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1 Einleitung und Fragestellung

Herz-Kreislauferkrankungen sind in den westlichen Industrienationen die
bedeutendste Todesursache sowohl in den Altersgruppen unter als auch Uber
65 Jahre und fiir anndhernd die Hélfte aller Todesfille verantwortlich.’
Herzinfarkt, Schlaganfall, Gangran und Funktionsverlust der Extremitaten sind
Folgekrankheiten der Atherosklerose.?

Als Atherosklerose wird die lokale Wandverdickung und -verhartung der
grolReren arteriellen Blutgefalle bezeichnet. Sie entsteht aus einer exzessiven
entzuandlich-fibroproliferativen Antwort auf vielfaltige Formen von Reizungen des
Endothels und glatten Muskelzellen der Arterienwand.® Diese Verdnderungen
der Gefallwand verursachen verschiedene klinische Erkrankungen wie
koronare Herzkrankheit (KHK), periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK)
der unteren Extremitaten und zerebrovaskulare Erkrankungen. Verschiedene
Risikofaktoren sind bekannt, die das Auftreten atherosklerotisch bedingter
Erkrankungen begtinstigen: Alter, Geschlecht sowie persénliche und familiare
Vorerkrankungen in Bezug auf KHK sind unbeeinflussbare Risikofaktoren,
Hypercholesterinamie, Hypertonie und Nikotinabusus sind die wichtigsten
beeinflussbaren.* Das heute geldufige Modell, dass eine GefaRwandverletzung
und Thrombusbildung die Schllsselrollen in der Entstehung der Atherosklerose

357 entstand durch Zusammenfassung bisheriger Erklarungsmodelle

spielen,
von Virchow und Rokitansky, aus denen Ross die ,Response-to-injury-
Hypothese® entwickelte.

Stenosen im Rahmen der Atherosklerose als Folge von Intimahyperplasie ist
eine haufige Ursache flr Durchblutungsstérungen und daraus folgender
Ischamien.

Eine bedeutende Entwicklung fur die Therapie von Stenosen und Verschlussen
peripherer Arterien war die EinflUhrung der perkutanen transluminalen

Angioplastie (PTA) vor etwa 30 Jahren.?



2  Einleitung

Durch Verfeinerung der Technik und Modifikation des Dilatationskatheters
gelang es Gruntzig et al. im Jahr 1977, dieses Verfahren zum ersten Mal
erfolgreich auch bei atherosklerotisch verengten KoronargefaRen einzusetzen.’
Primére Erfolgsraten von etwa 95 %'%" bei 2-5 % Komplikationen trugen zur
Akzeptanz diese Verfahrens bei." Trotzdem bleibt der Erfolg dieser Methode
durch das haufige Auftreten von Restenosen limitiert. Bald nach Einfuhrung der
PTA zur Behandlung von Gefaldverengungen bzw. -verschlissen durch
Atherosklerose wurde die Restenose zum Hauptproblem. Selbst unter
optimalen Bedingungen' ist eine Wiederverschlussrate in 30-40 % der

1578 und eine erneute Verengung des GefaRlumens in 30-55 % der Félle'”

Falle
% innerhalb von 3-6 Monaten zu verzeichnen.

Eine weitere Behandlungsmdglichkeit brachte die Einflhrung der
Stentimplantation. Intravaskulare Stents sind Endoprothesen die der Stutzung
des GefaRes dienen, geometrische GefaRwandveranderungen vorbeugen? und
somit eine dauerhafte Durchgangigkeit sichern sollen.

Bereits 1969 beschrieb Dotter eine Technik, transluminal eine Metallspirale in
ein GefaB zu platzieren.”” Die wegbereitenden Arbeiten {ber perkutan

2833 und fihrten zur

implantierbare Stents erschienen Mitte der 80er Jahre
Entwicklung verschiedener Stents. Zum ersten Mal seit EinflUhrung der PTA
konnte eine signifikante Reduktion der nach der Prozedur regelmalRig
auftretenden Restenose nachgewiesen werden.'%%*3° Stents sorgen fiir ein
luminales Gerust, welches die fur die Pathogenese der Restenose nach PTA
verantwortlich gemachten Gefal3reaktionen (,elastic recoil und ,remodelling®)
so gut wie eliminiert.*® Jedoch konnte auch hier die Restenosierung nicht in
jedem Fall verhindert werden.>”*

Als Restenose wird eine Verengung um mehr als 50 % des betroffenen
Gefalles oder mehr als 30 % Ruckgang des Lumens, ausgehend vom ersten
erfolgreichen Ergebnis bezeichnet. Dies kann histologisch, klinisch oder
angiographisch bestimmt werden.?

Bei der Restenose spielen intimale Hyperplasie 3%’

und Umbauprozesse der
Gefalwand eine entscheidende Rolle.'®#?** Bisher bekannte Ursachen sind

GefalRwandverletzungen durch Dilatation, Formation wandstandiger Thromben,



Einleitung 3

was zu intimaler Hyperplasie fiihrt.*%**® Desweiteren wird eine ,abnormale
Migration und Proliferation der glatten Gefalmuskelzellen, verbunden mit einer
Deposition von extrazelluldrer Bindegewebsmatrix‘'* fiir die Restenose
verantwortlich gemacht. Die klassischen Risikofaktoren flir Atherosklerose:
Rauchen, Hypercholesterinamie und Diabetes mellitus, haben auf die

4749 Ein erhohter Serum-

Entwicklung der Restenose keinen Einfluss.
Lipoprotein-A-Spiegel wurde sowohl bei der PTA der femoropoplietalen Gefalle
an Patienten mit pAVK* als auch bei perkutaner transluminaler koronarer
Angioplastie (PTCA) an Patienten mit KHK® als Risikofaktor eingestuft. Ebenso
korrelierte der Grad der Primarstenose mit der Haufigkeit einer Restenose*®”’
und wird als Risikofaktor betrachtet. Die Restenoserate ist nach
Stentimplantation (14-36 %) geringer als nach PTCA (30-40 %),2%40%257
trotzdem ist die sogenannte In-Stent Restenose (ISR), der Wiederverschluss
eines Stents, ein klinisches Problem.

Bisher gibt es keine zuverlassigen anamnestischen Kriterien oder
Madglichkeiten, um Risikopatienten flr die Ausbildung einer Restenose mit hoher
Wahrscheinlichkeit identifizieren zu konnen. Diagnostiziert wird die Restenose
daher meist erst, wenn klinische Symptome, haufig in Form einer Ischamie,®
auftreten.

Um gezielte Mallnahmen zur Pravention von Restenosen ergreifen zu kdénnen,
ist eine genaue Kenntnis des zugrundeliegenden Pathomechanismus
erforderlich. Untersuchungen zur Pathogenese der Atherosklerose und
Restenose erweisen sich am Menschen als schwierig, da sich die
Atherosklerose, Restenose und durch Stents induzierte Schadigung im Gefaly
uber einen langen Zeitraum entwickeln und multifaktoriell bedingt sind. Far
klinische Untersuchungen auf dem Gebiet der Restenoseforschung sind grof3
angelegte Studien notwendig, um statistisch signifikante Aussagen treffen zu
konnen. Es wird eine Probandenzahl von ca. 500 Patienten gefordert. Die
Durchfuhrung solcher, auf mehrere klinische Zentren verteilte Versuche ist mit
enormen Kosten und einem hohen organisatorischen Aufwand verbunden.®®
Epidemiologische  Studien liefern Ergebnisse Uber Zusammenhange

beispielsweise Risikofaktoren und Pravalenz der Atherosklerose und
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Restenose. Um aber Aussagen auf zellularer Ebene treffen zu kbnnen sowie
Praventiv- und TherapiemalRnahmen erarbeiten zu konnen, ist man weitgehend
auf Tiermodelle angewiesen.”® Tiermodelle haben den Vorteil, dass
atherosklerotische Plaques in  kurzen Zeitraumen entstehen und
Einflussfaktoren  kontrolliert werden kdnnen.® Veranderungen in der
Gefallwand werden sowohl bei der langsamen Entwicklung einer
atherosklerotischen Plaque als auch bei der beschleunigten Restenosebildung
als Antwort des GefalRes auf eine Verletzung beobachtet. Die Art und Starke
der Verletzung ist zwar verschieden, doch wird ein &ahnlicher
Pathomechanismus postuliert.®’

Die Pathomechanismen als Folgereaktionen einer Arterie auf die
Stentimplantation sind nur unvollstandig geklart.?®* Méglicherweise ein
multifaktorieller Prozess mit durch Wachstumsfaktoren stimulierter Proliferation
der glatten Muskelzellen, frihe elastische Ruckstellkrafte (elastic recoil),
Thrombusorganisation  aufgrund einer GefaRverletzung® und  spate
Umbauprozesse in der GefaBwand (negative remodelling).?® Der
herausragendste Mechanismus der Restenose nach Stentimplantation ist die

26;40;41;53;57,65-68 Stents

neointimale Proliferation. konnen die

Neointimaproliferation triggern,®>®

also die proliferative Komponente der
Restenose erhdhen. Der Grad der Gefaldverletzung korreliert mit der Dicke der
Neointima.”®”" Vier Reaktionen der GefaBwand auf Stentimplantation sind
bekannt: Thrombose, Entziindung, Zellwachstum und spatere Veranderungen
(Kollagenablagerungen).*®* STRESS®*”? und BENESTENT®®"? sind zwei
Multicenterstudien mit jeweils Uber 400 Patienten, in denen die Rezidivraten der
Gefalistenosen ermittelt worden sind, die im klinischen Alltag allerdings noch
héher sein kénnen.”® Die Restenose wird in diesen Studien als eine Stenose >
50% im Kontrollangiogramm nach einem halben Jahr definiert.

Fattori et al. und Degertekin et al. beschrieben 2003 bzw. 2002 verschiedene
Phasen im Mechanismus der Restenose. Zahlreiche zellulare und molekulare
Vorfalle ereignen sich nach einer Gefallverletzung. Fremdkorperreaktion auf
den Stent und die Verletzung provozieren eine akute und chronische

Entzindung in der Gefalwand. Ausschittung von Zytokinen und
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Wachstumsfaktoren folgen, setzen Signalketten in Gang und aktivieren die
Einwanderung und Proliferation glatter Muskelzellen.®7*"7

Die initiale Reaktion der elastischen Fasern in der GefaRwand auf Uberdehnung
durch den Ballonkatheter ist die elastische Ruckstellkraft. Sie stellt die frihe
Phase der Restenose dar. Die endotheliale Denudation und Freilegung
subintimaler Komponenten verursachen Plattchenaggregation, Fibrinablagerung
und Thrombusbildung. Die anschlieBende Granulationsphase ist durch
Migration glatter Muskelzellen und Fibrin in der Verletzungszone
gekennzeichnet. Mediatoren der Entzindung wie auch zellulare Elemente
tragen zur Ausldsung einer komplexen Reihe an Ereignissen bei, die wiederum
Matrixbildung und Zellproliferation regeln. Zuletzt folgt die Phase des
Gefallremodellings mit Bildung von Neointima, Proteoglykan- und
Kollagensynthese. Der allmahlich fortschreitende Prozess, von Myofibroblasten
der Adventitia ausgeldst, fuhrt zur Veranderung des GefalRdurchmessers und
verzdgertem Verlust des Lumens.

Exzessive EntziUndung sowie extrazellulare Matrixumbildung der Media und
Adventita werden als bedeutsame  Faktoren der verengenden
GefaRdeformation nach Ballonangioplastie betrachtet.”®  Studien  mit
intravaskularem Ultraschall (IVUS) haben demonstriert, dass Stents elastic
recoil und negatives remodelling reduzieren,’® teilweise sogar eliminieren.®® Der
Stent als Fremdkorper verschlimmert jedoch die Entzindung und ist mit starker
neointimaler Hyperplasie vergesellschaftet,®*”! welche als Hauptursache fir In-
Stent Restenose (ISR) gilt.

Grundlegende Anderungen in der Technik der Stententwicklung und der
Vorgehensweise bei Stentimplantation, der Produktion verschiedener
Stentdesigns,®’ als auch Herstellung aus verschiedenen Materialien, wie
Nitinolstents®? oder Polymerstents,®® konnten die Restenoserate gegeniiber den
Anfangen senken.'%34%%72 \weitere Therapieansatze gibt es in Verbindung mit
Stents. Es wurden verschiedene Beschichtungen erprobt: mit Glykoprotein

t85

lib/llla,** mit aktiviertem Protein C,** mit Polyethylacrylat®® oder radioaktiv

markierten Stents, 338687
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Trotz dem Einsatz einer grolen Palette therapeutischer Verfahren liegt die
Restenoserate um die 30 %. Bisherige Behandlungen wie Laserangioplastie,
Rotationsangioplastie oder Atherektomie waren nicht zufriedenstellend.”®8%4

Studien mit systemischer pharmakologischer Therapie,?*

antithrombotischen, 2%

antiproliferativen Substanzen oder mit lipidsenkenden
Medikamenten brachten ebenfalls nicht den gewiinschten Erfolg.?® Aus
verschiedenen Ansatzen und weiter entwickelten Techniken zur Pravention der
Restenose bzw. In-Stent Restenose ist in den letzten Jahren eine neue Idee
entstanden: der Drug-eluting Stent (DES), der in Kapitel 4.2.6.4 erklart wird.

Die Kombination aus einem biologischen und mechanischen Ansatz mit
akzeptablen MACE-Raten (major adverse clinical events) in klinischen Studien
erweist sich zunehmend als eine vielversprechende Therapieoption. Der Stent
als Gefal3stutze dient der Stabilisierung des Lumens, verhindert elastic recoil
und negative remodelling. Die biologische Losung liegt darin, dass der Stent
selbst Trager des Medikamentes ist.°*%” Die Beschichtung des Stents in
Kombination mit einem Medikament soll die naturlichen Mechanismen in der
Gefallwand positiv beeinflussen und Faktoren wie Entziindung, Abwehrreaktion
oder Zellproliferation vermeiden. Die Wirksamkeit ist abhangig vom Stent,
Material, Beschichtung, Release und letztendlich auch vom Medikament.

Die Suche nach dem idealen Medikament zur Verhinderung der In-Stent
Restenose ist zur Zeit Gegenstand vieler Experimente. Gegenwartig sind
verschiedene Wirkstoffe in klinischer Erprobung: Paclitaxel, Rapamycin,
Actinomycin D, Tacrolimus, usw. Eine Reihe von Studien wurden jlngst
publiziert oder werden durchgefuhrt zur Evaluierung dieser Wirkstoffe
hinsichtlich ihrer Freisetzungskinetik, optimalen Wirkstoffdosierung, Sicherheit
im klinischen Einsatz sowie ihres Benefit: SCORE, TAXUS 11, II, 11V, ELUTE,

ASPECT, RAVEL, ACTION, EVIDENT, PRESENT, SIRIUS 400.

Zwei erfolgsversprechende Medikamente sind Sirolimus und Paclitaxel, sie sind
bisher in der Klinik am erfolgreichsten:

Sirolimus (Rapamycin), ist eine potente immunsupprimierende Substanz mit
antientziindlichen sowie antiproliferativen Eigenschaften. Sie wurde im Jahr

1999 eigentlich fur die prophylaktische Behandlung der AbstoRung
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transplantierter Nieren entwickelt.® Es hemmte in vitro die Proliferation glatter

Muskelzellen®%1%°

und bewirkte in Tiermodellen eine Verringerung der
IntimagroRe kiinstlich verletzter GefaRe.**'°"1%2 Die erste klinische Studie mit
einem Sirolimus beschichteten Stent wurde von Sousa et al. 2001 in Sao Paulo
durchgefuhrt. Ein Ruckgang um 40-50 % neointimaler Hyperplasie im Stent,
Ruckgang der Kolonisation glatter Muskelzellen, signifikanter Ruckgang der
Streben-assoziierten  Entzindung und ein  um 70 % vermindertes
Entzindungszytokin (MCP-1) nach 28 Tagen im Vergleich zu unbeschichteten
Stents werden berichtet.”*"®

Bei Paclitaxel (Taxol) handelt es sich ebenfalls um eine antineoplastische
Substanz. Wie schon flir Sirolimus beschrieben zeigten auch mit diesem
Medikament durchgefiihrte in vitro Studien eine Hemmung der Migration und

103105 pgclitaxel, der erste der

Proliferation glatter Gefalimuskelzellen.
antiproliferativen Wirkstoffe im klinischen Einsatz in dieser Form, ermdoglicht
eine deutliche Inhibierung neointimaler Proliferation in Abhangigkeit von
Applikationsdauer und Wirkstoffdosierung. In einer Studie von Heldmann et al.
am Schweinemodell wurde eine signifikante Dosisabhangigkeit auf die
Hemmung der intimalen Hyperplasie berichtet.'®

Park et al. bestatigte 2003 in seiner klinischen Studie zahlreiche Ergebnisse
vorangegangener Studien. Ein signifikant geringerer Grad an Stenose (14 % vs.
39 %) und ein groRerer GefalRdurchmesser werden berichtet. Restenose trat in
nur 4 % der Falle auf gegenuber 27 % bei unbeschichteten Stents. Eine
dosisabhangige Reduktion der intimalen Hyperplasie konnte ebenfalls

festgestellt werden.'®

Trotz zahlreich durchgefuhrter Studien mit verschiedenen Beschichtungen und
Medikamenten hat sich bis jetzt noch keine Beschichtungstechnik oder
Medikament definitiv gegenuber anderen Verfahren durchsetzen kénnen. Einige
Studien mussten aufgrund von Zwischenfallen gestoppt werden (ACTION,
BRILLIANT), es sind also klare vorklinische und klinische Tests erforderlich, um
die zukunftige Rolle verschiedener Medikamente und Tragersubstanzen

definieren zu konnen.
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Angesichts der Haufigkeit der KHK und pAVK in unserer Gesellschaft
verursacht die Restenose bei 80 % der betreffenden Patienten, bei denen
Nachbehandlungen erforderlich werden, nicht zu unterschatzende Kosten.'”’
Califf stellte fir die USA gultige Berechnungen auf, die besagen, dass eine
Senkung des Restenoserisikos um 25 % Ersparnisse von $ 1400 pro KHK-
Patient bedeuten wirde, eine Senkung um 33 % sogar $ 2000 pro Patient.
Somit ist es von klinischem als auch von wirtschaftichem Interesse
Therapiemdoglichkeiten zu finden, welche die Restenoserate langfristig

verringern.

Die Rolle der Entzindung wird zunehmend als dominierende Ursache der ISR
eingeschatzt. Plaqueentzindung prophezeit eine symptomatische Restenose
im ersten Jahr nach perkutaner koronarer Intervention und legt eine daraus
resultierende anhaltende Entzindung nahe. Der Grad der Stent-induzierten
Gefaldverletzung korreliert mit dem Ausmal der Entzindungsreaktion und der
Starke an neointimaler Proliferation.®%7%76198:109 pieser Zusammenhang macht
deutlich, dass der Ansatz im vorliegenden Experiment, die Komplementkaskade
zu unterbrechen, ein wichtiger Schritt zur Verhinderung der ISR sein konnte.

In dieser Arbeit wurde der Grad der Entzindung nach PTA und
Stentimplantation durch verschiedene Methoden gemessen und es galt
nachzuweisen, ob durch Komplementinhibitoren eine Unterbrechung der
Komplementkaskade moglich ist und somit die Entzindungsreaktion verhindert

oder zumindest verringert werden kann.

Die Komplementkaskade ist nicht nur ein humorales Abwehrsystem, sondern
kann zusatzlich als Vermittler der zellularen Abwehrkaskade wirken. Sie wird
einerseits Uber den klassischen Weg, also durch Besatz der Fremdzelle mit
Immunglobulinen, andererseits Uber den alternativen Weg durch besondere
Membranstrukturen wie Lipopolysaccharide oder virusinduzierte
Membranantigene aktiviert. Mittels eines C1-Esteraseinhibitors wurde versucht,
die Komplementkaskade gleich am Anfang zu unterbrechen, siehe Abbildung 1.
Der C1-Esterase-Inhibitor ist neben seiner inhibitorischen Wirkung auf das

Komplementsystem gleichzeitig der machtigste Inhibitor von freiem Kallikrein
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und B-Faktor XIIa.""® Die Generierung dieser beiden Serinproteasen stellt das
initiale Ereignis beim Kontakt des Blutes mit einer Fremdoberflache dar. lhre
zentrale Bedeutung resultiert aus ihrer Fahigkeit, sowohl intrinsische
Gerinnung, Fibrinolyse, Komplementkaskade und Bradykinin aktivieren zu
kénnen, als auch aus Granulozyten einen Elastase-Release zu bewirken.
Sobald Blut in Kontakt mit negativ geladenen Oberflachen kommt, zerfallt
Faktor XII, der inaktiv mit Prakallikrein und High-Molecular-Weight-Kininogen
(HMWK) komplexiert vorliegt, in seine Fragmente a- und B-Faktor XIla, welche
wiederum zu einer Aktivierung des gesamten Kontaktaktivierungssystems
fuhren. B-Faktor XIla wandelt das Zymogen Prakallikrein in seine aktive Form
Kallikrein um, welches vasodilatatorisch wirkendes Bradykinin von HMWK

abspaltet.”"



