endo-vascular

adj3 device?)).ti,ab,kf.

813

38

((cerebral and recanali#ation) or (cerebral and
revasculari#ation) or (brain and recanali#ation) or
(brain and revasculari#ation) or (stroke? and
recanali#ation) or (stroke? and

revasculari#ation)).ti,ab,kf.

9814

#27 - #64: intervention
(MeSH and textual

words)
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39

((cerebral and re-canali#ation) or (cerebral and re-
vasculari#ation) or (brain and re-canali#ation) or
(brain and re-vasculari#ation) or (stroke? and re-
canali#ation) or (stroke? and re-

vasculari#ation)).ti,ab,kf.

43

40

Cerebral Revascularization/

3572

41

(thromb?aspiration or thrombo-aspiration).ti,ab,kf.

176

42

(aspiration device* or aspiration catheter*).ti,ab,kf.

377

43

((intracranial adj6 coil*) or (intra-cranial adj6

coil*)).ti,ab,kf.

959

44

((endovascular adj6 coil*) or (endo-vascular adj6
coil*) or (hydrocoil* or hydro-coil* or microcoil*
or micro-coil*) or ((gdc or gdcs) and
(endovascular or endo-vascular or emboli* or
coil*)) or (MATRIX adj2 coil*) or Guglielmi

detachable coil*).ti,ab,kf.

3596

45

((aneurysm* adj6 coil*) or (coil* adj6

emboli#ation) or (coil* adj6 emboli#ed)).ti,ab,kf.

7109

46

(glue and (emboli#ation or emboli#ed)).ti,ab,kf.

603

47

((arterioveno™ malformation? or arterio-veno*
malformation?) and (emboli#ation or emboli#ed or

endovascular or endo-vascular)).ti,ab,kf.

3362

48

(AVM and (emboli#ation or emboli#ed or
endovascular or endo-vascular or brain or

cerebral)).ti,ab,kf.

2997

49

(AVF and (emboli#ation or emboli#ed or
endovascular or endo-vascular or brain or

cerebral)).ti,ab,kf.

642
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(arterioveno™ fistul* and (emboli#ation or

50 | emboli#ed or endovascular or endo-vascular or 3813
brain or cerebral)).ti,ab,kf.
(arterio-veno™ fistul* and (emboli#ation or

51 | emboli#ed or endovascular or endo-vascular or 155
brain or cerebral)).ti,ab,kf.
(liquid embolic? or embolic agent? or

52 1046
thromb?embolic agent?).ti,ab,kf.
Onyx*.mp. [mp=title, abstract, original title, name
of substance word, subject heading word, keyword

53 | heading word, protocol supplementary concept 1195
word, rare disease supplementary concept word,
unique identifier]

54 | (evoh or eval).mp. 361

55 | hist?acryl*.mp. 488
((poly?vinyl alcohol* or poly vinyl alcohol* or

56 996
PVA) and (emboli#ation or emboli#ed)).mp.

57 | IBCA.mp. 59

58 | nbca.mp. 396

59 | PHIL.mp. 389

60 | (SQUID and emboli*).mp. 2
(intraarterial thromboly™* or intra-arterial

61 | thromboly* or (intraarterial and stroke?) or (intra- | 2398
arterial and stroke?)).ti,ab,kf.

62 | reteplase.mp. 440
((cooling or cold infusion? or hypotherm* or hypo-

63 | therm*) and (endovascular™ or endo-vascular or 10417
cerebral or brain)).ti,ab,kf.