10

Einleitung

Erkennungs-

(

Klassischer Weg Alternativer Weg
(spezifische Aktivierung) (unspezifische Aktivierung)

z.B. Lipopolysaccharide,
pathogene Oberflachen

Anitkorper | 1
\

einheit

Aktivierungseinheit

embranzer-

stoungseinheit

C1-Esteraseinhibito
C3
v/ Faktor B

C2 C4
v/ Faktor D

Properdin (P)

C2a || C2b || C4a || C4b </

[ C4b2b

C3bBbP
(C3-Konvertase) |

L (C3-Konvertase)

Chemotaxis i Aktivierung von C6,C7,C8,C9 i
Anaphylaxis
Granulozytenaktivierung i

Zerstorung der Zellmembran

Zytolyse
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Abbildung

1:

Schema des Komplementsystems mit seinen zwei
Aktivierungswegen sowie des Ansatzpunktes der Hemmung
durch C1-Esteraseinhibitor. Nach einer Aktivierung durch
Antikorper (klassischer Weg) bzw. der Aktivierung durch
pathogene Oberflachen (alternativer Weg) wird als
gemeinsame Endstrecke Faktor C3 und C5 durch die so auf
unterschiedliche Weise entstandene C3-Konvertase in seine
zwei Komponenten gespalten. C3a aktiviert zusammen mit
Cba die zellulare Abwehr. C3b und C5b fuhrt zur Aktivierung
von C6, C7, C8 und dem polymerisierten Faktor C9, was
schlieBBlich in der Zerstérung der Zellmembran und der
Auflésung der attackierten Zelle endet.

Ziel dieser Studie war es festzustellen, ob

1. eine Bedeutung der Entzindungsreaktion im zeitlichen Ablauf nach PTA

und Stentimplantation im Hinblick auf die Neointimabildung zu finden ist

2. Unterschiede in der Pathophysiologie zwischen Aortenstlck, behandelt
mit PTA und Aortenstick, behandelt mit PTA und Stentimplantation

vorhanden sind

3. eine antiinflammatorische Beschichtung der Stents, mit einem C1-

Esteraseinhibitor, die Restenoserate senken kann
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2 Material und Methoden

2.1 Tiermodell

211 Versuchstiere

Far den Versuch wurden 44 mannliche WeilRe Neuseelandkaninchen (NZW)
(Fa. Charles River, KiRlegg) mit einem durchschnittlichen Korpergewicht (KG)
von 3,47 kg verwendet. Die Tierhaltung erfolgte in Einzelkafigen in den daflr
ausgelegten Raumen. Durch kunstliche Beleuchtung wurde versucht, den
naturlichen Tag-Nacht-Zyklus der Tiere aufrechtzuerhalten. Das WeilRe
Neuseelandkaninchen als Tiermodell wurde 1966 durch Baumgartner erstmals
beschrieben und gilt heute als etabliertes und bewahrtes Verfahren in der
experimentellen Atherosklerose- und Restenoseforschung.’''?"'* Der Versuch
wurde von der Tierschutzkommission der Universitat Tubingen und dem

Regierungsprasidium Tubingen unter Antrag Nr. R4/98 genehmigt.

2.1.2 Gruppeneinteilung und Versuchsaufbau

Die Tiere wurden randomisiert in sechs Gruppen eingeteilt. Nach einer
zweiwochigen Eingewdhnungsphase mit Normalfutter ad libitum erhielten alle
Tiere praoperativ eine 0,5%ige Cholesterindiat Gber 28 Tage. Bei der Operation
wurde jedes Tier einer perkutanen transluminalen Angioplastie (PTA) und einer
Stentimplantation unterzogen. Postoperativ erhielten die Versuchstiere wieder
Normalfutter ad libitum. Zu den EinflussgroRen zahlten die Zeit nach OP und
der Stent — unbeschichtet (Ko) gegenlber beschichtet mit C1-Esterase-Inhibitor
(C1).

Die Versuchsgruppen wurden zur Auswertung der morphometrischen und
immunhistochemischen Parameter sowie histopathologischen Auswertung
aufgeteilt. Die Stentsegmente sind die Gefallabschnitte welcher einer PTA und
anschliellenden Stenimplantation unterzogen wurden. Sie sind definiert als C1-
Gruppen (C1=Stent mit C1-Esterase-Inhibitor  beschichtet) und

Kontrollgruppen (Ko = unbeschichteter Stent). Die Aortensegmente sind
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definiert als Aortengruppe (Ao), dies sind die GefalRabschnitte welche nur einer
PTA unterzogen wurden.

Es resultierte folgende Einteilung der Tiere in die verschiedenen Gruppen
(Abbildung 2):
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44 \Weilde Neuseelandkaninchen

14 Tage Eingewohnungsphase:
Normalfutter ad libitum

28 Tage praoperative Diat
0,5 % Cholesterlnfutter
PTA + Stentimplantation

2, 4, 42 Tage postoperative Phase:
Normalfutter ad libitum

T T . :
e B

n=16
|1_> 6 Wo
Ao
n=16
Abbildung 2: Gruppeneinteilung und Versuchsaufbau (Ko = Kontrollgruppe;

C1 = Beschichtung mit C1-Esterase-Inhibitor;
Ao = Aortengruppe)
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2.2 Material

221 Katheter

Zur Durchfiihrung der PTA zur GefaRdilatation wurden Fogarty® Arterien-
Embolektomie-Katheter, Modell 12-060-2F (Baxter, Unterschleil3heim),
verwendet. Dieser Katheter wird im klinischen Alltag hauptsachlich zur

Entfernung von Thromben und Emboli im arteriellen System benutzt.

2.2.2 Stent

Als Stents wurden Jostent peripheral® (Jomed International AB, Helsingborg,
Schweden) verwendet. Der Stent von der Art eines Palmaz Stents hatte eine
Lange von 17 mm und einem Durchmesser von 4 — 9 mm im expandierten
Zustand. Es handelt sich um eine ballonexpandierbare Gefallendoprothese aus
einem biokompatiblen Stahl-Geflecht. Er wird in der Humanmedizin in periphere
Arterien eingesetzt, nachdem diese erfolglos mittels PTA behandelt wurden.
Unter sterilen Bedingungen wurde der Stent kurz vor der Implantation mit einer
Peptidbeschichtung, die eine aktive Sequenz von C1- Esteraseinhibitor enthielt,

uberzogen.

2.2.3 Beschichtung der Stents und verwendete Substanzen

Den Tieren der Kontrollgruppen wurden handelsubliche fabrikneue Stents
implantiert. Bei den Stents der C1-Gruppe wurde eine Beschichtungsmethode
angewandt, die speziell fir den Drug Release eingesetzt wird. Es wurden dazu
Peptidsequenzen mit einer GroRe von < 20 Aminosauren verwendet. Die
Beschichtung enthalt eine dem C1-Inhibitor ahnliche Substanz.

Der C1-Esterase-Inhibitor ist ein  Plasmaglykoprotein mit einem
Molekulargewicht von 105 kD und einem Kohlehydrat-Anteil von 40 %. Seine
Konzentration im menschlichen Plasma betragt ca. 240 mg/l. AuRer dem
menschlichen Plasma, enthalten auch Placenta, Leberzellen, Monozyten und
Thrombozyten C1-Esterase-Inhibitor. C1-Esterase-Inhibitor gehodrt zu dem
Serin-Protease-Inhibitor-(Serpin)-System des menschlichen Plasmas. Unter

physiologischen Bedingungen hemmt C1-Esterase-Inhibitor den klassischen
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Weg der Aktivierung der Komplementkaskade durch Inaktivierung der
enzymatisch aktiven Komponenten C1s und C1r. Die aktiven Enzyme bilden
einen Komplex mit dem Inhibitor in einem Verhaltnis von 1:1. Aulerdem ist C1-
Esterase-Inhibitor der wichtigste Inhibitor der Kontaktaktivierung, indem er
Faktor Xlla und seine Fragmente hemmt und neben Alpha-2-Macroglobulin der
wichtigste Inhibitor des plasmatischen Kallikreins ist.

Die Substanzen wurden mit Hilfe des Hydrogels Polyvinylpyrrolidone = PVP
(K90, Kollidon® BASF Ludwigshafen, Deutschland) tUber UV-Polymerisation
immobilisiert und an die Oberflache des Stents gebunden. Polyvinylpyrrolidone
(PVP) ist ein bekanntes Polymer, welches seit Jahrzehnten klinische
Verwendung findet, wie beispielsweise fur Blutersatzmittel und Beschichtung
von medizinischen Materialien.***. Dieses Verfahren hat zum Vorteil, dass iber
einen langen Zeitraum parallel zum Abbau des Hydrogels ein Ausbluten der
Wirksubstanzen stattfindet (slow drug release). Nach der Implantation des
Stents wird das PVP zusammen mit den Wirkstoffen von Enzymen im Blut
abgebaut, wodurch eine langsame Freisetzung des Medikaments erreicht
werden soll.'16-118

Die eigentliche Beschichtung der Stents erfolgte im sogenannten Dipping-
(Eintauch-) Verfahren. Zur Herstellung der Dipping-Losung wurden 500 pug C1-
Peptid in Pulverform in 2 ml 10%iger wassriger PVP K 90-Lésung gegeben.
Dies erhéht die Plasmahalbwertszeit wie Kaneda et al. gezeigt haben.'*® Ein
Initiator (4,4’-Diazidostilbene-2,2’-disulfonic acid Disodium salt Tetrahydrate,
Fluca: 33483) wurde in 0,5%iger Form kurz vor der Beschichtung in die PVP
K 90-Lésung gegeben (entspricht 0,01 g in 2 ml).

In diese so vorbereitete Beschichtungslosung wurde der Stent ca. drei
Sekunden eingetaucht, dann bei 37 °C drei Stunden lang getrocknet.
Anschlieend bestrahlte man den Stent jeweils von der Vorder- und Hinterseite
zwei Minuten lang mit UV-Licht, was eine Photopolymerisation des Hydrogels
ausloste. Durch diese Art der Behandlung vernetzen sich die einzelnen 90 kDa-
Bausteine des PVP zu einem grolen Netz, was einen einigermalien
einheitlichen Beschichtungsfilm Uber den gesamten Stent hinweg gewahrleisten

soll.
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Nach der Stentimplantation setzt das Polymer bei 37 °C die Substanz in den
ersten 24 Stunden zu 90 % in das umgebende Gewebe frei.’?**?! Die exakte
Konzentration der Substanz pro mm? wurde in dieser Studie nicht berechnet.
Die Konzentration von 500 ug C1-Peptid in der Beschichtungslésung gilt als

ausreichend fiir die lokale Anwendung.*?%*%3

2.3 Methode

2.3.1 Préoperative Phase

Wahrend einer zweiwochigen Eingewohnungsphase erhielten die Kaninchen
Normalfutter (Altromin, Lage) ad libitum. 28 Tage vor dem operativen Eingriff
wurde eine Cholesterindiat mit 0,5 % Cholesterin im Futter (Altromin 2023,
Altromin, Lage) durchgefuhrt. 24 Stunden vor dem Eingriff wurde ihnen das
Futter entzogen, Wasser stand ihnen aber weiterhin unbegrenzt zur Verfugung.
Zur Thromboseprophylaxe erhielten die Tiere 24 Stunden vor dem Eingriff
30 mg Acetsalicylsdure (Aspisol, Bayer AG, Leverkusen) in die

Glutealmuskulatur injiziert.

2.3.2 Stentimplantation

Zur Narkotisierung und Analgesierung wurde den Tieren 4 ml eines
Narkosegemisches aus Ketamin (Ketanest® 50, Parke-Davis, Berlin), Xylazin
(Rompun® 2 %, Bayer AG, Leverkusen) und Atropinsulfat (Atropinsulfat 0,5 mg,
Braun, Melsungen) im Verhaltnis 28 : 12 : 1 in die Glutealmuskulatur injiziert.
Diese Kombination aus Narkotikum und Sedativum fuhrt zu einer Vollnarkose
mit volliger Analgesie. Atropinsulfat unterdrickt dabei die Salivation und soll
modgliche kardio- und atemdepressive Effekte des Narkosegemisches
verhindern.

In anasthesiertem Zustand wurde die Regio inguinalis dextra rasiert, mit
70%igem  Alkohol und Betaisodona-Losung desinfiziert und das
Operationsgebiet steril abgedeckt. Der 3 cm lange Hautschnitt erfolgte direkt
uber dem tastbaren Verlauf der Arteria femoralis dextra. Dem Hautschnitt folgte

die Freilegung und Praparation der Arteria femoralis dextra. Die daruber
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liegende Muskulatur wurde durch stumpfe Praparation an den Faszien
durchtrennt, bis sich der femorale Gefal3nervenstrang in seiner Muskelloge
darstellte. Die umhullende Faszie wurde erdffnet, um anschlieBend die Arteria
femoralis von Vena und Nervus femoralis zu trennen. Das Gefald wurde an
beiden Enden mit einem Faden (Perma-Hand Seide® 2-0, Ethicon, Brissel,
Belgien) umschlungen, um es besser darstellen und eine Maoglichkeit zur
Unterbindung haben zu kdnnen. Um eine optimale Blutflllung zu erzielen,
wurde eine mirkochirurgische Gefallklemme (Yasargil-Phynox Aneurysma-Clip,
Aesculap AG, Tuttlingen) zuerst distal, dann proximal gesetzt. Durch eine kleine
Inzision von 1,5 mm Lange wurde das Gefal® mikrochirurgisch eroffnet, welche
den Zugang fur Katheter und Schleuse bildete. Ein 2F-Fogarty® Arterien-
Embolektomiekatheter (Baxter, Unterschleissheim) wurde Uber die Offnung
eingefuhrt, die craniale Gefallklemme entfernt, und der Katheter bis zur
suprarenalen Aorta abdominalis vorgeschoben. Die Inflation des Ballons
erfolgte mittels einer mit 0,9%iger NaCl-Losung gefullten 1-ml-Spritze mit
geringem Druck. Durch dreimaliges Zurlckziehen des inflatierten Ballons wurde
das Gefall mechanisch dilatiert. Anschliel3end konnte die Schleuse (5F Avanti,
Cordis, Warren, U.S.A.) in der Arteria femoralis dextra platziert werden. Der
Stent wurde Uber die Schleuse auf dem Angioplastiekatheter (Cordis Savvy,
Warren, U.S.A.) in das Gefal eingefuhrt. Nach Erreichen der infrarenalen Aorta
abdominalis wurde der Angioplastieballon unter Réntgenkontrolle 20 s lang auf
einen Druck von 8 atm inflatiert, es folgte eine 20 s lange Deflation. Der
Katheter und die Schleuse wurden anschliefiend aus dem Gefaldlumen entfernt
und die craniale GefalRklemme wieder gesetzt. Die Klemmen wurden nun durch
Ligaturen aus Haltefaden ersetzt. Die Naht der Muskelloge erfolgte fortlaufend
(Vicryl® Faden 2-0 SH, Ethicon, Brussel, Belgien), die Naht der Haut mit
Einzelkopf-Ruckstichnahten nach Donati (Vicryl® Faden 3-0 FS-2, Ethicon,
Brussel, Belgien). Es wurden regelmaflig Atmung und Kornealreflex des Tieres
zur Beurteilung der Narkosetiefe kontrolliert, um bei Bedarf weiteres

Narkotikagemisch intramuskular applizieren zu kénnen.
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2.3.3 Postoperatives Procedere

Zur peri- und postoperativen Thromboseprophylaxe wurde direkt nach der
Operation und die nachsten drei postoperativen Tage alle 12 Stunden je
900 I.LE. Standard-Heparin/kg Korpergewicht (Liquemin® N25000, Roche,
Basel, Schweiz) subkutan appliziert, alle 24 Stunden 30 mg Acetsalicylsaure
(Aspisol, Bayer AG, Leverkusen) in die Glutealmuskulatur injiziert. Bis zum
Versuchsende erhielten die Tiere jeden dritten Tag 60 mg Acetsalicylsaure. Die
postoperative Untersuchung der Tiere und Inspektion der Operationswunde
erfolgte taglich. Alle Versuchsgruppen erhielten von der Operation an bis zum

Versuchsende Normalfutter (Altromin, Lage) ad libitum.

2.4 Blutentnahmen

Im Rahmen der Narkose wurden den Tieren bei der Operation Uber die
Schleuse aus der Arteria femoralis und bei Versuchsende durch intrakardiale
Punktion jeweils 4 ml Blut entnommen. Aus diesen Blutproben wurden die
Serumcholesterinspiegel zum Zeitpunkt der Operation und des Abtdtens

bestimmt.

2.5 Applikation von 5-Brom-2"Desoxyuridin (BrdU) und
2'Desoxycytidin (d-cyt)
Achtzehn Stunden vor der Perfusionsfixierung und der Entnahme der Gefalle
wurden die Tiere erneut narkotisiert und analgesiert, wie unter Kapitel 2.3.2
beschrieben. Der Nacken wurde rasiert und ein Langsschnitt von ca. 3 cm
gesetzt. Durch stumpfes praparieren entlang der Innenseite der Nackenhaut,
durch die Fettschicht hindurch bis zur Halsfaszie wurden zwei Nackentaschen
freigelegt und in diese 100 mg BrdU/kg KG und 75 mg d-cyt’/kg KG verteilt.
Gleichzeitig erhielten die Tiere eine intramuskulare Injektion von
30 mg BrdU/kg KG und 25 mg d-cyt/kg KG in physiologischer Kochsalzlésung.
Zwolf Stunden vor der Gefallentnahme wurden den Tieren in einer erneuten
Injektion 30 mg BrdU/kg KG und 25 mg d-cyt’/kg KG in physiologischer

124

Kochsalzlésung verabreicht. Diese hier angewendete fraktionierte,
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intramuskulare und subkutane Applikation Uber 18 Stunden gewahrleistet einen
ausreichenden  Wirkspiegel Uber den gesamten Zeitraum bis zur
Perfusionsfixierung. Dadurch ist es mdglich, dass BrdU, eine thymidinanaloge
Substanz, wahrend der S-Phase des Zellzyklus in die DNA proliferierender
Zellen eingebaut und in einer unter Kapitel 2.6.6.1 beschriebenen Farbreaktion,
der Avidin-Biotin-Methode, fur die histologische Auswertung sichtbar gemacht
wird. Um eine ausreichende BrdU-Resorption nachzuweisen, wurden zusatzlich
als Kontrolle die Dunndarmmukosazellen der jeweiligen Versuchstiere

entnommen und die Proliferationsrate bestimmt.

2.6 Entnahme und histologische Aufarbeitung der
Gefal3praparate

2.6.1 GefalRentnahme und Perfusionsfixierung

Die Tiere wurden 2, 4 und 42 Tage nach dem operativen Eingriff unter Narkose
(8 ml des Narkosegemisches, vgl. Kapitel 2.3.2) durch intrakardiale Applikation
von 2 ml T 61 (H6chst Veterinar GmbH, UnterschleiBheim) abgetdtet. T 61 ist
ein Gemisch aus Embutramid, Mebezoniumjodid und Tetracainhydrochlorid im
Verhaltnis 40:10:1. Es wird in der Veterinarmedizin zur exzitationslosen
Toétung von Hunden, Katzen und anderen Tieren verwendet. Embutramid hat
dabei eine stark narkotisierende Wirkung auf das Atemzentrum.
Mebezoniumjodid lahmt die quergestreifte Muskulatur und fuhrt zu einem
schnellen Kreislaufkollaps.

Nach Abtdétung der Tiere wurde der Bauchraum durch eine Laparotomie
eroffnet und die Aorta abdominalis freiprapariert. Durch Punktion der Aorta mit
einer Venenverweilkanile in Richtung des Blutflusses und einer Ligatur cranial
der Kanule wurde der Zugang fur die Perfusionsfixierung geschaffen. Mit Hilfe
eines Infusionssystems konnte nun Uber den Katheter mit der
Perfusionsfixierung Uber 30 min. bei einem Perfusionsdruck von 70 mmHg
begonnen werden. Die dafur verwendete Losung bestand aus einer mit
0,1 molarem Cacodylat (Dimethylarsaure, MG = 214,13 g, pH 7,4) gepufferten

2%igen Paraformaldehydlésung. Nach Beendigung der Perfusionsfixierung
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wurde der infrarenale Anteil der Aorta mit Stent und nachfolgendem,
ungestentetem Abschnitt bis zur Aortenbifurkation entnommen. Zusatzlich
musste ein Stuck Dunndarm entnommen werden, welches als Kontrolle fur den
erfolgreichen Einbau von BrdU bei der immunhistologischen Farbung diente.
AnschlieBend erfolgte eine Immersionsfixation in einer mit 0,1 molarem
Cacodylat (Dimethylarsaure, MG = 214,13 g, pH 7,4) gepufferten 2%igen

Paraformaldehydlésung fir mindestens 24 Stunden.

2.6.2 Vorbereitung der Gefalle

Erst befreite man die in Formaldehyd fixierten Gefalte von noch vorhandenem
Bindegewebe. Mit einem Antriebsgerat aus der Dentaltechnik (Modell C1
Junior, Georg Schick Dental GmbH, Schemmerhofen) und einer rotierenden
Trennscheibe (Diamant Instrumente Horico, Modell H 355 C190, Hopf. Ringleb
& Co., Berlin) wurde folgend das Aortenstick mit Stent in der Mitte geteilt,

danach verlief die Weiterverarbeitung der beiden Teile unterschiedlich.

Es wurden zwei verschiedene Arbeitsmethoden angewandt: die Einbettung der
Gefalipraparate in Paraffin (Kapitel 2.6.3) und in Methamethylakrylat (Kapitel
2.6.4). Dabei dienten die Paraffinschnitte zur Durchfuhrung von histologischen
und immunhistochemischen Farbungen, wobei die Plastikeinbettungen zur
Morphometrie verwendet wurden. Trotz aulierst behutsamer Entfernung der
Stentstreben aus den Praparaten konnte bei der Paraffinmethode nicht immer
verhindert werden, dass Anteile der Neointima abrissen. Deshalb war die
Einbettungsmethode in Methamethylakrylat notwendig, um eine zuverlassige
Morphometrie dieser Schnitte moglich zu machen. Vorteil der Plastikeinbettung
war dabei, dass sie mit belassener Stentstrebe und damit ohne Risiko der
Zerstorung der intimalen Hyperplasie durchgefuhrt werden konnte. Aufgrund
der groReren Dicke (70-80 um) und der Eigenschaften des
Einbettungsmediums waren jedoch bei dieser Methode keine genauen

histopathologischen und immunhistochemischen Betrachtungen maoglich.
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2.6.3 Einbettung in Paraffin und Schneiden

Die in Formaldehyd fixierten Gefalle wurden von noch vorhandenem
Bindegewebe befreit. Von dem proximalen Teilstuick wurden von der
ursprunglichen Mitte ausgehend, an der Kreuzungsstelle der Stentstreben, mit
der rotierenden Trennscheibe zwei ca. 0,1 cm lange Sticke abgeschnitten.
Unter einer Lupe wurden die Stentstreben vorsichtig aus der Aorta entfernt. Die
sich an das distale Teilstuck anschlieRende native Aorta wurde mit einem feinen
Skalpell 0,5 cm unterhalb des Stents in zwei ca. 0,2cm lange Stlcke
geschnitten. Die Segmente und die Dunndarmsticke wurden dann in
Biopsiekassetten eingeschlossen und in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70-
99 %) entwassert. Anschliellend dreimal (1 h, 15 h und dann fur mindestens
24 h) in Methylbenzoat® (Fa. Merck, Darmstadt) und zweimal fir 10 min in
Rotihistol® (Fa. Roth, Karlsruhe) belassen und danach in Paraffin (Paraplast®,
Fa. Sherwood, St. Louis, USA) eingebettet. Mittels eines Mikrotoms (Modell
Jung RM 2045, Leica, Wetzlar) wurden aus den eingebetteten Gefallen
Semidunnschnitte mit einer Dicke von 4 ym angefertigt, diese Querschnitte auf
Objekttrager (76 x 26 mm, Menzel, Darmstadt) aufgebracht und in
Glyceringelatine (Merck, Darmstadt) eingebettet. Fir alle histologischen und
immunhistochemischen Farbungen, bis auf die HE- und EvG-Querschnitte der

Stentsegmente fur die Morphometrie, wurden Paraffinschnitte verwendet.

2.6.4 Einbettung in Methamethylakrylat und Herstellung von
Querschnitten aus Stentsegmenten fur die Morphometrie

Die folgende Vorgehensweise beschreibt das Verfahren der Trenn-Dunnschliff-
Technik."®® Uber eine aufsteigende Alkoholreihe (70 %, 96 %, 100 %, jeweils
1 Tag) wurde das distale Aortensegment mit Stent und sich anschlieRender
nativer Aorta entwassert. Bei dieser Methode wurden die Stentstreben nicht
entfernt. AnschlieRend erfolgte die Infiltration mit einem lichthartenden
Einkomponentenkunststoff, bestehend aus einem Gemisch mit Alkohol 100 %
und Methamethylakrylat (MMA, Technovit 7200, Kulzer, Friedrichsdorf).
Wahrend der ersten Stufe im Verhaltnis Alkohol : Methamethylakrylat 70 : 30,

bei der zweiten Stufe im Verhaltnis 50 : 50 und in der dritten Stufe im Verhaltnis
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30 : 70. Danach folgten zwei Stufen mit reinem Methamethylakrylat. Jede Stufe
dauerte 48 Stunden. Die Polymerisation und Aushartung wurde in
Einbettmulden durchgefuhrt, welche mit Methamethylakrylat aufgefullt wurden.
Die Polymerisation wurde im Exakt-Kulzer Lichtpolymerisationsgerat (Kulzer,
Friedrichsdorf) bei einer Wellenlange von 400 — 500 nm fur 4 Stunden
durchgefuhrt. Ein  Objekttrager wurde mit einem schnellhartenden,
kaltpolymerisierenden Dreikomponentenkunststoff (Technovit 4000, Kulzer,
Friedrichsdorf) auf den geharteten Kunststoff geklebt, nachfolgend vom
Kunststoffblock eine ca. 200 um dicke Scheibe abgetrennt. Dies erfolgte mittels
einem Diamanten besetzten Trennband im Exakt-Trennschliffsystem (Exakt
Apparatebau, Norderstedt) mit Vorschubkraften zwischen 50 und 100 Pond. In
einem  mikroparallel arbeitenden Schleifsystem (Exakt Apparatebau,
Norderstedt) wurden die Kunststoffblocke auf eine Dicke von ca. 100 um
geschliffen und die Querschnitte auf Objekttrager (76 x 26 mm, Menzel,
Darmstadt) aufgebracht. Die Kérnung des verwendeten Sandpapiers variierte
von 1200 bis 2000. Abschlieend wurden die Praparate Hamalaun-Eosin und
Elastica-van-Gieson gefarbt und in Gelatine (Aquatex Merck 8562, Merck,

Darmstadt) eingebettet.

2.6.5 Histologische Farbungen

2.6.5.1 Grundlagen

Im folgenden werden die histologischen Farbungen Hamalaun-Eosin (HE) und
Elastica-van-Gieson (EvG) beschrieben. Fur die HE- und EvG- Farbungen
wurden die Praparate zunachst durch Xylol und eine absteigende Alkoholreihe
(100-70 %) entparaffiniert.

2.6.5.2 HE-Farbung

Zur Beurteilung der morphologischen Strukturen wurde eine Standard-Farbung
mit Hamalaun und Eosin durchgefiuhrt, bei der die Zellkerne blau, das
Zytoplasma und die Interzellularsubstanz rosa angefarbt werden. Die

entparaffinierten Schnitte verblieben 5 min zur Kernfarbung in Mayers
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Hamalaunlosung (Fa. Merck, Darmstadt). Anschlieend wurden sie 10 min
unter flieRendem Leitungswasser gespult und 5 min in Eosin (Fa. Sigma,
Deisenhofen) gegengefarbt. Zum Schluss wurden sie in einer aufsteigenden
Alkoholreihe entwassert, einige Minuten in Xylol belassen und in Eukitt

(Fa. Langenbrinck, Emmendingen) eingebettet.

2.6.5.3 EvG-Farbung

Bei dieser Farbung, die zur histologisch-pathologischen Beurteilung verwendet
wurde, stellen sich die Zellkerne dunkelblau bis schwarz, elastische Fasern
dunkelviolett bis schwarz, Bindegewebe leuchtend rot und Muskulatur gelb dar.
Die entparaffinierten Gefallschnitte wurden 30 min mit Resorcinfuchsin
(Chroma Gesellschaft, Kdéngen), anschlielend nach Spilen mit 80%igem
Alkohol und H;O 6 min mit Eisenhamatoxylin nach Weigert (Chroma
Gesellschaft, Kongen) gefarbt. Die Praparate wurden nach Differenzierung in
HCI-Alkohol 10 min unter flieRendem Leitungswasser geblaut und nach
erneutem Spillen mit Wasser etwa 2 min in van-Gieson-Losung (Chroma
Gesellschaft, Kongen) belassen; in einer aufsteigenden Alkoholreihe wurden sie
entwassert. Die gefarbten Schnitte wurden kurz in Xylol getaucht und in Vitro

Clud (Fa. Langenbrinck, Emmendingen) eingebettet.

2.6.6 Immunhistochemische Farbungen

2.6.6.1 Grundlagen

Fir die Darstellung des Endothels, Makrophagen, sowie proliferierender Zellen
wurde mittels spezifischer Antikdrper das entsprechende Merkmal angefarbt.

Der Nachweis der verschiedenen Antikorper erfolgte mit der Avidin-Biotin-
Methode.?®"?® Diese Methode erméglicht es, gesuchte Antigene durch Bindung
spezifischer Erst- und Zweitantikérper anzufarben und dadurch der Auswertung
unter dem Lichtmikroskop zuganglich zu machen. Das prinzipielle Vorgehen
besteht darin, die entparaffinierten GefalRschnitte nach Blockierung der
endogenen Peroxidase und Auftragen von Normalserum mit dem spezifischen

Erstantikdrper zu inkubieren und anschlielend einen Biotin-konjugierten
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Zweitantikorper zu zugegeben. Durch Zugabe des Avidin-Biotin-Komplexes
erfolgt die Bindung der freien Stellen des Avidinkomplexes an die
Biotinmolekile des Sekundarkomplexes. Dies ist aufgrund der auf3ergewdhnlich
hohen Affinitdt des Avidin zum Vitamin Biotin moglich. Nach Auftragen des
Peroxidase-konjugierten Avidin-Biotin-Komplexes wurde anschlieBend der
AEC-Komplex (3-Amino-9-Ethyl-Carbachol) zugegeben. Dieser dient als
Substrat flr die mit dem Avidin-Biotin-Komplex konjugierte Peroxidase. Durch
die Reaktion der Peroxidase mit dem AEC-Komplex entsteht ein rosarotes
Farbprodukt und H,O.

Die Gefal3praparate wurden zuerst schrittweise in Xylol und einer absteigenden
Alkoholreihe (100-70 %) entparaffiniert und kurz in Aqua bidest. gespult.
Anschlie®end wurden sie in Citratpuffer 15 min in der Mikrowelle bei 750 Watt
erhitzt und danach im Eisbad gekuhlt. Zur Blockierung der endogenen
Peroxidase wurden die Schnitte 30 min in einem mit 30%igem Hydrogenperoxid
versetzten PBS-Puffer® belassen. Nach jedem dieser Schritte wurden die
Gefallpraparate 10 min mit PBS-Puffer pH 7,4 gesplilt.

Vor dem Auftragen des ErstantikOrpers wurden die Praparate in der Regel mit
Normal Horse Serum (Vectastain ABC-Kit, Mouse IgG, PK-4002, Camon
Laborservice GmbH, Wiesbaden) 10 min bei 37 °C im Brutschrank inkubiert, um
unspezifische Bindungen im Gewebe zu blockieren. Nach der Inkubation mit
dem jeweils spezifischen Erstantikbérper wurde ein mit Biotin konjugierter
Sekundarantikdrper zugegeben, der sich an den Primarantikorper anlagert.
AnschlieRend wurde der ABC- (Vectastain ABC-Kit, Peroxidase Goat IgG, Pk-
4005; Linaris Biologische Produkte GmbH, Wertheim) und der AEC-Komplex
(Vector Peroxidase Substrat Kit AEC, SK 4200; Camon Laborservice GmbH,
Wiesbaden) aufgetragen. Zwischen den einzelnen Schritten wurden die
Schnitte mit PBS-Puffer pH 7,4 gespult, dem zur Herabsetzung der
Oberflachenspannung das Detergens Tween 20 (Fa. Merck, Schuchardt)

@150 ml PBS Puffer + 2 ml H,O, (30 %)
1 Liter PBS-Puffer = 8 g NaCl + 0,2 g KCI + 1,44 g NaH,PO, + 0,24 g KH,PO, in 1 1 Aqua
bidest.
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hinzugesetzt wurde. Nach regelmafiger Kontrolle der Farbintensitat unter dem
Mikroskop wurde die Farbung durch zweimaliges Spulen mit PBS-Puffer
abgebrochen. Die Gegenfarbung wurde durch kurzes Eintauchen in Mayers
Hamalaun durchgefiihrt. Die Gefallschnitte wurden in Gelatine (Aquatex,
Merck 8562) eingebettet.

Das hier beschriebene Verfahren wurde mit geringfugigen Abweichungen bei
allen immunhistochemischen Farbungen angewendet. Die Besonderheiten bei
einzelnen Farbungen werden im Folgenden erlautert. Die genauen Angaben zu

den Primar- und Sekundarantikdrpern sind Tabelle 1 zu entnehmen.

2.6.6.2 Endothel-Farbung

Bei dieser Farbung wird der vom Endothel gebildete von-Willebrand-Faktor
(VWF) rotbraun markiert. Fir den immunhistochemischen Nachweis des vWF
wurden die Schnitte 30-60 min bei 60 °C im Brutschrank thermisch
entparaffiniert. Abweichend vom oben beschriebenen Verfahren wurden die
Gefallschnitte nach dem Entparaffinieren in der Mikrowelle statt in Citaratpuffer
in  “Enhancer®-Losung (Histosafe-Enhancer, Linaris, Wertheim-Bettingen)
erhitzt. Durch die Formalin-Fixierung kdonnen zu markierende Epitope durch
Quervernetzungen maskiert sein. Die “Enhancer‘-Losung bricht diese
Quervernetzungen auf und macht die Epitope der Antikdrperbindung wieder

zuganglich. Der ZweitantikOrper war biotinyliert.

2.6.6.3 RAM 11-Farbung

Zur Darstellung der Makrophagen und Schaumzellen wurde ein Antikoérper
eingesetzt, der spezifisch gegen das Zytoplasma von Kaninchen-Makrophagen
gerichtet ist.”*® Der Primarantikdrper reagiert mit einem zytoplasmatischen
Antigen in den Makrophagen. Auch bei dieser Farbung wurden die
Gefallschnitte nach dem entparaffinieren bzw. vor dem blockieren der
endogenen Peroxidase 15 min in Citratpuffer in der Mikrowelle gekocht. Als
Sekundarantikdrper wurde ein biotinylierter monoklonaler Maus-Antikorper

verwendet.
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2.6.6.4 BrdU-Farbung

Mit der Brdu-Methode ist es mdglich, proliferierende Zellen durch den
immunologischen Nachweis von BrdU darzustellen.'®® Zellen, die sich in der S-
Phase des Zellteilungszyklus befinden, exprimieren es, Zellen in der GO-, G1-,
M- und G2-Phase nicht. Als Primarantikdrper diente hier anti-BrdUrd-DNA (Bio
Cell Consulting, Laufen, Schweiz), ein monoklonaler Antikorper, der gegen das
unter Kapitel 2.5 beschriebene, in die DNA proliferierender Zellen eingebaute
BrdU gerichtet ist.'*" Zur Durchfiihrung dieser Farbung war eine Andauung des
Gewebes notig, um die Vernetzung des Formaldehyds mit den entsprechenden
Antigenstellen zu I6sen. Dazu wurden die Schnitte flr genau 7,5 min. mit 0,1%
Protease bei 37 °C und danach mit 1 N HCI flr 30 min. bei Raumtemperatur
inkubiert.

Tabelle 1: Fur die immunhistochemischen Farbungen verwendete Primar- und

Sekundarantikorper

Farbung Primarantikdrper Sekundarantikdrper
von- Monoclonal Mouse Anti-Human Vectastain ABC-Kit, Peroxidase
Willebrand- von Willebrand Factor, Mouse IgG, Pk-4002, Verdinnung
Faktor Verdinnung 1:50 1:200
(Dako A/S, Glostrup, Danemark) (Linaris Biologische Produkte GmbH,
Wertheim)
Ram 11 Monoclonal Mouse Anti-Rabbit Anti Mouse Total Ig Biotinylated
Macrophage, Antibody, Verdinnung 1:100
Verdinnung 1:50 (DIANOVA, Unitect Mouse
(Dako Corp., Carpinteria, USA) Immunohistochemistry System,
Hamburg)
BrdU Monoclonal Mouse Anti-BrdUrd-  Vectastain ABC-Kit, Peroxidase
DNA, Mouse IgG, Pk-4002, Verdinnung
Verdinnung 1:500 1:200
(Bio Cell Consulting, Laufen, (Linaris Biologische Produkte GmbH,
Schweiz) Wertheim)
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2.7 Auswertung

2.7.1 Analyse des Gesamtcholesterins

Im EDTA-Plasma wurde das Gesamtcholesterin nach der CHOD-PAP-
(Cholesterinoxidase-para-Aminoantipyrin-) Methode (Ecoline® 25, Boehringer,
Mannheim) zum Zeitpunkt der Operation nach 4 Wochen Cholesterindiat und

zum Zeitpunkt des Abtdtens bestimmit.

2.7.2 Fur die Auswertung der GefalR3praparate verwendete Geréte

FUr die morphometrische Auswertung wurde ein Mikroskop (Laborlux S., Fa.
Leica, Bensheim), eine “Maus® mit einer Induktionsspule, ein
Digitalisierungstableau (SummaSketch I1I, Summagraphics, Munchen) und die
Software “BIOQUANT INTRO: BQANALYSIS BQ-IAD Analysis Software® und
‘BQANALYSIS BQ-IAD Measurement Software® (Bilany Consultants GmbH,
Dusseldorf) verwendet. Die verschiedenen Parameter wurden unter einem
1,25fach Objektiv (Plan 1,25/0,04; Zeiss, Oberkochen; Okular 10fach, Tubus
1,25fach) bzw. unter einem 10fach Objektiv (EF 10/0,25; Leica, Bensheim;
Okular 10fach, Tubus 1,25fach) gemessen. Durch die morphometrische
Messanordnung bedingt ergaben sich fur das 1,25fach Objektiv eine 24fache
und far das 10fach Objektiv eine 188fache VergroRerung. Bei jeder Farbung
wurde die jeweils vorhandene Plaquegrdlie zu Grunde gelegt. Alle Messungen

wurden dreimal durchgefuhrt und daraus das arithmetische Mittel gebildet.

Fir digitale Fotografien wurden ein Mikroskop (Olympus BH 2, Olympus Optical
Co. (Europe) GmbH, Hamburg) und eine 3CCD-Farbkamera (FUJIX Digital
Camera HC-300 Z, Fuijifilm, Tokio, Japan) mit 1,280 x 1,000 Pixel Aufldsung
verwendet. Die Fotos wurden mit der Software AVT Horn 200 — FUJI-HC-300,
Version 0.9 B ( Fujifilm, Tokio, Japan) im JPEG-Format gespeichert und mit
dem Programm Corel PHOTO-PAINT ™ Version 7.373, Uberarbeitet.
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2.7.3 Morphometrische Auswertung

Die morphometrische Bestimmung der Intimaflache (in mm?) erfolgte an EvG-
gefarbten Schnitten der verschiedenen Gefallsegmente, indem die Flache, die
lumenwarts von der Lamina elastica interna umschlossen wird, und die Flache
des Lumens ausgemessen und voneinander subtrahiert wurden. Fur die
PlaquegroRe wurde der Mittelwert der GefalRsegmente eines Tieres verwendet;
fur die weiteren Farbungen und Auswertungen wurde von den ausgemessenen
Gefallsegmenten jeweils das Segment mit der groten Plaqueflache
herangezogen. Durch Subtraktion der Flachen innerhalb der Lamina elastica
interna und Lamina elastica externa wurde die Mediaflache errechnet. An
Langsschnitten wurde die Dicke von Intima und Media der Langzeittiere an der
Strebe, im Ubergangsbereiche Stent — native Aorta und in der nativen Aorta
bestimmt und anschlieRend das Verhaltnis beider Messwerte gebildet. Die

Anordnung der Schnitte ist in Abbildung 3 dargestellt:

Stentbereich native Aorta
A A
- — r —~
O O O O CT\
Langsschnitt
Gefiallumen I I
@) @) @) Q O_/

Querschnitte

Abbildung 3: Anordnung der angefertigten Langs- und Querschnitte

2.7.4 Beurteilung des Endothels

Das Endothel wurde nur bei den Langzeittieren (42 Tage) beurteilt. Zur
Darstellung des Endothels wurde zusatzlich eine immunhistochemische
Farbung vorgenommen (siehe Kapitel 2.6.6.2). Durch spezifische Markierung
des vom Endothel gebildeten von-Willebrand-Faktors (Faktor VIII der
Blutgerinnungskaskade) wurde diese sonst schlecht sichtbare dunne

Gewebeschicht besonders hervorgehoben. Bei dieser Auswertung wurden die
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Aorten- und Stentpraparate semiquantitativ mit 0 (Merkmal nicht vorhanden)

und 1 (Merkmal vorhanden) bewertet.