64 | or/27-63 74237
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Large animal AND
65 | 26 and 64 4187
intervention
66 | (comment or editorial or review).pt. 3322728 Exclusion of
Publication Types
67 | 65 not 66 3989
Comment, Review
((systematic adj3 review) or (systematic adj3
68 111102
overview) or meta-analy* or metaanaly*).ti. Systematic Review or
69 | meta-analysis.pt. 94641 Meta-analysis
70 | 68 or 69 141879
Large animal AND
intervention AND
71 | 65and 70 4
(Systematic Review
OR Meta-analysis)
72 | 670r71 3992
73 | remove duplicates from 72 3640 End result
End result, Publication
74 | limit 73 to yr="1990 -Current" 2960
year >= 1990
key:
/ = MeSH term

Exp = explode Mesh term

* = truncation, Any number of characters

? =0 or 1 character

# =1 character

ti,ab,kf. = title, abstract, keyword heading word

i, = title

Ja. = Language

.mp. = title, abstract, original title, name of substance word, subject heading word, keyword
heading word, protocol supplementary concept word, rare disease supplementary concept
word, unique identifier

.pt. = publication type

.yr. = publication year

adjn = Search terms within n words in any order
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MEDLINE In-Process & Other Non-Indexed Citations November 22, 2017,
MEDLINE Epub Ahead of Print November 22, 2017
Search Date (yyyy-mm-dd): 2017-11-24

#

Searches

Results

Annotations

(large animal™ or large mammal* or baboon* or
beagle* or bovine* or cat or cats or canine* or
cattle* or cavy or cavia or COw or COWS or
cynomolgus or dog or dogs or equine* or feline* or
goat™ or gyrencephalic or hare or horse* or macaca*
or macaque* or marmoset™* or monkey* or papio* or
primate* or NHP or ovine* or pig or pigs or

porcine* or rabbit* or sheep™ or swine*).ti,ab,kf.

78495

(Alouattinae or Alouatta? or Aotidae or Aotinae or
Aotus or Atelidae or Atelinae or Barbary Ape? or
Black Ape? or Bonobo? or Cacajao? or calliceb* or
Callimico* or Callithrix or Callitrichinae or
Catarrhina? or Cebidae or Cebinae or Cebus or
Cebuella? or Celebes* ape? or Cercocebus or
Cercopithec* or Chimpanzee? or Chiropote? or
Colobinae or Colobus or Douroucouli or
Erythrocebus or Gelada? or Gibbon? or Hamadrya?
or Hapale? or Hylobat? or Langur? or Leontideus or
Leontopithecus or Lophocebus or Mangabey? or
Mandrillus or Miopithecus Talapoin? or Pan
Paniscus or Pan Troglodytes or Pongidae or Pongo?
or Preshyti? or Pygathri* or Platyrrhin* or Tamarin?
or Saguinus or Saimir* or Siamang? or Pitheciidae
or Pitheciin* or Pithecin* or Pithecia? or Tarsier? or

Tarsii* or Tarsius or Theropithec*).ti,ab,kf.

1657

#1 - #5:
Large animal (textual
words),

engl., german
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3 lor2 79174
4 | (eng or ger).la. 3354904
5 3and 4 78493
(mechanical thrombectom* or mechanical recanal* #6 - #41: intervention
6 | or endovascular thrombectom* or endo-vascular 544 (textual words)
thrombectom¥).ti,ab,kf.
(clot? adj5 (retriev* or disrupt* or remov* or
7 210
mechanical)).ti,ab,kf.
8 | merci.ti,ab,kf. 31
((intracranial and stent*) or (intra-cranial and stent*)
or (stent* and retriev*) or stentretriev* or (caroti*
9 2204
and stent*) or (cerebral and stent*) or (brain and
stent*) or flow divert* or flowdivert*).ti,ab,kf.
(TREVO or SOLITAIRE or APERIO or PIPELINE
or FRED or DERIVO or ((SILK or WINGSPAN or
10 | WALLSTENT or LEO or ENTERPRISE or 4507
NEUROFORM) and stent*) or SURPASS or
PENUMBRA).ti,ab,kf.
(SILK or WINGSPAN or WALLSTENT or LEO or
11 | ENTERPRISE or NEUROFORM).ti,ab,kf. and 0
stent/
12 | WEB.ti,ab,kf. and device?.mp. 522
13 | WEB.ti,ab,kf. and aneurysm?.mp. 50
14 | WEB.ti,ab,kf. and exp aneurysm/ 0
((endovascular adj3 device?) or (endo-vascular adj3
15 152
device?)).ti,ab,kf.
((cerebral and recanali#ation) or (cerebral and
16 | revasculari#ation) or (brain and recanali#ation) or 1545

(brain and revasculari#ation) or (stroke? and
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recanali#ation) or (stroke? and

revasculari#ation)).ti,ab,kf.