2.7.5 Bestimmung des Anteils an Makrophagen

Um eine optimale Darstellung der Makrophagen zu erhalten, wurde ferner die
immunhistochemische RAM-Farbung eingesetzt (siehe Kapitel 2.6.6.3). Dies
ermdglichte eine bessere Beurteilung dieser vor allem in der Neointima und
Media gelegenen Entziindungszellen. An den positiv angefarbten Segmenten
wurde morphometrisch (siehe Kapitel. 2.7.3) mit dem 1,25fach Objektiv die
Gesamtplaqueflache bestimmt. Die Flachen (in mm?), die Makrophagen in der
Plaque einnahmen, wurden mit dem 10fach Objektiv ausgemessen und ins
Verhaltnis zur Gesamtplaqueflache gesetzt; daraus ergab sich der jeweils

prozentuale Anteil an der Plaque.

2.7.6 Bestimmung der Zelldichte und Proliferationsindex

Zur Bestimmung der Zelldichte wurden die BrdU-gefarbten Praparate mit dem
40fach Objektiv (Planapo 40/1,0; Olympus Optical Co. (Europe) GmbH,
Hamburg) und Immersionsdl an vier diametral gelegenen Stellen digital
fotografiert. Die Uberarbeiteten und im JPEG-Format gespeicherten Bilder
wurden mit einem Farbdrucker (HP Color Laser Jet 4500, Hewlett Packard,
USA) ausgedruckt (94fache VergroRerung). In der Plaque der vier Fotos
wurden alle Zellkerne ausgezahit. Die Plaqueflache (in mm?) wurde auf den vier
Fotos morphometrisch gemessen und die Werte der vier Fotos addiert. Aus
diesen Daten ergab sich die Gesamtzellzahl und die Zelldichte, als Verhaltnis
der Gesamtzellzahl zur Flache. Aus den Ergebnissen wurde der Mittelwert
berechnet.

Als positiv wurden Zellen gewertet, deren Zellkerne eindeutig rot angefarbt
waren. Die Zahl der positiv gefarbten Zellkerne wurde ins Verhaltnis zu der

Gesamtzellzahl gesetzt. So ergab sich der Proliferationsindex.
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2.7.7 Histologisch-pathologische Beurteilung der Aorten- und
Stentsegmente

Die HE- und EvG-gefarbten Schnitte der Aorten- und Stentsegmente wurden
histologisch-pathologisch bewertet. Die Auswertung wurde kontinuierlich an
aufeinanderfolgenden Tagen unter Blindbedingungen, also ohne Angaben der
Gruppen oder Klinischer Informationen, in Zusammenarbeit mit einem
erfahrenen Gefalpathologen, durchgefihrt. Die Anzahl der Querschnitte betrug
3 — 5 pro Objekttrager, es wurden jeweils alle Querschnitte pro Objekttrager
beurteilt. Von den Aortensegmenten wurden die Kriterien intimale Hyperplasie,
inflammatory response nach Hofma et al.*'(siehe Tabelle 3) bestimmt und sie
wurden in die Atherosklerosestadien nach Stary et al.”*""**(siche Tabelle 4)
eingeteilt. Die Stentsegmente wurden nach den Kriterien inflammatory response
nach Hofma et al.*'(siehe Tabelle 3), Schaumzellen, Fibrose, Fibrininsudation,
fibrino-leukozytares Exsudat, Destruktion elastischer Lamellen, Atrophie glatter
Muskelzellen, Kalzifikationen, mononukledre Infiltrate, Odem und dem
modifizierten Vessel Injury Score nach Schwartz et al.”'(siehe Tabelle 2)
beurteilt.

2.7.7.1 Vessel Injury Score

Der Grad der GefalRwandverletzung durch den Stent wurde mit Hilfe des Vessel
Injury Score nach Schwartz et al.”' in einer abgeénderten Form erfasst. Dieser
Score wurde 1992 erstmals beschrieben und hat sich in zahlreichen Studien als
sinnvoller Parameter zur Erfassung der GefaRwandverletzung durch eine
Stentimplantation bewiesen und etabliert. Der Vessel Injury Score wurde
dahingehend verandert, dass jede Strebe betrachtet und dann ein Wert fur das
gesamte Praparat vergeben wurde und nicht ein Wert pro Strebe, um danach

den Mittelwert flir das gesamte Praparat zu bilden.
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Tabelle 2: Modifizierter Vessel Injury Score nach Schwartz et al.”":

0 — | Lamina elastica interna intakt, Endothel denudiert, Media
komprimiert, aber nicht zerrissen

1 = |Lamina elastica interna zerrissen, Media komprimiert, aber nicht
zerrissen
2 — | Lamina elastica interna zerrissen, Media sichtbar zerrissen,

Lamina elastica externa intakt, aber komprimiert

Lamina elastica externa zerrissen, grol3e Einrisse in der Media,
3 = |die sich in die Lamina elastica externa fortsetzen, teilweise
Einkerbungen der Streben in der Adventitia

2.7.7.2 Inflammation Score

Um das Ausmal} und die Dichte der entzundlichen Infiltrate moglichst einheitlich
zu erfassen und die Werte auch vergleichen zu kdnnen, erfolgte die Einteilung
in einen Inflammation Score. Dieser wurde von Hofma et al.*' aufgestellt.
Sowohl Hofma et al.*' als auch Kornowski et al.”® stellten 1998 einen
Inflammation Score auf, der die entzindlichen Veranderung im Gefaly moglichst
gut charakterisieren sollte. Hofma et al. gingen dabei von der Annahme aus,
dass die Entzundungszellen von der Adventitia Uber die Media in die Neointima
einwandern und dort eine inflammatorische Antwort in der Gefallwand mit
auslosen, verstarken und unterhalten. Deshalb war bei ihnen der Score umso
hdher, je mehr Entzindungszellen in den inneren Schichten der GefalRwand
vorhanden waren. Kornowski et al. hingegen beurteilten die Art und das
Ausmal der Entzindungsantwort nach Stentimplantation direkt an der Strebe,
dort wo die Verletzung durch den Stent am grofdten ist. In dieser Studie wurde
ein direkter streng proportionaler Zusammenhang zwischen dem Grad der
Verletzung (reprasentiert durch Vessel Injury Score nach Schwartz et al.”*®) und
dem Ausmal} der entzindlichen Antwort festgestellt. Aufgrund der Tatsache,
dass in unserer Studie Aortenstiucke ohne Stent und Gefal3sticke mit Stent
beurteilt wurden, entschieden wir uns fur den Inflammation Score nach Hofma

et al., welcher in Tabelle 3 dargestellt ist.
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Tabelle 3: Inflammatory response nach Hofma et al.*’

0 | = |keine Entzindungsreaktion

1 = | EntzUndung infiltriert die Adventitia

2 = | diffuse, klar sichtbare Entziindung infiltriert die Adventitia

3 | = | schwere, oft granulomatése Entziindungsreaktion in der
Adventitia, teilweise bis in die Intima ausgedehnt

2.7.7.3 Aortensegmente

Bei den Aortensegmenten wurden nur die Parameter Endothel und
Makrophagen berlcksichtigt. Zusatzlich erfolgte noch eine Einteilung der
atherosklerotischen Veranderungen in die Stadien nach Stary et al.”' Diese
Klassifikation wird fur humane atherosklerotische Lasionen angewandt und
dient deren praktischen Einordnung in verschiedene Schweregrade. Dazu
werden morphologische Kriterien wie die histologische Zusammensetzung und
Struktur der Plaque herangezogen, um sowohl eine Aussage uUber das Ausmalf
als auch Uber die Stabilitat der vorhandenen L&sion zu machen. Folgende

Stadien lassen sich dabei unterscheiden (Tabelle 4):
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Tabelle 4: Schematische Darstellung der Abfolge von Typ I- bis Typ VI-
Lasionen nach Stary et al. 1995™"

Typeneinteilung Histologisches Bild Wachstum | Auftreten | Klinik
Typ | (Initiallasion)
Lipoproteinansammlung in der
Intima Adaptive Verdickung
(glatte Muskelzellen) )
“Media ab dem

1. Lebens-
Typ Il (fatty streak) Jahrzent
Lipoproteinansammlung in
der Intima; Lipide in Makro- ‘g’iﬁ;ﬁjﬁgaeﬁx klinisch
phagen und glatten Muskel- stumm
zellen (intrazellulare Lipid- Wachstum
ansammlung) hauptséich-

lich durch
Typ Il (Intermediérlasion) Ansamm-
) lung von
zusétzlich: vereinzelte kleine  kleine Bereiche Lipiden
Ablagerungen extrazelluldrer %c ! / extrazelluldrer
Llplde o) Lipide /
\ — ab dem

3. Lebens-
Typ IV (Atherom) jahrzehnt
zusatzlich: Zusammenflul
der vereinzelten Lipid-
ablagerungen zu einem
Lipidkern
Typ V (Fibroatherom)

. , beschleu- Klinisch

zusitzlich: Entwicklung nigte
deutlicher Kollagenschichten Muskel- stumm
und Vermehrung der glatten und oder
Muskelzellschichten {iber dem Kollagen- auffallig
Lipidkern bildung

ab dem

4. Lebens-
Typ VI (Atherothrombose) jahrzehnt
zusétzlich: Ablagerungen von Athero-
thrombotischem Material thrombose
und/oder Himatom und/oder und
Erosion oder Fissur Hamatom
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2.7.7.4 Gruppenvergleich

Um spater die Werte verschiedener Gruppen miteinander vergleichen zu
konnen, wurde fur jedes Merkmal ein Mittelwert berechnet. Dieser ergab sich
aus der Teilung der Summe der vorhandenen Grade (0- +++) durch die Anzahl
der in dieser Gruppe bertcksichtigten Tiere (n). Der Grad der Auspragung des
jeweiligen Merkmals wurde bei der semiquantitativen Auswertung nach

folgendem Schema beurteilt:

Tabelle 5: Schema zur histopathologischen Auswertung

0 = | Merkmal nicht vorhanden

+ | = |Merkmal gering ausgepragt (< 25 %)

++ | = |Merkmal maRig stark ausgepragt (25-50 %)
+++ | = | Merkmal stark ausgepragt (> 50 %).

2.7.8 Messwertdefinitionen

Folgende quantitativen Messwerte wurden erhoben und statistisch verglichen:

e Intimaflache (in um?):
Die Intimaflache berechnet sich wie folgt:

Intimaflache = Flache unter der Lamina elastica interna — Lumenflache

e Verhaltnis Plaque-/ Mediadicke an Langsschnitten:
Das Verhaltnis errechnete sich wie folgt:

Ratio = Dicke der Plaque/ Dicke der Media
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e Mediaflache (in mm?):
Um die Mediaflache zu berechnen, wurde wie folgt vorgegangen:

Mediaflache = Flache unter der Lamina elastica externa - Flache unter

der Lamina elastica interna

e Stenosegrad (in %):

Mit Hilfe folgender Formel wurde das prozentuale Ausmal der
Stenosierung durch die Intima berechnet:

Stenosegrad = Intimaflache x 100/ (Intimaflache + Lumenflache)

e Zelldichte (n/ mm?):

Die Zelldichte errechnet sich folgendermalen:

Zelldichte = Gesamtzellzahl der Intima/ Intimaflache

¢ Proliferationsindex:
Der Proliferationsindex wurde wie folgt berechnet:
Proliferationsindex = BrdU positive Zellen der Intima/

Gesamtzellzahl der Intima

Serumcholesterin (in mg/ dl)

2.8 Statistische Auswertung

Alle Daten wurden in Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Fir die
statistischen Analysen wurde das Programm JMP (Version 4.0, SAS,
Heidelberg, Cary, NC, USA) benutzt. Wenn Normalverteilung (Shapiro-Wilk-
Test p-Wert >0,1) und Homogenitat der Varianzen (Bartlett-Test) als
Voraussetzung gegeben waren, wurde eine Varianzanalyse (ANOVA)
durchgefuhrt. Ein p-Wert < 0,05 betrachtete man als statistisch signifikant. Um
Einzelgruppenunterschiede aufzudecken, wurde als nachgeschobener Test der

Tukey-Kramer-Test gewahilt.
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Konnte bei den benutzten Werten nicht von Normalverteilung und
Varianzhomogenitat ausgegangen werden, so benutzte man den Kruskal-
Wallis-Test bzw. den Wilcoxon-Test, um auf Signifikanz zu prifen. Um
Korrelationen zwischen den einzelnen Gruppen zu berechnen, wurde der
Pearson-Korrelationskoeffizient oder der Spearman-Korrelationskoeffizient

bestimmt und als o (Rho) angegeben.
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3 Ergebnisse

Die Vorbehandlungsphase aller Gruppen bestand aus einer 0,5%igen
Cholesterindiat uber 4 Wochen vor der Operation; anschlieRend wurden die
Tiere bis zum Versuchsende cholesterinfrei ernahrt.

Die PTA und Implantation des Stents verlief bei allen Versuchstieren (n = 44)
problemlos. 2 Tage, 4 Tage bzw. 6 Wochen nach der Intervention wurden die
Tiere planmalig abgetdtet. Das Versuchsende erreichten alle 44 Tiere. Bei
einem Tier der Gruppe 2TageC1 (C1 = Beschichtung mit
C1-Esterase-Inhibitor), war die Aorta perforiert und der Stent in der Bauchhdhle
freigesetzt. Ein Kaninchen aus der Gruppe 6 Wochen Ko hatte zum Zeitpunkt
der Intervention, im Vergleich zu allen anderen Kaninchen, einen sehr niedrigen
Cholesterinspiegel, so dall von einer ungenigenden Cholesterinaufnahme
ausgegangen werden kann. Von diesen beiden Kaninchen wurden keine

Parameter berucksichtigt, insgesamt gingen 42 Tiere in die Auswertung ein.

3.1 Gesamtcholesterin im Plasma

Eine vierwdchige praoperative Cholesterinfltterung lag dem Restenosemodell
zugrunde. Blut zur Bestimmung der Konzentration des Plasma-
Gesamtcholesterins der vorbehandelten Tiere wurde zum Zeitpunkt der
Intervention und zum Versuchsende entnommen.

Zum  Zeitpunkt der Operation lag die Plasmakonzentration des
Gesamtcholesterins bei durchschnittlich 1017 + 446 mg/dl, es war kein
signifikanter Unterschied feststellbar (Tabelle 6 und Abbildung 4). Nach
Absetzen des cholesterinhaltigen Futters sanken die Gesamtcholesterinspiegel
ab und lagen nach 2 Tagen bei 976 + 365 mg/dl, nach 4 Tagen bei 748 +
218 mg/dl und nach 6 Wochen bei 140 + 83 mg/dl (Tabelle 7 und Abbildung 5).
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Tabelle 6: Werte der Gesamtcholesterinkonzentration im Plasma bei den
Versuchsgruppen zum Zeitpunkt der Stentimplantation

Cholesterin bei OP (mg/dl)
Zeitpunkt 2 Tage 4 Tage 6 Wochen
Mittelwert 1046,9 961 1053,3
Standabw. 260,1 365 621,3
Min. 568,0 292 292,0
Max. 1412,0 1480 2308,0
Median 1023,0 1016 944,0
2500 -
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Abbildung 4: Gesamtcholesterinkonzentration im Plasma bei den
Versuchsgruppen zum Zeitpunkt der Stentimplantation
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Tabelle 7: Werte der Gesamtcholesterinkonzentration im Plasma bei den

Versuchsgruppen zum Zeitpunkt des Versuchsendes

Cholesterin bei Versuchsende (mg/dl)
Zeitpunkt 2 Tage 4 Tage 6 Wochen
Mittelwert 975,5 748,3 140,0
Standabw. 364,9 218,3 83,2
Min. 258,0 306,0 53,0
Max. 1551,0 1020,0 301,0
Median 996,0 792,0 104,0
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Abbildung 5: Gesamtcholesterinkonzentration im Plasma bei den
Versuchsgruppen zum Zeitpunkt des Versuchsendes
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3.2 Morphometrische und immunhistochemische
Parameter
Unmittelbar nach Versuchsende wurde die Aorta abdominalis enthommen und
histologisch  aufgearbeitet. Von Interesse war das Ausmall der
Entzindungsreaktion unter verschiedenen Gesichtspunkten (im Stentsegment -
Kontrollgruppen und C1-Gruppen, im Aortensegment und nach Zeit). Um diese
Veranderungen miteinander vergleichen zu koénnen, wurden folgende
Parameter bestimmt: Intimaflache, Proliferationsindex, Zelldichte, Stenosegrad.
Desweiteren wurde die Mediaflache, das Verhaltnis Plaque-/ Mediadicke, der
Anteil der Makrophagen und des Endothels bestimmt. Zusatzlich wurde eine

histopathologische Auswertung durchgefihrt.

3.2.1 Intimaflache

Da unter dem 10fach Objektiv bei den 2- und 4-Tagestieren die Intima teilweise
nicht ausgemessen werden konnte, wurde sie unter dem 40fach Objektiv mit
Immersionsol abfotografiert und anschlie3end ausgemessen.

Die Intimaflache unterschied sich zwischen: Aorta - Stent, 2 Tage — 4 Tage — 6
Wochen und Ko - C1. Die intimale Gewebsneubildung war in allen
Versuchsgruppen nach 6 Wochen signifikant starker ausgepragt als nach 2 und
4 Tagen.

In den 2-Tagesgruppen war die Plaquegroe der Ao-Tiere (6,5 + 5,1 um?)
signifikant (p < 0,05) geringer im Vergleich zu den Ko-Tieren (34,3 + 17,1 um?).
Innerhalb der 4-Tagesgruppen waren keine Signifikanzen zu erkennen.

Zu einer deutlichen intimalen Hyperplasie ist es bei den 6-Wochentieren
gekommen. Dabei fiel diese mit 1512,3 + 598,8 um? bei der Ko-Gruppe
signifikant (p < 0,05) grélRer aus als bei der Ao-Gruppe mit 1035,5 + 324,7 um?.
Diese Unterschiede verdeutlichen Tabelle 8 und Abbildung 6.
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Tabelle 8: Messwerte der Intima-/Plaqueflache

Plaqueflache (um?)
Zeitpunkt 2 Tage 4 Tage 6 Wochen
Gruppe Aorta Kontrolle C1 Aorta Kontrolle C1 Aorta Kontrolle C1
Mittelwert 6,5 34,3 21,8 64,1 57,0 49,6 1035,5 1512,3] 1357,9
Standabw. 5,1 17,1 21,3 65,6 53,4 43,3 324,7 598,8 405,4
Min. 0,0 16,0 0,0 10,0 8,0 10,0 438,0 992,0 773,0
Max. 11,0 59,0 48,0 165,0 136,0 142,0 1561,0 2747,0 1929,0
Median 10,0 32,0 10,0 13,0 43,0 37,5 996,0 1231,0 1306,0
3000 -
[ ]
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[ ]
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3
| |
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2 Tage Ao 2 Tage Ko 2 Tage C1 4 Tage Ao 4 Tage Ko 4 Tage C1 6 Wochen 6 Wochen 6 Wochen
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O Mittelwert Ao O Mittelwert Ko O Mittelwert C1_a Min. m Median @ Max. |

Abbildung 6: Unterschied zwischen GroRRe der Intimaflache in den Aorten- und
Stentsegmenten zu den verschiedenen Zeitpunkten (Ao =
Aortengruppe, Ko = Kontrollgruppe, C1 = Beschichtung mit C1-
Esterase-Inhibitor)
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A = Kontrollgruppe mit
deutlich breiterer
Neointima um die
herausgetrennte
Stentstrebe im
Vergleich zur C1-
Gruppe (C).

B = Aortengruppe

nach Ballondilatation

mit klar abgrenzbaren

Schichten der

Gefallwand.

1 = Neointima,

2 = Lamina elastica
interna,

3 = Tunica media,

4 = Lamina elastica
externa,

5 = Tunica adventitia.

C C = C1-Gruppe
(C1-Esterase-Inhibitor
beschichtete Stents)
mit geringerer
Neointimabildung als
bei der Kontrollgruppe
(A).

¢ a bR
L

100 ym xm%‘

Abbildung 7: Morphologische Struktur der Gefallwand und der Neointima.
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3.2.2 Stenosegrad

Der Stenosegrad beschreibt den prozentualen Anteil der Plaqueflache, der zu
einer Einengung des Gefalles fuhrt. Dies ist speziell fur die klinische
Anwendung von Bedeutung, da sich durch eine an der GefaRwand gebildete
Plaque ein reduzierter Gefalddiameter und folgend eine geringere Sauerstoff-
und Nahrstoffversorgung der distalen GefalRe und des Gewebes ergibt.
Hierdurch kdnnen erneut Beschwerden beim Patienten nach einer Behandlung
auftreten. Die Implantation eines Stents wirkt diesen Veranderungen durch
Erzeugung einer starren Gefal3plastik entgegen.

Der Stenosegrad war in allen Versuchsgruppen nach 6 Wochen signifikant
hoher als nach 2 und 4 Tagen.

Innerhalb der 2-Tagesgruppen waren keine Signifikanzen zu erkennen.

Die 4-Tagesgruppen wiesen eine signifikante (p < 0,05) Erhohung des
Stenosegrades zwischen Ko (1,05 + 1,06 %) und Ao (4,89 + 4,48 %) wie auch
C1 (0,97 £ 0,74 %) und Ao (4,89 + 4,48 %) auf.

Nach 6 Wochen lieRen sich signifikante Erhdéhungen (p < 0,05) des
Stenosegrades zwischen allen Gruppen untereinander feststellen. Dieser nahm
stetig ab von der Gruppe Ao (35,17 + 7,52 %) zu der Gruppe Ko (22,38 +
6,79 %) und der Gruppe C1 (16,5 £ 2,29 %). Die Ergebnisse sind in Tabelle 9
und in Abbildung 8 dargestellt.

Tabelle 9: Messwerte fur den Stenosegrad

Stenosegrad (%)

Zeitpunkt 2 Tage 4 Tage 6 Wochen

Gruppe Aorta Kontrolle C1 Aorta Kontrolle C1 Aorta Kontrolle C1
Mittelwert 0,91 0,65 0,48 4,89 1,05 0,98 35,17 22,38, 16,50
Standabw. 0,94 0,23 0,42 4,48 1,06 0,74 7,52 6,79 2,29
Min. 0,00 0,41 0,00 0,47 0,11 0,23 22,03 17,96 13,40
Max. 2,85 1,00 0,95 14,49 2,79 2,62 48,95 37,19 20,30
Median 0,88 0,61 0,35 2,51 0,74 0,95 36,52 20,37, 16,87
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Abbildung 8: Stenosegrad in den Aorten- und Stentsegmenten zu den
verschiedenen Zeitpunkten (Ao = Aortengruppe, Ko =
Kontrollgruppe, C1 = Beschichtung mit C1-Esterase-Inhibitor)



46 Ergebnisse

3.2.3 Mediaflache

Die Media zeigte nach 2 und 4 Tagen wie auch nach 6 Wochen ahnliche
Flachen in allen Gruppen.

Der Gesamtvergleich zwischen Aorten- und Stentsegmenten zeigt keine
Signifikanzen (Tabelle 10 und Abbildung 9).

Tabelle 10: Messwerte fur die Mediaflache

Mediaflache (mm?)

Zeitpunkt 2 Tage 4 Tage 6 Wochen

Gruppe Aorta Kontrolle C1 Aorta Kontrolle C1 Aorta Kontrolle C1
Mittelwert 1,01 1,00 0,84 0,95 0,98 0,93 1,00 0,75 0,92
Standabw. 0,18 0,21 0,11 0,16 0,11 0,15 0,20 0,18] 0,26
Min. 0,70 0,83 0,75 0,74 0,82 0,70 0,57 0,43 0,57]
Max. 1,26 1,31 1,02 1,32 1,17 1,16) 1,37 0,99 1,38
Median 1,01 0,90 0,81 0,93 0,95 0,93 0,94 0,74 0,90
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3.24 Verhaltnis Plaque-/ Mediadicke an Langsschnitten

Langsschnitte ermdglichen eine Aussage hinsichtlich der Intima Uber eine
relativ groRe Strecke, da die Praparate das Stentsegment, den Ubergang Stent-
Aorta und die native Aorta umfassen. Somit konnen denkbare
Plaqueformationen im Ubergangsareal erkannt werden.

Es wurde in Praparaten der Gruppe 6 Wo Ko und 6 Wo C1 an 3 verschiedenen
Stellen die Intima- und Mediadicke gemessen: Position 1 = im Stentsegment an
den Streben, Position 2 = im Ubergangsstiick Stent-Aorta und Position 3 = in
der nativen Aorta. Fur die Auswertung war es dabei von Bedeutung, ob es am
Stentausgang zu einer unverhaltnismallig starken Verdickung der Intima
gekommen war, was fir das Vorliegen eines sogenannten Edge-Phanomens
(-,candy-wrapper effect) sprechen wurde. Dieser Effekt wurde bisher nur bei
lokal radioaktiver Therapie beschrieben.*

Das Verhaltnis war am Ubergang (Position 2) und in der Aorta (Position 3) fiir
die Gruppe 6 Wo C1 (Position 2: 1,4 + 0,4; Position 3: 0,9 + 0,2) signifikant
niedriger (p < 0,05) als fur die Gruppe 6 Wo Ko (Position 2: 1,9 + 0,2;
Position 3: 1,6 + 0,5), welche im nachfolgenden Diagramm bildlich dargestellt ist
(Abbildung 10).

Tabelle 11: Verhaltnis Plaque-/Mediadicke an verschiedenen Stellen im Gefal

Verhaltnis Plaque/Media Verhaltnis Plaque/Media Verhéltnis Plaque/Media
Aorta Ubergang Strebe
Gruppe 6 Wochen Ko [6 Wochen C1]6 Wochen Ko |6 Wochen C1]6 Wochen Ko|6 Wochen C1
Mittelwert 1,64 0,94 1,87 1,42 3,42 3,00
Standabw. 0,53 0,19 0,20 0,42 0,52 0,51
Min. 1,04 0,70 1,67 0,77 2,66 2,12
Max. 2,52 1,19 2,27 1,91 4,35 3,55
Median 1,49 0,97 1,79 1,43 3,50 3,13




Ergebnisse 49

I
|

w
(&)
I

w
I

N
3}

N
|

-
(&)
I

Verhaltnis Plague-/Mediadicke

o
()]
I

o

Strebe Ubergang Aorta

‘- - 4 - -Kontrolle —=—C1 ‘

Abbildung 10: Verhaltnis zwischen Plaque- und Mediadicke nach 6 Wochen

3.25 Zelldichte

Die Zelldichte (Gesamtzellzahl der Intima/ Intimaflache) in der Plaque nahm in
allen Gruppen ab je langer der Zeitraum nach der Intervention lag (Tabelle 12
und Abbildung 11).

Signifikanzen zeigten sich bei den 2-Tagestieren zwischen den Gruppen Ko —
C1 (Ko: 9078 + 2926 Zellkerne/mm? - C1: 5306 + 529 Zellkerne/mm?) und Ao —
C1 (Ao: 12465 + 3397 Zellkerne/mm? - C1: 5306 + 529 Zellkerne/mm?), bei den
4-Tagestieren zwischen Ao — C1 (Ao: 5773 + 1048 Zellkerne/mm? - C1: 4321 +
767 Zellkerne/mm?) und bei den 6-Wochentieren unter den Gruppen Ko — C1
(Ko: 5928 + 1466 Zellkerne/mm? - C1: 3660 + 1043 Zellkerne/mm?) wie auch Ao
— C1 (Ao: 4882 + 1153 Zellkerne/mm? - C1: 3660 + 1043 Zellkerne/mm?).
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Tabelle 12: Gesamtzellzahl der Intima/ Intimaflache

Zelldichte (Zellen/mm?)

Zeitpunkt 2 Tage 4 Tage 6 Wochen

Gruppe Aorta Kontrolle C1 Aorta Kontrolle C1 Aorta Kontrolle C1
Mittelwert 12465,3 9077,8 5305,7 5772,9 5963,9 4321,4 4881,9 5927,9 3660,4
Standabw. 3397,2 2925,5 529,4 1047,6 2912,5 766,9 1153,3 1466,0 1043,3
Min. 6368,0 6625,0 5000,0 3800,0 1800,0 3303,0 3238,0 3733,0 1679,0
Max. 16000,0 13250,0 5917,0 7538,0 9833,0 5489,0 6888,0 7916,0 5310,0
Median 12795,5 7750,0 5000,0 5713,5 6139,0 4042,5 4897,0 5733,0 3679,5




Ergebnisse 51

18000 -

16000 -

14000 -

12000 - T

10000 -

Zellen/mm?2

8000 -

6000 - —
T

4000 -

»
>HE— @

2000 -

2 Tage Ao 2 Tage Ko 2 Tage C1 4 Tage Ao 4 Tage Ko 4 Tage C1 6 Wochen 6 Wochen 6 Wochen
Ao Ko C1

o Mittelwert Ao OoMittelwert Ko O Mittelwert C1 a Min. ggMedian e Max.

Abbildung 11: Zelldichte in der Plaque in den Aorten- und Stenpraparaten zu
den verschiedenen Zeitpunkten (Ao = Aortengruppe, Ko =
Kontrollgruppe, C1 = Beschichtung mit C1-Esterase-Inhibitor)
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3.2.6 Proliferationsindex

Die Anzahl der proliferierenden Zellen in der Plaque zeigte Unterschiede zu den
verschiedenen Zeitpunkten (Tabelle 13). In der 4-Tagesgruppe trat die hochste
Proliferationsrate auf, signifikant zu den Proliferationsraten nach 6 Wochen.

Der Proliferationsindex der Gruppe 2 Tage Ao (2,2 + 1,3 %) war signifikant
(p < 0,05) niedriger gegenuber den Gruppen 2 Tage Ko (7,5 + 3,9 %) und C1
(6,5 £ 1,8 %). Innerhalb der 4- Tagesgruppen waren keine Signifikanzen
feststellbar. 6 Wochen nach der Intervention war der Index der Kontrollgruppe
(1,0 £ 0,3 %) signifikant hoher im Vergleich zu der Ao-Gruppe (0,6 + 0.2 %).

Tabelle 13: Proliferationsindex = Anzahl der proliferierenden Zellen in der
Intima pro Gesamtzellzahl in der Intima

Proliferationsindex (%)

Zeitpunkt 2 Tage 4 Tage 6 Wochen

Gruppe Aorta Kontrolle C1 Aorta Kontrolle C1 Aorta Kontrolle C1
Mittelwert 2,18 7,54 6,47 9,19 17,86 13,44 0,60 1,00 0,65]
Standabw. 1,34 3,87 1,78 5,45 17,37 8,61 0,22 0,31 0,36
Min. 0,40 3,80 5,20 2,00 6,60 3,30 0,30 0,60 0,10
Max. 4,40 13,20 8,50 20,00 59,30 27,70 1,10 1,50 1,00
Median 2,00 6,50 5,70 7,70 12,00 12,75 0,60 1,00 0,85
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Abbildung 12: Proliferationsindex in den Aorten- und Stenpraparaten zu den
verschiedenen Zeitpunkten (Ao = Aortengruppe, Ko =
Kontrollgruppe, C1 = Beschichtung mit C1-Esterase-Inhibitor)
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3.2.7 GroRe und zellulare Zusammensetzung der intimalen Plaques

Bei den 2- und 4-Tagestieren waren unter dem 10fach Objektiv nicht immer
Plaques zu erkennen. Aus diesem Grund liegen in den folgenden Kapiteln bei
einigen Farbungen nur die Ergebnisse der 6 Wochen alten Tiere vor oder es ist
die Anzahl der Praparate in denen Plaques zu erkennen waren in einer

gesonderten Spalte angegeben.

3.2.8 Von Willebrand Faktor (VIII)

Zur Darstellung des Endothels wurde der FaktorVIII in einer
immunhistochemischen Reaktion angefarbt. Das Endothel ist ein einschichtiges
Plattenepithel, welches u.a. die Blutgefalle auskleidet.

Die Farbung des VWF flhrt zu einer fleckigen Granulierung der Endothelzellen.
Die Endothelzellen zeigen eine dichte, flockige Immunreaktivitat mit dem vWF.

Die Ergebnisse sind in den Tabellen 14 und 15 aufgefuhrt.

Tabelle 14: Anfarbung des Endothels in den Aortensegmenten

Gruppe Anzahl (n) Haufigkeit des Kriteriums*
(n)
0 1
6 Wo Ao (n=15) 5 10

* 0 = Merkmal nicht vorhanden, 1 = Merkmal vorhanden
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Tabelle 15: Anfarbung des Endothels in den Stentsegmenten

Gruppe Anzahl (n) Haufigkeit des Kriteriums*
(n)
0 1
6 Wo Ko (n=7) 3 4
6 Wo C1 (n=8) 5 3

* 0 = Merkmal nicht vorhanden, 1 = Merkmal vorhanden

3.2.9 RAM

Um eine optimale Darstellung der Makrophagen zu erhalten, wurde die
immunhistochemische RAM-Farbung eingesetzt. Diese ermdglichte eine
bessere Beurteilung der vor allem in der Neointima und Media gelegenen
Entzindungszellen.

Es lieR sich in allen Gruppen beobachten, dall sich die Makrophagen
submedial, d.h. zur Lamina elastica interna hin anordnen. In den
Stentsegmenten ist auch noch eine Anordnung zu den Streben hin zu
erkennen. Die Media selbst und die Adventitia enthielten nur wenige
Makrophagen. Bei den Langzeittieren waren RAM-positive Zellen durchgehend
nahe den Stentstreben und submedial nachweisbar.

In den Praparaten konnten bei den Kurzzeittieren nur wenige RAM-positive
Zellen nachgewiesen werden. Sechs Wochen nach der Intervention kam es

dagegen generell zu einer Steigerung des Makrophagen-Anteils.
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Tabelle 16: Makrophagen in der Intima der Aortensegmente

Gruppe Anzahl (n) Haufigkeit des Kriteriums™ (n)
Intima 0 + ++ +++
vorhanden
2 Tage Ao (n=2) 0 2 0 0
4 Tage Ao (n=4) 0 1 3 0
6 Wo Ao (n=15) 4 4 6 1

*

0 = Merkmal nicht vorhanden, + = Merkmal gering ausgepragt (< 25 %),
++ = Merkmal malig stark ausgepragt (25-50 %), +++ = Merkmal stark ausgepragt (> 50 %)

Tabelle 17: Makrophagen in der Intima der Stentsegmente

Gruppe Anzahl (n) Haufigkeit des Kriteriums™ (n)

Intima 0 + ++ +++
vorhanden

2 Tage Ko (n=4) 0 4 0 0

2Tage Cl (n=2) 0 2 0 0

4 Tage Ko (n=1) 0 1 0 0

4 Tage C1 (n=95) 0 5 0 0

6 Wo Ko (n=7) 1 5 0 1

6 Wo C1 (n=8) 2 3 2 1

*

0 = Merkmal nicht vorhanden, + = Merkmal gering ausgepragt (< 25 %),
++ = Merkmal malig stark ausgepragt (25-50 %), +++ = Merkmal stark ausgepragt (> 50 %)
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3.3 Histopathologische Auswertung

Zur histopathologischen Auswertung wurden die HE- und EvG-Farbungen
verwendet. Die HE-Farbung ist eine einfache, rasch auszufihrende
Ubersichtsfarbung, in der die Zellkerne, Kalziumablagerungen, saure
Mucopolysaccharide und grampositive Bakterien blau, alles udbrige in
verschiedenen Tonabstufungen rot gefarbt werden. In der EvG-Farbung werden
die Kerne schwarzbraun und kollagene Fasern rotbraun gefarbt. Durch die
Darstellung der Lamina elastica externa ist eine deutliche Abgrenzung zwischen
Intima und Media moglich.

Die Auswertung wurde kontinuierlich an aufeinanderfolgenden Tagen unter
Blindbedingungen, also ohne Angaben der Gruppen oder Kklinischer
Informationen, in Zusammenarbeit mit einem erfahrenen Gefallpathologen,
durchgefuhrt. Die Anzahl der Querschnitte betrug 3 — 5 pro Objekttrager, es

wurden jeweils alle Querschnitte pro Objekttrager beurteilt.

3.3.1 Intimale Hyperplasie

Unter dem 10fach Objektiv war bei den 2- und 4-Tagestieren keine intimale
Hyperplasie zu erkennen. Eine Migration glatter Muskelzellen (Neointima)
konnte bei den 6-Wochentieren beobachtet werden. Die Intima war umso

breiter, je langer der Stent im Gefal} lag (Intimafibrose).
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Tabelle 18: Intimale Hyperplasie unter dem 10fach Objektiv in den
Aortensegmenten
Gruppe Anzahl (n) Haufigkeit des Kriteriums*
(n)

0 1
2 Tage Ao (n=11) 11 0
4 Tage Ao (n=16) 16 0
6 Wo Ao (n=15) 0 15

*

0 = Merkmal nicht vorhanden, 1 = Merkmal vorhanden

Tabelle 19: Intimale Hyperplasie unter dem 10fach Objektiv in den Stent-
segmenten
Gruppe Anzahl (n) Haufigkeit des Kriteriums*
(n)
0 1
2 Tage Ko (n=6) 6 0
2TageCl (n=5) 5 0
4 Tage Ko (n=28) 8 0
4 Tage C1 (n=28) 8 0
6 Wo Ko (n=7) 0 7
6 Wo C1 (n=8) 0 8

*

0 = Merkmal nicht vorhanden, 1 = Merkmal vorhanden
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3.3.2 Inflammation score

Um das Ausmal} und die Dichte der entziindlichen Infiltrate mdglichst einheitlich
zu erfassen und die Werte auch vergleichen zu konnen, erfolgte die Einteilung
in einen Inflammation Score. Dieser wurde von Hofma et al.*' aufgestellt und
bei der Auswertung unserer Praparate, wie in Kapitel 2.7.7.2 beschrieben und

in Tabelle 3 dargestellt, angewendet.

Tabelle 20: Inflammatory response nach Hofma et al.*" in den

Aortensegmenten
Gruppe Anzahl (n) Haufigkeit des Kriteriums™ (n)
0 1 2 3
2 Tage Ao (n=11) 10 1 0 0
4 Tage Ao (n=16) 16 0 0 0
6 Wo Ao (n=15) 13 1 1 0

* 0 = keine Entziindungsreaktion, 1= Entziindung infiltriert die Adventitia, 2 = diffuse, klar sichtbare
Entzlindung infiltriert die Adventitia , 3 = schwere, oft granulomatdse Entziindungsreaktion in der
Adventitia, teilweise bis in die Intima ausgedehnt

Im Vergleich zwischen den Aorten- und Stentsegmenten fiel auf, dass die Werte
des Inflammation Scores und damit die Entzindungsreaktion in den

Stentsegmenten hoher waren als in den Aortensegmenten.
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Tabelle 21: Inflammatory response nach Hofma et al.*" in den Stent-

segmenten

Gruppe Anzahl (n) Haufigkeit des Kriteriums™ (n)
0 1 2 3

2 Tage Ko (n=6) 6 0 0 0

2TageCl (n=95) 4 1 0 0

4 Tage Ko (n=8) 7 1 0 0

4 Tage C1 (n=28) 6 2 0 0

6 Wo Ko (n=7) 0 6 1 0

6 Wo C1 (n=8) 2 6 0 0

* 0=keine Entziindungsreaktion, 1= Entziindung infiltriert die Adventitia, 2 = diffuse, klar sichtbare
Entzlindung infiltriert die Adventitia , 3 = schwere, oft granulomatdse Entziindungsreaktion in der
Adventitia, teilweise bis in die Intima ausgedehnt
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Abbildung 13: Morphologie der GefaBwand und Struktur der Neointima in den
Stentpraparaten der 6-Wochentiere (Methamethylakrylat-
Einbettung). In der Kontrollgruppe (A) ist eine diffuse, klar
sichtbare Entziindung um die Stentstreben mit hdherem
Inflammation Score (IS = 2) zu sehen. Bei der Therapiegruppe
(B) mit C1-Esterase-Inhibitor beschichteten Stents ist nur eine
leichte diffuse Infiltration von Entziindungszellen mit niedrigem
Inflammation Score (IS = 1) erkennbar.
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3.33 Atherosklerosestadien

In dem vorliegenden Tiermodell wurde die naturliche Veranderung der
arteriellen GefalBwand beschleunigt simuliert. Somit war auch in den
ungestenteten Aortenstucken Zeichen von Atherosklerose zu erkennen. Fur die
Einteilung der gefundenen GefalRveranderungen wurde die Klassifikation nach
Stary et al.”' herangezogen (siehe Kapitel 2.7.7.3, Tabelle 4).