17

((cerebral and re-canali#ation) or (cerebral and re-
vasculari#ation) or (brain and re-canali#ation) or
(brain and re-vasculari#ation) or (stroke? and re-
canali#ation) or (stroke? and re-

vasculari#ation)).ti,ab,kf.

18

(thromb?aspiration or thrombo-aspiration).ti,ab,kf.

36

19

(aspiration device* or aspiration catheter™).ti,ab,kf.

65

20

((intracranial adj6 coil*) or (intra-cranial adj6

coil*)).ti,ab,kf.

209

21

((endovascular adj6 coil*) or (endo-vascular adj6
coil*) or (hydrocoil* or hydro-coil* or microcoil* or
micro-coil*) or ((gdc or gdcs) and (endovascular or
endo-vascular or emboli* or coil*)) or (MATRIX

adj2 coil*) or Guglielmi detachable coil*).ti,ab,kf.

804

22

((aneurysm* adj6 coil*) or (coil* adj6 emboli#ation)

or (coil* adj6 emboli#ed)).ti,ab,kf.

1446

23

(glue and (emboli#ation or emboli#ed)).ti,ab,kf.

131

24

((arterioveno™ malformation? or arterio-veno*
malformation?) and (emboli#ation or emboli#ed or

endovascular or endo-vascular)).ti,ab,kf.

590

25

(AVM and (emboli#ation or emboli#ed or
endovascular or endo-vascular or brain or

cerebral)).ti,ab,kf.

492

26

(AVF and (emboli#ation or emboli#ed or
endovascular or endo-vascular or brain or

cerebral)).ti,ab,kf.

113
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(arterioveno™ fistul* and (emboli#ation or

27 | embolit#ed or endovascular or endo-vascular or brain | 584
or cerebral)).ti,ab,kf.
(arterio-veno™ fistul* and (emboli#ation or

28 | emboli#ed or endovascular or endo-vascular or brain | 26
or cerebral)).ti,ab,kf.
(liquid embolic? or embolic agent? or

29 183
thromb?embolic agent?).ti,ab,kf.
Onyx*.mp. [mp=title, abstract, original title, name of
substance word, subject heading word, keyword

30 | heading word, protocol supplementary concept 228
word, rare disease supplementary concept word,
unique identifier]

31 | (evoh or eval).mp. 61

32 | hist?acryl*.mp. 46
((poly?vinyl alcohol* or poly vinyl alcohol* or

33 90
PVA) and (emboli#ation or emboli#ed)).mp.

34 | IBCA.mp. 18

35 | nbca.mp. 98

36 | PHIL.mp. 81

37 | (SQUID and emboli*).mp. 5
(intraarterial thromboly* or intra-arterial thromboly*

38 | or (intraarterial and stroke?) or (intra-arterial and 298
stroke?)).ti,ab,kf.

39 | reteplase.mp. 39
((cooling or cold infusion? or hypotherm* or hypo-

40 | therm*) and (endovascular* or endo-vascular or 858
cerebral or brain)).ti,ab,kf.