Bei den 2- und 4-Tagestieren fand sich immer eine Veranderung der
GefalRwand nach Typ 1. Bei den 6-Wochentieren konnten Veranderungen bis

Typ III festgestellt werden.

Tabelle 22: Einteilung der atherosklerotischen Plaques in die Typen nach
Stary et al.™®" in den Aortensegmenten

Gruppe Anzahl (n) Haufigkeit des Kriteriums™ (n)

1 2 3 4 5
2 Tage Ao (n=11) 11 0 0 0 0
4 Tage Ao (n=16) 16 0 0 0 0
6 Wo Ao (n=15) 8 6 1 0 0

* 1 =Typ I (Initiallsion) Lipoproteinansammlung in der Intima,

2 =Typ II (fatty streak) Lipoproteinansammlung in der Intima; Lipide in Makrophagen und glatten
Muskelzellen (intrazellulare Lipidansammlung); Leitkriterium: konfluierende Makrophagen,

3 = Typ I (Intermedidridsion) zusatzlich: vereinzelte kleine Ablagerungen extrazellulérer Lipide;
Leitkriterium: Kalzifikationen,

4 = Typ IV (Atherom) zusétzlich: ZusammenfluR® der vereinzelten Lipidablagerungen zu einem
Lipidkern,

5 = Typ V (Fibroatherom) zusatzlich: Entwicklung deutlicher Kollagenschichten und Vermehrung
der glatten Muskelzellschichten Uber dem Lipidkern.



Ergebnisse 63

3.34 Schaumzellen

Schaumzellen sind lipidspeichernde Makrophagen und entstehen im Rahmen
resorptiver Prozesse. In die Auswertung gingen nur die nahe den Stentstreben
gelegenen Zellen ein.

Im Zeitverlauf von zwei zu vier Tagen zeigte sich noch keine Bildung dieser
Entzindungszellen. Sowohl in der Kontroll- als auch in der C1-Gruppe waren
keine Schaumzellen zu erkennen. Nach sechs Wochen trat eine starke

Zunahme dieser Zellen auf.

Tabelle 23: Schaumzellenlokalisation in den Stentsegmenten um die Streben

Gruppe Anzahl (n) Haufigkeit des Kriteriums™ (n)
0 + ++ +++

2 Tage Ko (n=6) 6 0 0 0

2TageCl (n=5) 5 0 0 0

4 Tage Ko (n=8) 8 0 0 0

4 Tage C1 (n=8) 8 0 0 0

6 Wo Ko (n=7) 0 5 2 0

6 Wo C1 (n=8) 2 4 2 0

*

0 = Merkmal nicht vorhanden, + = Merkmal gering ausgepragt (< 25 %),
++ = Merkmal maRig stark ausgepragt (25-50 %), +++ = Merkmal stark ausgepragt (> 50 %)
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3.35 Fibrose

Die Fibrose ist eine Vermehrung des Bindegewebes aufgrund adaptiver bzw.
reaktiver Veranderungen. In der Adventitia war schon fruh eine Fibrose zu
erkennen (Tabelle 26), da dort naturlicherweise Fibroblasten vorhanden sind
und somit eine Aktivierung durch Reize (Stent) erfolgt.

Die Fibrose nahm im Laufe der Zeit an Ausmal} zu. Nach sechs Wochen war
auch um die Streben und in der Intima eine Fibrose zu erkennen (Tabellen 24

und 25). Dort mussen die Fibroblasten erst einwandern.

Tabelle 24: Lokalisation von Fibrose in den Stentsegmenten um die Streben

Gruppe Anzahl (n) Haufigkeit des Kriteriums™ (n)
0 + ++ +++

2 Tage Ko (n=6) 6 0 0 0

2TageCl (n=95) 5 0 0 0

4 Tage Ko (n=8) 8 0 0 0

4 Tage C1 (n=8) 8 0 0 0

6 Wo Ko (n=7) 0 4 3 0

6 Wo C1 (n=8) 5 0 3 0

*

0 = Merkmal nicht vorhanden, + = Merkmal gering ausgepragt (< 25 %),
++ = Merkmal maRig stark ausgepragt (25-50 %), +++ = Merkmal stark ausgepragt (> 50 %)
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Tabelle 25: Fibrose in der Intima der Stentsegmente

Gruppe Anzahl (n) Haufigkeit des Kriteriums™ (n)
d n d+n
2 Tage Ko (n=6) 6 0 0
2 Tage C1 (n=95) 5 0 0
4 Tage Ko (n=8) 8 0 0
4 Tage C1 (n=8) 8 0 0
6 Wo Ko (n=7) 5 1 1
6 Wo C1 (n=8) 5 3 0

* d = diffus; in der Intima und an den Streben, n = noduldr; umschriebene Fibrose innerhalb der

Intima

Tabelle 26: Lokalisation von Fibrose in der Adventitia der Stentsegmente

Gruppe Anzahl (n) Haufigkeit des Kriteriums™ (n)
0 + ++ +++
2 Tage Ko (n=6) 0 0 6 0
2Tage C1 (n=5) 0 3 2 0
4 Tage Ko (n=28) 0 0 8 0
4 Tage C1 (n=8) 1 6 1 0
6 Wo Ko (n=7) 0 0 7 0
6 Wo C1 (n=8) 1 1 5 1

*

0 = Merkmal nicht vorhanden, + = Merkmal gering ausgepragt (< 25 %),

++ = Merkmal maRig stark ausgepragt (25-50 %), +++ = Merkmal stark ausgepragt (> 50 %)
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3.3.6 Fibrininsudation

Fibrin ist das Endprodukt der Blutgerinnung und wird u.a. durch endotheliale
Dysfunktion ausgelost.

Vor allem konnte in den Praparaten der 2- und 4- Tagestiere eine Menge dieser
Substanz registriert werden. Nach sechs Wochen konnte keine Fibrininsudation

mehr festgestellt werden.

Tabelle 27: Fibrininsudation in den Stentsegmenten um die Strebe

Gruppe Anzahl (n) Haufigkeit des Kriteriums™ (n)
0 + ++ +++
2 Tage Ko (n=16) 0 0 3 3
2 Tage C1 (n=5) 0 2 2 1
4 Tage Ko (n=8) 0 0 4 4
4 Tage C1 (n=28) 0 0 6 2
6 Wo Ko (n=7) 7 0 0 0
6 Wo C1 (n=8) 8 0 0 0

* 0 = Merkmal nicht vorhanden, + = Merkmal gering ausgepragt (< 25 %),

++ = Merkmal maRig stark ausgepragt (25-50 %), +++ = Merkmal stark ausgepragt (> 50 %)

3.3.7 Fibrino-leukozytares Exsudat (polymorphkernige
Granulozyten)

Ein fibrino-leukozytares Exsudat entsteht im Rahmen von entzundlichen
Prozessen oder aufgrund von Gefalwandveranderungen. Als Teil der
Entzindungsreaktion wandern polymorphkernige Granulozyten in das
Zielgewebe ein und sind hierbei maligeblich an dem Verlauf und dem
Fortbestehen der entzindlichen Immunantwort beteiligt. Dieser Parameter ist in
annahernd gleichem Male zwei und vier Tage nach Stentapplikation

vorhanden. Sechs Wochen spater ist kein Exsudat mehr nachweisbar.
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Tabelle 28: Fibrino-leukozytares Exsudat in den Stentsegmenten um die
Strebe

Gruppe Anzahl (n) Haufigkeit des Kriteriums™ (n)

0 + ++ +++

2 Tage Ko (n=6) 0 0 6 0

2 Tage C1 (n=5) 0 1 4 0

4 Tage Ko (n=28) 0 0 8 0

4 Tage C1 (n=8) 0 0 8 0

6 Wo Ko (n=7) 7 0 0 0

6 Wo C1 (n=28) 8 0 0 0

*

0 = Merkmal nicht vorhanden, + = Merkmal gering ausgepragt (< 25 %),

++ = Merkmal maRig stark ausgepragt (25-50 %), +++ = Merkmal stark ausgepragt (> 50 %)

3.3.8 Mononukleéare Infiltrate

Monozyten sind wie die unter Kapitel 3.3.7 beschriebenen polymorphkernigen

Granulozyten zur Migration, Infiltration und Phagozytose befahigt und treten im

Rahmen entziindlicher Prozesse auf.

In der Intima sind die mononuklearen Infiltrate bei allgemein geringer Existenz

nur bei den 6-Wochengruppen zu erkennen (Tabelle 29).

Betrachtet man die Adventitia der Stentsegmente so fallt das Vorkommen von

mononuklearen Infiltraten bei der Gruppe 2 Tage C1 auf. Nach vier Tagen sind

keine Infiltrate festzustellen, wohl aber wieder nach sechs Wochen in der C1-

und in der Kontrollgruppe (Tabelle 30).
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Tabelle 29: Mononukleare Infiltrate in der Intima der Stentsegmente

Gruppe Anzahl (n) Haufigkeit des Kriteriums™ (n)
0 + ++ +++
2 Tage Ko (n=16) 7 0 0 0
2Tage C1 (n=5) 5 0 0 0
4 Tage Ko (n=8) 8 0 0 0
4 Tage C1 (n=28) 8 0 0 0
6 Wo Ko (n=7) 7 0 1 0
6 Wo C1 (n=8) 4 1 3 0

* 0 = Merkmal nicht vorhanden, + = Merkmal gering ausgepragt (< 25 %),

++ = Merkmal maRig stark ausgepragt (25-50 %), +++ = Merkmal stark ausgepragt (> 50 %)

Tabelle 30: Mononukleare Infiltrate in der Adventitia der Stentsegmente

Gruppe Anzahl (n) Haufigkeit des Kriteriums™ (n)
0 + ++ +++
2 Tage Ko (n=6) 6 0 0 0
2 Tage C1 (n=5) 2 3 0 0
4 Tage Ko (n=8) 8 0 0 0
4 Tage C1 (n=28) 8 0 0 0
6 Wo Ko (n=7) 1 0 6 0
6 Wo C1 (n=28) 3 0 5 0

* 0 = Merkmal nicht vorhanden, + = Merkmal gering ausgepragt (< 25 %),

++ = Merkmal maRig stark ausgepragt (25-50 %), +++ = Merkmal stark ausgepragt (> 50 %)
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3.39 Destruktion elastischer Lamellen

Zur Beurteilung der Destruktion elastischer Lamellen wurde vor allem der
Bereich der Stentstrebe und die Media der Stentsegmente betrachtet. Dort
konnte in allen Praparaten eine mechanisch bedingte Kompression mit
nachfolgender Faserfragmentation beobachtet werden. Dabei war weder
zwischen den verschiedenen Beschichtungsgruppen noch zwischen den beiden
Betrachtungsorten ein Unterschied festzustellen. Kurz- und Langzeittiere
unterschieden sich dahingehend, dass sich die Destruktion nach sechs Wochen

ausgepragter darstellte als nach zwei und vier Tagen.

Tabelle 31: Destruktion elastischer Lamellen in den Stentsegmenten um die

Strebe
Gruppe Anzahl (n) Haufigkeit des Kriteriums™ (n)
0 + ++ +++
2 Tage Ko (n=6) 0 6 0 0
2 Tage C1 (n=5) 0 6 0 0
4 Tage Ko (n=28) 0 8 0 0
4 Tage C1 (n=8) 0 8 0 0
6 Wo Ko (n=7) 0 0 7 0
6 Wo C1 (n=28) 0 0 8 0

* 0 = Merkmal nicht vorhanden, + = Merkmal gering ausgepragt (< 25 %),

++ = Merkmal maRig stark ausgepragt (25-50 %), +++ = Merkmal stark ausgepragt (> 50 %)
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Tabelle 32: Destruktion elastischer Lamellen in der Media der Stentsegmente

Gruppe Anzahl (n) Haufigkeit des Kriteriums™ (n)
0 + ++ +++
2 Tage Ko (n=6) 0 6 0 0
2Tage C1 (n=5) 0 6 0 0
4 Tage Ko (n=8) 0 8 0 0
4 Tage C1 (n=28) 0 8 0 0
6 Wo Ko (n=7) 0 0 7 0
6 Wo C1 (n=8) 0 0 8 0

* 0 = Merkmal nicht vorhanden, + = Merkmal gering ausgepragt (< 25 %),

++ = Merkmal maRig stark ausgepragt (25-50 %), +++ = Merkmal stark ausgepragt (> 50 %)

3.3.10 Atrophie glatter Muskelzellen

Im Bereich der Stentstrebe wurden die medialen Muskelzellen ebenso wie die
schon beschriebenen elastischen Lamellen durch den Druck der Strebe
komprimiert. Daraus resultierte an diesen Stellen eine Druckatrophie mit
kompensatorischer Hyperplasie zwischen den Streben. Um die Streben
entstand im Zeitraum von sechs Wochen eine numerische Atrophie mit
kompensatorischer Hyperplasie (Tabelle 33).

Die Atrophie ist in der Media zu allen Zeitpunkten starker ausgepragt und in
allen Gruppen nachweisbar. Die Media wird von der intimalen Hyperplasie

zusammengedruckt (Tabelle 34).
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Tabelle 33: Atrophie glatter Muskelzellen um die Strebe der Stentsegmente

Gruppe Anzahl (n) Haufigkeit des Kriteriums*
(n)
0 1
2 Tage Ko (n=6) 6 0
2 Tage C1 (n=5) 5 0
4 Tage Ko (n=28) 8 0
4 Tage C1 (n=28) 8 0
6 Wo Ko (n=7) 4 3
6 Wo C1 (n=8) 2 6

* 0 = Merkmal nicht vorhanden, 1 = Merkmal vorhanden

Tabelle 34: Atrophie glatter Muskelzellen in der Media der Stentsegmente

Gruppe Anzahl (n) Haufigkeit des Kriteriums™*
(n)
0 1
2 Tage Ko (n=6) 0 6
2 Tage C1 (n=5) 0 5
4 Tage Ko (n=18) 1 7
4 Tage C1 (n=28) 0 8
6 Wo Ko (n=7) 2 5
6 Wo C1 (n=8) 0 8

* 0 = Merkmal nicht vorhanden, 1 = Merkmal vorhanden
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3.3.11 Kalzifikationen

Kalzifikationen wurden lediglich in der Media beurteilt, da sie ansonsten in
keinem der Praparate existierten. Zwei und vier Tage nach der Stentapplikation
waren sie ebenfalls in keiner der Gruppen erkennbar. Nach sechs Wochen
konnten sie dagegen vor allem in der Kontrollgruppe nachgewiesen werden,

wahrend in der C1-Gruppe nur ein Schnitt eine mediale Verkalkung aufwies.

Tabelle 35: Kalzifikationen in der Media der Stentsegmente

Gruppe Anzahl (n) Haufigkeit des Kriteriums*
(n)
0 1
2 Tage Ko (n=16) 6 0
2 Tage C1 (n=5) 5 0
4 Tage Ko (n=8) 8 0
4 Tage C1 (n=28) 8 0
6 Wo Ko (n=7) 4 3
6 Wo C1 (n=8) 7 1

* 0 = Merkmal nicht vorhanden, 1 = Merkmal vorhanden

3.3.12 Odem

Ein kapillartoxisches Odem entsteht bei gestdrter Permeabilitat der Kapillaren.
Dieser liegt oft eine Freisetzung von Entzindungsmediatoren zugrunde und tritt
u.a. nach mechanischer Reizung auf.

Das Merkmal fand sich in keinem der 2- oder 4-Tagesgruppen, weder um die
Streben noch in der Intima der Stentsegmente. Um die Streben war ein Odem
in der Kontrollgruppe erkennbar. In der Intima der Stentsegmente konnte ein

Odem in beiden Gruppen nachgewiesen werden.
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Tabelle 36: Odemlokalisation in den Stentsegmenten um die Streben

Gruppe Anzahl (n) Haufigkeit des Kriteriums™ (n)
0 + ++ +++
2 Tage Ko (n=6) 6 0 0 0
2Tage C1 (n=5) 5 0 0 0
4 Tage Ko (n=8) 8 0 0 0
4 Tage C1 (n=28) 8 0 0 0
6 Wo Ko (n=7) 2 5 0 0
6 Wo C1 (n=8) 8 0 0 0

*

0 = Merkmal nicht vorhanden, + = Merkmal gering ausgepragt (< 25 %),

++ = Merkmal maRig stark ausgepragt (25-50 %), +++ = Merkmal stark ausgepragt (> 50 %)

Tabelle 37: Odemlokalisation in der Intima der Stentsegmente

Gruppe Anzahl (n) Haufigkeit des Kriteriums™ (n)
0 + ++ +++
2 Tage Ko (n=6) 6 0 0 0
2 Tage C1 (n=5) 5 0 0 0
4 Tage Ko (n=28) 8 0 0 0
4 Tage C1 (n=8) 8 0 0 0
6 Wo Ko (n=7) 0 7 0 0
6 Wo C1 (n=28) 0 6 2 0

*

0 = Merkmal nicht vorhanden, + = Merkmal gering ausgepragt (< 25 %),

++ = Merkmal maRig stark ausgepragt (25-50 %), +++ = Merkmal stark ausgepragt (> 50 %)
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3.3.13 Vessel injury score

Der Grad der Gefallwandverletzung durch den Stent wurde mit Hilfe des vessel

injury score nach Schwartz et al.”

in einer abgeanderten Form erfasst, wie
bereits in Kapitel 2.7.7.1 beschrieben und in Tabelle 2 aufgelistet ist. Der vessel
injury score wurde dahingehend verandert, dal} jede Strebe betrachtet und
dann ein Wert flir das gesamte Praparat vergeben wurde und nicht ein Wert pro
Strebe, um danach den Mittelwert fir das gesamte Praparat zu bilden.

Bei der Auswertung der eigenen Praparate ergab sich in den Gefalden der

Kurzzeittiere ein geringerer Vessel injury score als bei der Langzeittieren.

71
l.

Tabelle 38: Vessel injury score nach Schwartz et a -adapted- in den

Stentsegmenten

Gruppe Anzahl (n) Haufigkeit des Kriteriums™ (n)
0 1 2 3

2 Tage Ko (n=6) 3 3 0 0

2 Tage C1 (n=5) 1 4 0 0

4 Tage Ko (n=28) 4 4 0 0

4 Tage C1 (n=8) 8 0 0 0

6 Wo Ko (n=7) 0 3 4 0

6 Wo C1 (n=28) 0 3 5 0

* 0 = Lamina elastica interna intakt, Endothel denudiert, Media komprimiert, aber nicht zerrissen,

1 = Lamina elastica interna zerrissen, Media komprimiert, aber nicht zerrissen,

2 = Lamina elastica interna zerrissen, Media sichtbar zerrissen, Lamina elastica externa intakt,
aber komprimiert, 3 = Lamina elastica externa zerrissen, grof3e Einrisse in der Media, die sich in
die Lamina elastica externa fortsetzen, teilweise Einkerbungen der Streben in der Adventitia
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3.4 Komplikationen

Es wurden n =44 Tiere operiert. Die PTA und Stentimplantation verlief bei
n =43 Tieren ohne Komplikationen, bei n=1 Tier wurde die Aorta bei
Stentimplantation perforiert. Da die Perforation durch den Stent gedeckt war,
Uberlebte das Tier ohne klinische Symptome zu entwickeln. Bei n =5 Tieren
mulite postoperativ die Wundnaht unter Narkose revidiert werden, da die Tiere
sich durch den Wundreiz die Wundnahte aufgebissen hatten. Ein Tier erhielt fur
22 Tage eine Halskrause, um mit Erfolg ein nochmaliges Aufbei3en der Naht zu
verhindern. Die Wunde war stark entzindet, daher bekam das Tier eine
Penicillin-Streptomycin-Kombination (Tardomyocel comp. II®, Bayer,
Leverkusen) subkutan in die Nackentasche. Ein Tier wies am rechten Hinterlauf
eine entzindete Wunde auf, die es sich selbst zugeflgt hatte. Diese Wunde
wurde mit Wundsalbe (Betaisodona® Salbe, Mundipharma GmbH,
Limburg/Lahn) zur Ausheilung gebracht. Das Versuchsende erreichten alle
44 Tiere. Ein weiteres Kaninchen wurde in der Auswertung nicht berucksichtigt,
da es zum Zeitpunkt der Intervention einen sehr niedrigen Cholesterinspiegel

aufwies. Insgesamt gingen 42 Tiere in die Auswertung ein.
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4 Diskussion

4.1 Zielsetzung der Arbeit

In der vorliegenden Studie wurde ein Kaninchen-Modell dazu benutzt, die
Bedeutung der Entzindungsreaktion im zeitlichen Ablauf nach PTA und
Stentimplantation zu untersuchen und Unterschiede in der Pathophysiologie
zwischen Aorten-, Kontroll- und C1-Gruppe zu finden. Ziel war es, Effekte einer
antiinflammatorischen Stentbeschichtung auf den Grad der In-Stent Restenose,
sowie eine mdgliche therapeutische Auswirkung des benutzten Medikaments
auf die neointimale Proliferation zu zeigen. Es wurde versucht eine genaue
Beschreibung der Entzundungsreaktion in unterschiedlichen Phasen nach PTA

und Stentapplikation darzustellen.

4.2 Material- und Methodenkritik

421 Tiermodell

Atherosklerose und Restenose sind ein komplexes Geschehen vielfaltiger
Atiologie und teilweise unbekannter Pathophysiologie. Verschiedene Faktoren
setzen der klinischen Forschung auf diesem Gebiet jedoch Grenzen. Eine
Forschung am Menschen in bezug auf morphologische
GefalRwandveranderungen ist aufgrund unterschiedlicher Faktoren, wie
Lebensumstande und Ernahrung, schwierig. Fur klinische Untersuchungen auf
dem Gebiet der Restenoseforschung sind gro® angelegte Studien notwendig,
um statistisch signifikante Aussagen treffen zu kdnnen. Epidemiologische
Studien liefern Ergebnisse Uber Zusammenhange beispielsweise Risikofaktoren
und Pravalenz der Atherosklerose und Restenose. Um aber Aussagen auf
zelluldrer Ebene treffen zu kbnnen wie auch Praventiv- und
TherapiemalRnahmen erarbeiten zu kénnen, ist man weitgehend auf
Tiermodelle  angewiesen.®®  Tiermodelle haben den Vorteil, dass

atherosklerotische Plaques in  kurzen Zeitraumen entstehen und
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Einflussfaktoren kontrolliert werden kénnen.®® Zum Nachweis einer moglichen
Inhibition der Inflammation und damit der Restenose durch Verwendung der mit
C1-Esterase-Inhibitor beschichteten Stents ist ein aussagekraftiges Tiermodell
wichtig, dabei mul} dieses verschiedene Voraussetzungen erfillen. Es mul}
eine ausreichende Analogie zum Menschen bezluglich Morphologie,
Pathogenese und BeeinfluBbarkeit der Atherosklerose bzw. In-Stent Restenose
nachweisbar sein. Aulerdem soll es zu einer Vereinfachung und Abklrzung
des Experiments fiihren."™ "™ Um die Eignung eines Modells zur Untersuchung
der Restenoseentwicklung zu beurteilen, greift man auf Kriterien zurick, die

auch bei der Atheroskleroseforschung gultig sind.

4.2.1.1 In der Atherosklerose- und Restenoseforschung verwendete
Tierarten

In der Atherosklerose- und Restenoseforschung verwendete Tiere sind unter
anderem Kaninchen, Schweine und Affen.

Das Kaninchen war das erste in der Atheroskleroseforschung eingesetzte
Versuchstier und ist bis heute das am haufigsten verwendete. Bereits 1913
induzierten Anitschow und Chalatow beim Kaninchen atherosklerotische

135-137 Das

Plagues durch Gabe eines cholesterinhaltigen Futters.
Kaninchenmodell bietet Vorteile wie eine kostenglnstige und einfache Haltung
und die Entstehung reproduzierbarer atherosklerotischer Veranderungen
innerhalb kurzer Zeit durch eine cholesterinreiche Diat.?%"'*'3® Die GefaRgroRe
eines ausgewachsenen Tieres entspricht ungefahr der einer menschlichen
Koronararterie und ist damit grol3 genug, um operative Eingriffe vornehmen zu
kénnen und sie einer histologischen Aufarbeitung zuzufihren.

Beim Schwein sind durch eine cholesterinhaltige Diat und daraus resultierender
Hypercholesterinamie Lasionen in der GefalBwand induzierbar. Die
Plaquestruktur im kardiovaskularen System des Schweins ist vergleichbar mit
der des Menschen, wie auch die Entzundungsreaktion und Thrombenbildung
nach Stentimplantation.®? Allerdings wird es in der Atherosklerose- und
Restenoseforschung aufgrund einer aufwendigen Handhabung sowie hoher

Kosten selten verwendet.
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Das dem Menschen am besten vergleichbare Modell zur Erforschung des
Atherosklerose- und Restenoseprozesses ist derzeit das der Makaken. Die
atherosklerotischen Lasionen sind in allen Stadien denen des Menschen sehr
ahnlich. Auch die Lokalisation der Plaques und das Lipoproteinprofil stimmen
weitgehend mit dem des Menschen liberein.®° Aufgrund ihrer guten
Handhabung und der schnell induzierbaren atherosklerotischen Lasionen gelten
sie vor allem bei der Erforschung der kardiovaskuldren Erkrankungen als
geeignetes Modell."*%'*® Allerdings ist es schwierig mehrere erwachsene Tiere
aus einer Zuchtung zu erhalten, die keinen Krankheitserreger in sich tragen.
Desweiteren ist dieses Modell mit hohen Kosten und speziellen Kenntnissen im

58;113

Umgang mit diesen Tieren verbunden, zusatzlich treten ethische Aspekte

in den Vordergrund.

Am geeignetsten fiir die Atherosklerose- und Restenoseforschung'%'™’

scheinen somit derzeit Schweine zu sein, an zweiter Stelle stehen
Kaninchen.'™ Allerdings lassen sich die komplizierten Vorgange, die durch eine
Verletzung der GefaRwand beim Menschen hervorgerufen werden bisher in

keinem Tiermodell nachvollziehen.%®7®

Diskrepanzen zwischen den
Ergebnissen in Tiermodellen und klinischen Studien kdnnen ihre Ursache in
Abweichungen des Verletzungstyps durch Unterschiede im Dehnungsgrad von
Stent und Gefal® haben und damit den verbundenen Veranderungen der
Gefallwand und der entzundlichen Reaktion zwischen den verschiedenen
Spezies.”” Zusammenfassend kann man sagen, dass ein Tiermodell der
menschlichen Krankheit moglichst nahekommen sollte, dies jedoch nie
vollstandig erreicht werden kann. Trotzdem ist es wichtig und flr neue

Therapiemdoglichkeiten unabdingbar mit solchen Modellen zu arbeiten.

42.1.2 Wahldes Kaninchenmodells

Fir die vorliegende Studie wurde das Kaninchen als Versuchstier gewanhlt.

Grunde hierfur waren vor allem der einfache Umgang mit diesen Tieren sowie

bereits erfolgreich  durchgefiihnrte Studien mit  Ballondenudation, %%

149;150

Laserablation,®  Testung  topischer  Applikationssysteme und
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Stentimplantation.*®'*"'*® Die Kosten fiir eine statistisch aussagekriftige
Anzahl von Kaninchen sind vertretbar und eine breite Auswahl an Antikérpern
fir die Immunhistochemie ist verfiigbar.”™* Die benutzte infrarenale Aorta ist fiir
die Stentimplantation gro® genug auch der Zugang mittels Katheter zum Gefaly
wirft keinerlei Probleme auf. Die klinische Ubertragbarkeit des hyperlipamischen
Kaninchens ist nach Rubin et al.’™* gegeben. Die alleinige Stentimplantation im
Weillen Neuseelandkaninchen bildet nicht zwingend eine gro3e Plaqueflache
aus und war als Restenosemodell ungeeignet. Zur Erzeugung einer grof3en
Plaqueflache eignet sich die PTA in Kombination mit einer Cholesterindiat.'*®
Desweiteren spielt auch das interessierende Gefallsegment eine Rolle. So ist
bekannt, dal’ es bei elastischen Arterien, wie der hier gewahlten infrarenalen
Aorta oder auch Arteria iliaca communis, zwischen den verschiedenen Spezies

nur geringe histologische Variationen gibt.'"%

Aufgrund dieser Eigenschaften hat sich das Kaninchen als adaquates Modell in
der Atherosklerose- und Restenoseforschung etabliert. Trotz Unterschiede in
der Plaquemorphologie koénnte dieses Modell zur Gewinnung neuer
Erkenntnisse im Hinblick auf eine mogliche Therapie der In-Stent Restenose

dienen. Ein Vergleich mit dem Menschen erscheint gerechtfertigt.

4.2.2 Gruppeneinteilung und Versuchsaufbau

Das im vorliegenden Versuch durchgefuhrte Protokoll erlaubt verschiedene
Aussagen uber die Folgereaktionen im Gefaly auf PTA und Stentimplantation
und die Effekte des C1-Esterase-Inhibitors im Hinblick auf eine
Entziindungsreaktion und daraus resultierenden Veranderungen im Gefald. Die
gesamte Tierpopulation teilte sich in drei verschiedene Versuchsgruppen auf:
Aortenstick behandelt mit PTA (Ao), Aortenstick behandelt mit PTA und
Implantation eines unbeschichteten Stents (Ko), Aortenstick behandelt mit PTA
und Implantation eines beschichteten Stents (C1). Durch diese Aufteilung
konnten die Mechanismen im Gefal® nach alleiniger PTA mit denen nach PTA
und Stentimplantation verglichen werden. Ferner sollte auch die Auswirkung

des C1-Esterase-Inhibitors auf die GefaRantwort erforscht werden. Um eine
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Aussage uber den alleinigen Effekt des Tragerproteins auf die Entzundung,
bzw. die vom Tragerprotein unabhangige Wirkung des C1- Esterase-Inhibitors
treffen zu konnen, ware noch eine zusatzliche Versuchsgruppe sinnvoll
gewesen. Dabei hatte ein Stent, nur mit dem Tragerprotein beschichtet,
implantiert werden massen.

In unserem Tierexperiment wurden die Versuchsgruppen zusatzlich noch zu
verschiedenen Zeitpunkten untersucht, nach 2 Tagen, 4 Tagen und 6 Wochen.
Ziel war dabei, Aussagen Uber morphologische und histologische Ergebnisse zu
kurz- und langerfristigen Zeitpunkten machen zu konnen. Experimente uber
Gefalireaktionen auf PTA und Stentimplantation wurden u.a. 1992 von

Schwartz et al.””*

am Schweinemodell durchgefuhrt. Nach 4 Wochen wurde eine
hohe Korrelation zwischen vessel injury score und Neointimadicke beschrieben.
Tominaga et al.’ fanden am Kaninchenmodell nach 24 Wochen immer noch
Effekte hinsichtlich der Restenose im Vergleich zu friheren Zeitpunkten. Hofma
et al.*" konnten auch nach 12 Wochen noch Verdnderungen in der
Entzindungsreaktion am Schweinemodell nach Stentimplantation feststellen.
Durch die 2- und 4-Tagesgruppen sind frihe Effekte der Entzindungsreaktion,
mit den Tieren der 6-Wochengruppe eher langerfristige Auswirkungen
beobachtet worden. Um einen Verlauf der Veranderungen zu erhalten, missten
Versuchsgruppen zwischen den Zeitpunkten vier Tage und sechs Wochen
gemacht werden. Fur langfristige Effekte waren Versuchsgruppen uber den
Zeitraum von sechs Wochen hinaus sinnvoll, wie sie auch bei klinischen
Studien empfohlen und sogar Zeitrdume von mindestens 50-60 Wochen

gefordert werden."®®

Um einerseits den wissenschaftlichen Ansprichen und andererseits den
ethischen Gesichtspunkten gerecht zu werden, wurde der Versuch so
aufgebaut, dass zwischen sechs und acht Tiere pro Gruppe, insgesamt

44 Tiere, verwendet wurden.
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4.2.3 Auswertung, Statistik

Die Auswertung der Praparate wurde pro Farbung Kkontinuierlich an
aufeinanderfolgenden Tagen durchgefuhrt. Es wurde darauf geachtet, dass nur
fur die Bewertung der Ergebnisse reprasentative Parameter bestimmt wurden.
So wurden im Rahmen der Morphometrie — wenn maglich — Flachen anstatt
Dicken verwendet, um aufgrund von Unregelmafligkeiten der Plaques eventuell
auftretende Fehler zu minimieren. Die histopathologische Beurteilung der
Praparate wurde unter Blindbedingungen, also ohne Angaben der Gruppen
oder klinischen Informationen, ebenfalls kontinuierlich an aufeinanderfolgenden
Tagen von einem erfahrenen Gefal3pathologen vorgenommen. Dabei wurden
nur Merkmale bestimmt, welche die Gefaldveranderungen gut charakterisieren
und auch im Hinblick auf die Wahl der Beschichtung eine Aussage moglich
werden lassen. Besonderer Wert wurde auf Parameter gelegt, die das Ausmal}
der Entzindung beschreiben.

Bei der statistischen Auswertung war bei einigen morphometrischen
Parametern die erforderliche Normalverteilung der Werte nicht gegeben. In
diesen Fallen wurde der Wilcoxon-Test (Kruskal-Wallis-Test) angewandt, um
auf Signifikanz zwischen den Gruppen zu prifen. Ferner wurde teilweise eine
starke Streuung der Werte beobachtet, was zu einer grolen

Standardabweichung fuhrte.

424 Restenose, In-Stent Restenose und Stellenwert der
Entziindung

Als Restenose wird eine Malanpassungsreaktion nach intravaskularem Eingriff
bezeichnet, welche sich in einer Verringerung um mehr als 50 % des
betroffenen GefalRes oder mehr als 30 % Rlckgang des Lumens, ausgehend
vom ersten erfolgreichen Ergebnis, zeigt.?**®” Der Auspragungsgrad ist je nach
Revaskularisierungstechnik, wie Angioplastie, Stentimplantation, Atherektomie
und intravaskularer Beta- oder Gammabestrahlung unterschiedlich. Verzdgerter
Verlust des Gefalddurchmessers nach minimal invasiver endovaskularer
Intervention ist gewohnlicherweise das Resultat dreier verschiedener Vorgange:

frihe elastische Ruckstellkrafte (elastic recoil), spate Umbauprozesse in der
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GefaRwand (negative remodelling) und neointimale Hyperplasie.”® Elemente
wie Blutplattchen und Entzindungszellen spielen eine wichtige Rolle in der
Steuerung des natlrlichen Heilungsprozesses.

Exzessive EntziUndung sowie extrazellulare Matrixumbildung der Media und
Adventita werden als bedeutsame  Faktoren der verengenden
GefaRdeformation nach Ballonangioplastie betrachtet.”®  Studien  mit
intravaskularem Ultraschall (IVUS) haben demonstriert, dass Stents elastic
recoil und negatives remodelling reduzieren,’® teilweise sogar eliminieren.®® Der
Stent als Fremdkorper verschlimmert jedoch die Entzindung und ist mit starker
neointimaler Hyperplasie vergesellschaftet,®*"
Stent Restenose (ISR) gilt.

Das Risiko der ISR wird durch zahlreiche Faktoren wie Diabetes, friher

welche als Hauptursache fur In-

aufgetretene Restenosen, genetischen Faktoren und prozedural bezogenen
Variablen wie Gefal’typ, Anzahl der Stents, Lange und Durchmesser der
Stents, usw. erhdht.?%'% In IVUS Studien wurde beschrieben, dass der Prozess
der ISR seinen Hohepunkt um den dritten Monat zeigt und ein Plateau
zwischen dem dritten und sechsten Monat nach der Intervention erreicht.®® Aus
diesem Versuch liegen Ergebnisse der Langzeitgruppe nur bis sechs Wochen
nach Intervention vor. Das Versuchsende hat laut diesen Studien vor dem

Hoéhepunkt im Prozess der ISR statt gefunden.

4.2.5 Therapieansatze zur Pravention der Restenose und In-Stent
Restenose

In der Vergangenheit wurden verschiedene Techniken zur Pravention der
Restenose entwickelt, dabei sind zwei wichtige Ansatze entstanden:
mechanisch und pharmakologisch.®” Die mechanischen Techniken wie
Dilatation, Rotationsangiographie, Atherektomie, Laserangiographie und Stent
vergroRern das Lumen im Gefald. Der pharmakologische Ansatz basiert auf die
im Korper ablaufenden biologischen Reaktionen auf die Gefallverletzung durch
PTA und Abwehrreaktionen auf den Stent.

Die PTA hat aufgrund ihrer relativ einfachen technischen Durchfuhrbarkeit eine

grolde Verbreitung gefunden. Die Methode flihrt aber Uber die Denudation zu
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Endothelverletzung mit nachfolgender konsekutiver Proliferation und Migration
der glatten Muskelzellen. Elastic recoil und vascular remodelling begunstigen
eine  Restenosebildung. Laserangioplastie, Rotationsangioplastie oder
Atherektomie konnten langfristig keine zufriedenstellenden Ergebnisse liefern.
Wiederholte PTA, Rotationsangioplastie und Laserangioplastie rufen extrem
hohe re-Restenoseraten von 30-80 % hervor.”*"°

Gegenuber den genannten Methoden kdénnen nur Stents die Restenoserate
signifikant reduzieren.®” Der groRRe Vorteil von Stents ist ihre Formstabilitat.
Hiermit sind im Vergleich zur Ballonangioplastie bereits zwei Ursachen der
Restenose ausgeschlossen. Elastic recoil und vascular remodelling sind bei
Stents unbekannt. Nach Stentimplantation wird eine Reihe von Mechanismen
ausgelost. Diese beginnen mit Platichen- und Leukozytenablagerung, gefolgt
von Proliferation der glatten Muskelzellen, Migration und Produktion von
extrazellularer Matrix und enden im Produkt der Neointima, einer Schicht aus
wachsendem Gewebe im Stent™ die auch im vorliegenden Versuch zu
beobachten war.

Eine attraktive Methode ist die systemische Gabe von Pharmaka, welche die
Proliferation und Einwanderung glatter Muskelzellen hemmt. In den 80-er
Jahren konnten viele Medikamente den Beweis fur die Senkung der
Restenoserate nicht erbringen. Grinde hierfir waren zu niedrige Dosierung,

478 \welche fir eine

inadaquate Kinetik und systemische Nebenwirkungen,
lokale Applikation sprechen wurden. Antikoagulantien wie Warfarin oder
Heparin, Thrombozytenaggregationshemmer wie Aspirin oder Ticlopidin,
Glykoprotein IlIb/Illa-Antagonisten, Steroide und ACE-Inhibitoren haben die
Revaskularisierungsraten nicht grundlegend verandert. Viele Ergebnisse in
klinischen Studien waren im Gegensatz zu experimentellen Daten
enttauschend.®'®! Der signifikante Effekt auf die Reduzierung der Restenose
in der EPIC-Studie’® mit Glykoprotein IIb/Illa-Antagonisten konnte in
EPILOG™ und ERASERY nicht bestitigt werden. Antiproliferative
Medikamente wie z.B. Colchizin hemmen die Restenose in Experimenten,

weisen in der Klinik aber keinen Vorteil auf.
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Die lokale Applikation von Medikamenten dber Hydrogel beschichtete
Ballonkatheter oder porose Katheter wurde Mitte der 90-er entwickelt. Ziel war
eine lokale Substanzfreisetzung direkt ins Gefall so dass Wirkstoffe direkt an
den bendtigten Ort gebracht werden und eine hohe lokale Konzentration
aufweisen, ohne systemische Komplikationen zu verursachen. Aufgrund von
starker Abhangigkeit der pharmakologischen Bedingungen resultieren grofde
Unterschiede zwischen den Substanzen im Hinblick auf Medikamentenverbleib
und -konzentrationen in der GefaBwand. Ein weiteres Problem stellt die lokale
Injektion an sich dar. Sie ist eine Verletzung der GefaRwand und kann eine
Restenose verursachen.’®

Die kathetergestltzte Brachytherapie hat antiproliferative und antimigrative
Eigenschaften. Sie kann die Kolonisation von Myoblasten und die
Thrombusformation  verhindern.'®  Allerdings kann eine gleichmaRige
Bestrahlung aller Gefaldabschnitte nicht immer erreicht werden. Bei zu grol3er
Dosisleistung kann ein strahleninduziertes GefalRtrauma entstehen oder sogar
Ischamien. Eine Weiterentwicklung dieser Methode ist die Kombination der
Brachytherapie mit einem Stent. Bei der intravaskularen Bestrahlung mittels
Stent werden Beta- und Gammastrahler verwendet. Diese Kombination gilt
derzeit als Standardtherapie der In-Stent Restenose.”®’88%1%% Der Benefit
dieser Methode auf die Hemmung der Restenoseentwicklung wird durch
Ereignisse wie das Auftreten verzogerter Thrombosen, trotz langer (mindestens
uber ein Jahr) antithrombotischer Therapie, Aktivitatsverlust des Strahlers und
Stenosen vor allem im Bereich der Stentenden, auch ,candy-wrapper Effekt*

genannt, limitiert,”#96:165-171

Aus allen den genannten Ansatzen und weiter entwickelten Techniken zur
Pravention der Restenose bzw. In-Stent Restenose ist eine neue Idee
entstanden: der Drug-eluting Stent (DES), der in Kapitel 4.2.6.4 erklart wird.