41 | or/6-40 12589
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Large animal AND
42 | 5and 41 322
intervention
43 | (comment or editorial or review).pt. 198433 Exclusion of
Publication Types
44 | 42 not 43 308
Comment, Review
((systematic adj3 review) or (systematic adj3
45 28928
overview) or meta-analy* or metaanaly*).ti. Systematic Review or
46 | meta-analysis.pt. 202 Meta-analysis
47 | 45 or 46 28945
48 | 42 and 47 0
End result non-indexed
49 | 44 0r 48 308
citations
End result non-indexed
50 | limit 49 to yr="1990 -Current 303 citations, Publication
year >= 1990

8.2 Search Strategy Web of Science Core Collection

Science Citation Index Expanded (SCI-EXPANDED):
2017 (Host: Clarivate Analytics):
1990 to present (2017-11-22 data last updated).
Search date: 2017-11-24

# Searches and annotations Results

38 | #37 OR#36 4,058
Indexes=SCI-EXPANDED Timespan=1990-2017

37 | (#35 and ti=(systematic or metaanaly*> or metanaly* or "meta-analy*")) AND 3
DOCUMENT TYPES: (Review)
Indexes=SCI-EXPANDED Timespan=1990-2017

36 | #34 OR#33 4,055
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Refined by: [excluding] DOCUMENT TYPES: ( EDITORIAL MATERIAL
OR ITEM ABOUT AN INDIVIDUAL OR DISCUSSION OR REVIEW OR
NOTE OR REPRINT OR NEWS ITEM)

Indexes=SCI-EXPANDED Timespan=1990-2017

35

#34 OR #33

Indexes=SCI-EXPANDED Timespan=1990-2017

4,334

34

(#31) AND LANGUAGE: (English OR German)

Refined by: RESEARCH AREAS: ( NEUROSCIENCES NEUROLOGY OR
CARDIOVASCULAR SYSTEM CARDIOLOGY OR RADIOLOGY
NUCLEAR MEDICINE MEDICAL IMAGING OR ENGINEERING OR
VETERINARY SCIENCES OR MATERIALS SCIENCE OR SCIENCE
TECHNOLOGY OTHER TOPICS OR RESEARCH EXPERIMENTAL
MEDICINE OR BIOTECHNOLOGY APPLIED MICROBIOLOGY OR
EMERGENCY MEDICINE OR LIFE SCIENCES BIOMEDICINE OTHER
TOPICS)

Indexes=SCI-EXPANDED Timespan=1990-2017

4,083

33

(#31) AND LANGUAGE: (English OR German)

Refined by: WEB OF SCIENCE CATEGORIES: ( CLINICAL
NEUROLOGY OR RADIOLOGY NUCLEAR MEDICINE MEDICAL
IMAGING OR CARDIAC CARDIOVASCULAR SYSTEMS OR
NEUROSCIENCES OR NEUROIMAGING OR VETERINARY SCIENCES
OR CRITICAL CARE MEDICINE OR ENGINEERING BIOMEDICAL OR
BIOCHEMISTRY MOLECULAR BIOLOGY OR MEDICINE RESEARCH
EXPERIMENTAL OR BIOTECHNOLOGY APPLIED MICROBIOLOGY OR
EMERGENCY MEDICINE OR MATERIALS SCIENCE BIOMATERIALS
OR ENGINEERING MECHANICAL )

Indexes=SCI-EXPANDED Timespan=1990-2017

3,719

32

(#31) AND LANGUAGE: (English OR German)

Indexes=SCI-EXPANDED Timespan=1990-2017

5,878

31

#30 AND #3

5,960
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Indexes=SCI-EXPANDED Timespan=1990-2017

30

#29 OR #28 OR #27 OR #26 OR #25 OR #24 OR #23 OR #22 OR #21 OR #20
OR #19 OR #18 OR #17 OR #16 OR #15 OR #14 OR #13 OR #12 OR #11 OR
#10 OR #9 OR #8 OR #7 OR #6 OR #5 OR #4

Indexes=SCI-EXPANDED Timespan=1990-2017

132,304

29

ts=((cooling or “cold infusion*” or hypotherm* or “hypo-therm*”) and
(endovascular* or “endo-vascular” or cerebral or brain))

Indexes=SCI-EXPANDED Timespan=1990-2017

12,995

28

ts=(“intraarterial thromboly*” or “intra-arterial thromboly*” or (intraarterial and
stroke$) or (“intra-arterial” and stroke$))

Indexes=SCI-EXPANDED Timespan=1990-2017

3,510

27

ts=(SQUID and emboli*)

Indexes=SCI-EXPANDED Timespan=1990-2017

26

ts=((“poly*vinyl alcohol*” or “poly vinyl alcohol*” or PVA) and (emboli?ation
or emboli?ed))

Indexes=SCI-EXPANDED Timespan=1990-2017

833

25

ts=(Onyx* or evoh or eval or hist$acryl* or IBCA or nbca or PHIL or reteplase)

Indexes=SCI-EXPANDED Timespan=1990-2017

6,627

24

ts=(“liquid embolic*” or “embolic agent*” or “thromb*embolic agent*”")

Indexes=SCI-EXPANDED Timespan=1990-2017

995

23

ts=(“arterio-veno* fistul*” and (emboli?ation or emboli?ed or endovascular or
“endo-vascular” or brain or cerebral))

Indexes=SCI-EXPANDED Timespan=1990-2017

115

22

ts=(“arterioveno* fistul*” and (emboli?ation or emboli?ed or endovascular or
“endo-vascular” or brain or cerebral))

Indexes=SCI-EXPANDED Timespan=1990-2017

4,053

21

ts=(AVF and (emboli?ation or emboli?ed or endovascular or “endo-vascular” or
brain or cerebral))

Indexes=SCI-EXPANDED Timespan=1990-2017

601
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20

ts=(AVM and (emboli?ation or emboli?ed or endovascular or “endo-vascular”
or brain or cerebral))

Indexes=SCI-EXPANDED Timespan=1990-2017

2,678

19

ts=((“arterioveno* malformation*” or “arterio-veno* malformation*”’) and
(emboli?ation or emboli?ed or endovascular or “endo-vascular”))

Indexes=SCI-EXPANDED Timespan=1990-2017

4,006

18

ts=(glue and (emboli?ation or emboli?ed))

Indexes=SCI-EXPANDED Timespan=1990-2017

690

17

ts=((aneurysm* near/6 coil*) or (coil* near/6 emboli?ation) or (coil* near/6
emboli?ed))

Indexes=SCI-EXPANDED Timespan=1990-2017

7,772

16

ts=((endovascular near/6 coil*) or (“endo-vascular” near/6 coil*) or (hydrocoil*
or “hydro-coil*” or microcoil* or “micro-coil*”) or ((gdc or gdcs) and
(endovascular or “endo-vascular” or emboli* or coil*)) or (MATRIX near/2
coil*) or “Guglielmi detachable coil*”)

Indexes=SCI-EXPANDED Timespan=1990-2017

5,567

15

ts=((intracranial near/6 coil*) or (“intra-cranial” near/6 coil*))

Indexes=SCI-EXPANDED Timespan=1990-2017

1,135

14

ts=(“aspiration device*” or “aspiration catheter*”)

Indexes=SCI-EXPANDED Timespan=1990-2017

324

13

ts=(thromb$aspiration or “thrombo-aspiration”)

Indexes=SCI-EXPANDED Timespan=1990-2017

171

12

ts=((cerebral and “re-canali?ation”) or (cerebral and “re-vasculari?ation’) or
brain and “re-canali?ation”) or (brain and “re-vasculari?ation”) or (stroke$ and
(

“re-canali?ation”) or (stroke$ and “re-vasculari?ation”))

Indexes=SCI-EXPANDED Timespan=1990-2017

54

11

ts=((cerebral and recanali?ation) or (cerebral and revasculari?ation) or (brain
and recanali?ation) or (brain and revasculari?ation) or (stroke$ and
recanali?ation) or (stroke$ and revasculari?ation))

Indexes=SCI-EXPANDED Timespan=1990-2017

11,529
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10

ts=((endovascular near/3 device$) or (“endo-vascular" near/3 device$))

Indexes=SCI-EXPANDED Timespan=1990-2017

886

ts=((WEB and device$) or (WEB and aneurysm$))

Indexes=SCI-EXPANDED Timespan=1990-2017

4,328

ts=(TREVO or SOLITAIRE or APERIO or PIPELINE or FRED or DERIVO or
((SILK or WINGSPAN or WALLSTENT or LEO or ENTERPRISE or
NEUROFORM) and stent*) or SURPASS or PENUMBRA)

Indexes=SCI-EXPANDED Timespan=1990-2017

65,829

ts=((intracranial and stent*) or (“intra-cranial” and stent*) or (stent* and
retriev*) or stentretriev* or (caroti* and stent*) or (cerebral and stent*) or (brain
and stent*) or “flow divert*” or flowdivert*)

Indexes=SCI-EXPANDED Timespan=1990-2017

14,925

ts=merci

Indexes=SCI-EXPANDED Timespan=1990-2017

610

ts=((clot$ near/5 retriev*) or (clot$ near/5 disrupt*) or (clot$ near/5 remov™) or
(clot$ near/5 mechanical))

Indexes=SCI-EXPANDED Timespan=1990-2017

1,302

ts=(“mechanical thrombectom*” or “mechanical recanal*” or “endovascular
thrombectom™*” or “endo-vascular thrombectom*””)

Indexes=SCI-EXPANDED Timespan=1990-2017

2,234

#2 OR #1

Indexes=SCI-EXPANDED Timespan=1990-2017

1,391,214

ts=(Alouattinae or Alouatta$ or Aotidae or Aotinae or Aotus or Atelidae or
Atelinae or “Barbary Ape*” or “Black Ape*” or Bonobo$ or Cacajao$ or
calliceb* or Callimico* or Callithrix or Callitrichinae or Catarrhina$ or Cebidae
or Cebinae or Cebus or Cebuella$ or “Celebes* ape*” or Cercocebus or
Cercopithec* or Chimpanzee$ or Chiropote$ or Colobinae or Colobus or
Douroucouli or Erythrocebus or Gelada$ or Gibbon$ or Hamadrya$ or Hapale$
or Hylobat$ or Langur$ or Leontideus or Leontopithecus or Lophocebus or

Mangabey$ or Mandrillus or “Miopithecus Talapoin*” or “Pan Paniscus” or

35,176
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“Pan Troglodytes” or Pongidae or Pongo$ or Presbyti$ or Pygathri* or
Platyrrhin* or Tamarin$ or Saguinus or Saimir* or Siamang$ or Pitheciidae or
Pitheciin* or Pithecin* or Pithecia$ or Tarsier$ or Tarsii* or Tarsius or
Theropithec*)

Indexes=SCI-EXPANDED Timespan=1990-2017

ts=(“large animal*” or “large mammal*” or baboon* or beagle* or bovine* or
cat or cats or canine* or cattle* or cavy or cavia or cow or cows or cynomolgus
or dog or dogs or equine* or feline* or goat* or gyrencephalic or hare or horse*
Or macaca* or macaque* or marmoset* or monkey™* or papio* or primate* or
NHP or ovine* or pig or pigs or porcine* or rabbit* or sheep* or swine*)

Indexes=SCI-EXPANDED Timespan=1990-2017

1,378,649

Key:

ts= topic (cover title, abstract, author keywords, keywords Plus®)

* = Word stem with any ending

$ = Placeholder for 0 or 1 character

? = Placeholder for exactly 1 character

near/x = Terms in any order within x words

8.3 Supplementary Figure 1: DSA carotid siphon

DSA from mechanical thrombectomy procedure in elderly patient with acute MCA

occlusion showing an extremely elongated carotid siphon (white arrows) in AP and lateral
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view. See additional tortuosity of cervical ICA (black arrow in B) making endovascular

access challenging.
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