Diese Methode bietet eine mechanische und biologische Losung des Problems
der ISR. Der Stent stellt eine Gefal3stutze dar, wirkt gegen elastic recoil und
remodelling. Die biologische Losung liegt darin, dass der Stent selbst Trager
des Medikamentes ist.**®" In unserem Versuch haben wir uns fiir diese

vielversprechende Technik entschieden.
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426 Material

4.2.6.1 Wahl des Stents

Als Stents wurden sterile ballonexpandierbare, aus einem biokompatiblen
rostfreiem Stahlgeflecht bestehende Gefalistitzen (Jostent peripheral®) von
der Firma Jomed International AG benutzt. Sie weisen eine longitudinale
Flexibilitat und radiale Widerstandkraft nach der Freisetzung im Gefal} auf und
werden in der Humanmedizin als bleibende Stitze in stenotische
GefalRabschnitte eingesetzt. Sie stellen einen permanenten Fremdkoérper dar,
welcher im menschlichen Organismus eine Abwehrreaktion hervorruft. Der in
das Gefaly plazierte Stent ruft eine Wandverletzung hervor, die Starke bzw.
Tiefe dieser Schadigung korreliert mit der darauffolgenden entzindlichen
Antwort.”® In Studien wurden Einflussfaktoren wie offenes, intermediares oder
geschlossenes Stentdesign untersucht, die Anordnung und Dicke der Streben,
Flexibilitat des Stents, wie auch das Material. Es wurden Effekte hinsichtlich der
Restenoserate gefunden.”™ Um eine Fremdkérperreaktion weitgehend zu
vermeiden, werden bei der Herstellung spezielle Stentdesigns und
Verarbeitungstechniken angewandt. Der Jostent peripheral® hat ein
geschlossenes Stentdesign, das sich bei Biegung in bestimmten Zonen nicht
verandert. Somit ist ein guter Flow bei gleichbleibender oberflachlicher Schicht
garantiert, woraus eine grolere Lumenzirkulation durch geringere Neubildung
von Gewebe im Stent resultiert. Die Offnungen zwischen den Streben des
Stents, sogenanntes ,slotted tube” Design, sind wichtig fur die Freisetzung des
im Tragerprotein gebundenen Medikaments.

Die besondere Endverarbeitung stellt eine sehr glatte Stentoberflache her, um
modglichst geringe Widerstandskrafte und thrombogene Flachen zu bieten. Tepe
et al."”? beschrieben eine groRe Varianz im Bezug auf die Thrombogenitét von
Stents. Es wurden Modelle verschiedener Firmen verglichen und zusatzlich
noch die Technik zur Herstellung glatter Oberflachen getestet, das
,electropolishing®. Durch dieses Verfahren konnte die Thrombogenitat der

Stents im Vergleich zu den unbehandelten Stents weiter reduziert werden.
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Obwohl der von uns eingesetzte Stent viele der in Studien%%%%¢

geforderten
Kriterien eines ,optimalen® Stents erfullt, um das Auftreten von
Abwehrreaktionen, Entziindung und In-Stent Restenose zu vermeiden, gibt es
noch keinen perfekten Stent. Es missen Aspekte wie z.B. Gefallgrofle oder Ort
der Stenose berucksichtigt werden. Weiterhin bleibt die Optimierung der Stents
ein Kompromiss zwischen akuter Funktionalitat und langfristiger Stabilitat.

Mdgliche Alternativen zu dem von uns verwendeten ballonexpandierbaren Stent
sind selbstexpandierbare Stents oder sogenannte biodegradable Stents, welche
sich im Laufe der Zeit auflosen. Sie sollen die chronische Entzindungsantwort
des GefiaRes nach Stentimplantation verhindern."® Tsuji et al.'™
veroffentlichten Ergebnisse eines biodegradablen Stents aus Poly-I-lactic acid
(PLLA) Monofilament. Im Schweinemodell konnte nach Implantation des Igaki-
Tamai Stents® keine Entzindung und nur minimale Neointima festgestellt
werden. Im Anschluss an diese experimentelle Studie wurden in einer
Klinischen die Biokompatibilitat und die Wirksamkeit des Stents bestatigt. Trotz
ermutigender Ergebnisse stellen diese Stents im Moment noch keine echte

Alternative zur Behandlung atherosklerotisch verengter Gefal3e dar.

4.2.6.2 In der Forschung verwendete Beschichtungsarten

Die heutzutage in der Praxis eingesetzten Stents erhéhen die proliferative
Komponente der Restenose, 16sen eine Abwehrreaktion aus und nachfolgend
eine Entzindung. Die Beschichtung der Stents modifiziert einerseits die
Oberflache und soll eine Verbesserung der biophysikalischen Eigenschaften
bewirken. Andererseits dient sie als Trager fur den Medikamententransport mit
verschiedenen Freisetzungseigenschaften beim Drug-eluting Stent.”>”® Die
ersten Beschichtungen als Reservoir fur den Medikamententransport waren
Fibrin- oder Polymerbeschichtungen. Viele der in den 90-er Jahren
verwendeten Polymermaterialien |0sten eine starke Entzindungsreaktion aus
und machten den Effekt von Medikamenten zunichte.'%'%%175176 pgly.(n)-
butylmethacrylat und Poly-ethylen-vinylacetat sind neuere
Polymerbeschichtungen, die nur minimal nachteilige Effekte im Hinblick auf eine

Entzindung aufweisen."””” Andere Stoffe die zur Verdnderung der
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Stentoberflache fuhren, mit dem Ziel die intimale Hyperplasie zu hemmen, sind
Keramik, Polymer und antithrombogene Wirkstoffe (Heparin, Phosphorylcholin,
Hirudin)."® Mit der Zeit entwickelten sich weitere Konzepte als Trager fiir
Substanzen. Eines davon ist das direkte Auftragen der Substanz auf den Stent
ohne ein Polymer. Hierbei fehlen aber die Speicherungs- und
Freisetzungseigenschaften der unterschiedlichen Tragersubstanzen. Die
kontrollierte Abgabe des Medikamentes Uber slow release ist nicht mdglich.
Eine andere Idee, Tragersubstanz und Medikament zu vereinen, ist den Stent
mit einer sehr dinnen Schicht (10 ym) aus nicht erodierbarem Methacrylat und
Ethylen-gestiitztem Co-Polymer zu umhiillen.”” Das sogenannte Dip-Verfahren

kann mit Polymer wie auch nur mit dem Medikament angewendet werden.

Ein Problem der genannten Techniken ist die unzureichende
Medikamentenkonzentration. Umso bedeutsamer wird die Abgabeeigenschaft
des Tragers (slow, intermediate oder fast). Die Sicherheit und der Wirkungsgrad
des Systems sind abhangig von der Kombination aus Polymer, Medikament
und Freisetzungskinetik. Ein aktueller Losungsansatz, um alle Bedingungen
moglichst gut zu erfullen, sind neuartige Polymer- und Hydrogelbeschichtungen
oder mit Karbon beschichtete Stents. Tomai et al. veroffentlichte 2003
Ergebnisse einer Studie Uber den Effekt von Karbonbeschichteten Stents auf
Entzindungsmarker, Thrombinproduktion, Blutplattchen und
Endothelaktivierung im  Vergleich zu unbeschichteten Stents. Die
entsprechenden Marker zeigten keinen Unterschied im Anstieg zwischen
beschichtetem und unbeschichtetem Stent. Die Karbonbeschichtung beeinflusst
die biologische Antwort der GefalBwand auf die Stentimplantation nicht negativ.
Sie zeichnet sich durch hohe Thromboresistenz und exzellente Biokompatibilitat

aus.”’

4.2.6.3 Wahl der Beschichtung

In unserem Versuch wurde von einem Beschichtungsverfahren Gebrauch
gemacht, das speziell fur den Drug Release eingesetzt wird. Wie schon in

Kapitel 2.2.3 erwahnt, wurden Peptidsequenzen mit einer Grole
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<20 Aminosauren verwendet. In einem Flussmodell konnte bereits
nachgewiesen werden, dass der Stent erfolgreich mit dem C1-Esteraseinhibitor
dotiert werden konnte und die Beschichtung im Blutfluss nicht von der
Stentoberflache abgewaschen wurde. Die eigentliche Beschichtung der Stents
erfolgte im sogenannten Dipping- (Eintauch-) Verfahren. Zur Herstellung der
Dipping-Losung wurden 500 ug C1-Peptid in Pulverform in 2 ml 10%iger
wassriger PVP K 90-Losung gegeben. Dies erhoht die Plasmahalbwertszeit wie
Kaneda et al. gezeigt haben.""®

In diese so vorbereitete Beschichtungslésung wurde der Stent ca. 3 Sekunden
eingetaucht, dann bei 37 °C drei Stunden lang getrocknet. Anschliel3end
bestrahlte man den Stent jeweils von der Vorder- und Hinterseite zwei Minuten
lang mit UV-Licht, was eine Photopolymerisation des Hydrogels ausléste. Durch
diese Art der Behandlung vernetzen sich die einzelnen 90 kDa-Bausteine des
PVP zu einem groBen Netz, was einen einigermallen einheitlichen
Beschichtungsfilm Uber den gesamten Stent hinweg gewahrleisten soll.

Der Beschichtungssubstanz kommt eine besondere Bedeutung zu. Wie schon
in 4.2.6.2 erlautert soll sie ein Anhaften des Medikaments an den Stent
bewirken. Die von uns benutzte Tragersubstanz war ein Hydrogel
(Polyvinylpyrrolidone = PVP), welches in verschiedenen Bereichen der Technik
und Medizin seit Jahren angewandt wird. Das Hydrogel bietet dem Medikament
eine Plattform und bewirkt ein Anheften an den Stent. DarlUber hinaus dient die
Substanz als Reservoir und verhindert ein Abwaschen oder zu schnelle Abgabe
des Wirkstoffes. Der enzymatische Abbau des Hydrogels fuhrt zu einer
langsamen Freisetzung des Medikaments (slow drug release).'’®""® Nach der
Stentimplantation setzt das Polymer bei 37 °C die Substanz in den ersten
24 Stunden zu 90 % in das umgebende Gewebe frei.'?%'?!

Die Anwendung der Polyvinylpyrrolidone-Beschichtung sollte erstens die
Thrombogenitat des Stents herabsetzen und somit die UberschieRende Antwort
des menschlichen Organismus auf einen Fremdkoérper bremsen. Zweitens sollte
durch diese spezielle Beschichtungstechnik ein Verlust des Medikaments vor
der Expansion des Stents verhindert und uUber das Hydrogel eine langsame,

kontinuierliche Abgabe des Wirkstoffes garantiert werden.
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4.2.6.4 Drug-eluting Stent (DES)

Die lokale Applikation immunsuppressiver bzw. antiproliferativer Wirkstoffe
durch medikamentenbeschichtete Stents ist eine Technologie zur Inhibierung
postinterventioneller In-Stent Restenosen. Der Stent als Gefal3stutze dient der
Stabilisierung des Lumens, verhindert elastic recoil und negative remodelling.
Die Beschichtung des Stents in Kombination mit einem Medikament soll die
naturlichen Mechanismen in der Gefallwand positiv beeinflussen und Faktoren
wie Entzindung, Abwehrreaktion oder Zellproliferation vermeiden. Es wird eine
hohe lokale Wirkstoffkonzentration erreicht, ohne dass verlangerte systemisch
wirksame Medikamentenspiegel auftreten, die unerwlinschte Nebenwirkungen
auslésen konnten.”>*'®" Durch die Freisetzungseigenschaften des Tragers
wird das Medikament gleichmafig und langsam abgegeben, es kann lokal ein
wirksamer Medikamentenspiegel erreicht werden. Die Wirksamkeit ist abhangig
vom Stent, Material, Beschichtung, Release und letztendlich auch vom
Medikament.

Der DES konnte eine Therapie sein um die In-Stent Restenose in de Novo
Lasionen zu verhindern. Allerdings differieren derzeit die Wirksamkeit und

Sicherheit unterschiedlicher Beschichtungen und Medikamente.'®%°

4.2.6.5 In der Forschung verwendete Medikamente fur DES

Die Suche nach dem idealen Medikament zur Verhinderung der In-Stent
Restenose ist zur Zeit Gegenstand vieler Experimente. Welche
Voraussetzungen muss diese Substanz erfullen? Sie soll die Einwanderung der
glatten Muskelzellen hemmen und die Proliferation von lokalen anti-

entzindlichen Effekten férdern, dabei keine schwere Zytotoxizitat entwickeln.

Zwei erfolgsversprechende Medikamente sind Sirolimus und Paclitaxel. Beide

Substanzen waren bisher in der Klinik am erfolgreichsten.

Sirolimus (Rapamycin), ein naturliches makrozyklisches Lakton, ist eine potente
immunsupprimierende Substanz mit antientzindlichen sowie antiproliferativen
Eigenschaften. Es handelt sich dabei um ein hydrophobes Medikament,

welches eine geringe Léslichkeit in wassrigen Medien aufweist.”>"°" Wegen
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seiner guten Fettloslichkeit kann es Zellmembranen leicht passieren, verteilt
sich gut im Gewebe und bewirkt gleichzeitig eine verlangerte Speicherung im
arteriellen Gewebe.'' Es hemmte in vitro die Proliferation glatter

Muskelzellen®%1%°

und bewirkte in Tiermodellen eine Verringerung der
IntimagroRe kiinstlich verletzter GefaRe.**'°'1%2 Die erste klinische Studie mit
einem Sirolimus beschichteten Stent wurde von Sousa et al. 2001 in Sao Paulo
durchgefuhrt. Untersuchungen nach vier und sechs Monaten zeigten keine ISR
und keinen edge-effect. Ein Jahr post interventionem wurde per intravaskularen
Ultraschall und Angiographie nachuntersucht, dabei nur minimale neointimale
Hyperplasie und keinen Fall von MACE dokumentiert.”*"®

Bei Paclitaxel (Taxol) handelt es sich ebenfalls um eine antineoplastische
Substanz mit stark lipophilen und wenig hydrophilen Eigenschaften. Diese
Merkmale machen es zu einem exzellenten Mittel fur lokale
Medikamentenapplikation durch einen Stent und prolongierter Speicherung in
atherosklerotisch veranderten Gefallen. Mit diesem Medikament durchgefuhrte
in vitro Studien zeigten eine Hemmung der Migration und Proliferation glatter
Gefalmuskelzellen.'031%°

Park et al. bestatigte 2003 in seiner klinischen Studie zahlreiche Ergebnisse
vorangegangener Studien. Bei den Paclitaxel beschichteten Stents war nach
sechs Monaten die Proliferation und Migration der glatten Muskelzellen
wesentlich geringer als bei den unbeschichteten Kontrollstents. Eine
dosisabhangige Reduktion der intimalen Hyperplasie konnte ebenfalls
festgestellt werden.'®

Einige Medikamente zeigten verschiedene unglnstige Effekte wie verzogerte
Thrombose, spatere Restenose oder Aneurysmabildung. Actinomycin D
(ACTION), eine zytotoxisch wirkende Substanz, welche die DNA-Kette
unterbricht, wies im Menschen andere Grenzen von lokaler oder systemischer
Toxizitdt auf als im Experiment. Ahnliche Beobachtungen wurden auch bei
Methylprednisolon gemacht. Weitere Wirkstoffe werden erprobt um eventuell
als ideales Medikament gegen die In-Stent Restenose zu fungieren, z.B.

Kortikosteroide als antientztindliche Medikamente, Batimastat als
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metalloproteinase Inhibitoren (BRILLIANT), Dexamethason (DELIVER,
STRIDE) oder Tacrolimus (PRESENT, EVIDENT).

Tsuji et al. machte Versuche mit Transilast als Medikament fur einen DES.
Transilast ist eine antiallergene, zytostatisch wirkende Substanz, welche die
Proliferation und Migration der glatten Muskelzellen Uber PDGF (platelet-
derived growth factor) und TGF-B1 (transforming growth factor-f1) in der
GO0/G1-Phase des Zellzyklus hemmt. Transilast verminderte die intimale
Hyperplasie im Kaninchenmodell nach PTA und im Schweinemodell nach PTA
und Stentimplantation signifikant."”* Resultate aus derzeitigen Versuchen
werden zeigen, ob Transilast die Erwartungen an ein gutes Medikament flr
DES erflllt.

Trotz zahlreich durchgeflihrter Studien mit verschiedenen Beschichtungen und
Medikamenten hat sich bis jetzt noch keine Beschichtungstechnik oder
Medikament definitiv gegenuber anderen Verfahren durchsetzen kdnnen. Bis
heute liegen hauptsachlich nur Ergebnisse von Studien mit kleinen Fallzahlen,
kurzen Nachuntersuchungszeitrdumen und eher einfachen Lasionen vor. Die
bislang guten Ergebnisse miussen auch unter dem Aspekt, ob Drug-eluting
Stents die In-Stent Restenose eventuell nur hinauszogern, eingeschrankt
werden. Interessant waren  Ergebnisse mit groen  Fallzahlen,
Langzeitbeobachtungen, komplexeren Lasionen und Ergebnisse von
Risikopatienten, welche z.B. Diabetes haben. Unter diesen Gesichtspunkten
haben bereits Studien begonnen bzw. sind geplant: ARTS 11, DECODE, TAVUS

IV, SVELTE, TROPICAL, usw.

Um in unserem Versuch ein Risikoprofil zu bekommen, sind die Kaninchen vier
Wochen lang mit einer Cholesterindiat vor der Intervention ernahrt worden.
Durch den erhdhten Cholesteringehalt im Blut pragt sich die intimale
Hyperplasie verstarkt aus und ein atherosklerotischer Zustand im Gefald wird
hergestellt. Dies ist naturlich nur eine Erkrankung im breiten Spektrum der
maoglichen Risiken. Wir haben in unserem Versuch mit nur einer provozierten

Risikoerkrankung gearbeitet, da bei zu vielen Erkrankungen zum selben
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Zeitpunkt die Grinde und auslosende Mechanismen fur Effekte bzw. nicht

eintretende Verbesserungen nicht mehr nachvollziehbar waren.

4.2.7 Wahl des Medikamentes, Einfluss des Cl-Inhibitor auf die
Entziindung und Restenoseentwicklung

Seit einigen Jahren gilt die Inflammation als wesentlich pathogenetischer Faktor
fir die Ausbildung einer In-Stent Restenose.'® Es wurde eine Korrelation
zwischen Entzindung, GefalRschadigung und intimaler Hyperplasie festgestelit.
Bei der Wahl des Medikaments sollte auf entzindungshemmende
Eigenschaften geachtet werden.

Ziel unserer Beschichtungsmethode war es, durch eine Modifizierung der
Stentoberflache das nach Stentimplantation ablaufende komplexe Geschehen
zu Dbeeinflussen. Die entstehende Entziindungsreaktion sollte durch
Unterbrechung der Komplementkaskade verhindert oder zumindest gehemmt
werden und daraus eine geringere proliferative GefalRantwort resultieren.

Das Komplementsystem ist Teil des Immunsystems und bildet eine
unspezifische Abwehr gegen in den Koérper eingedrungene Mikroorganismen
und fremde Pathogene und steht auch mit dem spezifischen Immunsystem in
Wechselwirkung.'®'®2 Es besteht aus rund 20 verschiedenen Proteinasen, den
Komplementfaktoren, die hauptsachlich im Blutplasma, aber auch anderen
Korperflussigkeiten vorkommen. Diese Faktoren bilden zwei miteinander
verbundene Enzymkaskaden, die als klassischer und alternativer Reaktionsweg
bezeichnet werden, wie in Abbildung 1 dargestellt.

Beim klassischen Aktivierungsweg beginnt die Kaskade lokal und wird durch
Antigen-Antikorper-Komplexe in Gang gesetzt. C1 bindet an mehrere IgG- oder
einen pentameren IgM-AntikOrper, sofern diese membrangebunden in Form
eines solchen Komplexes vorliegen, und wird dadurch aktiviert. In Verbindung
mit den Faktoren C4 und C2 bildet sich anschlielend aus aktiviertem C1 in
einer kaskadenartigen Reaktion die Konvertase des klassischen Weges, welche
C3 in C3a und C3b spaltet.

Beim alternativen Reaktionsweg erfolgt eine unspezifische Aktivierung des

Systems an der Oberflache von Fremdkdorpern (z.B. Lipopolysaccharid) oder
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durch C-reaktives Protein. C3 reagiert daraufhin mit den Faktoren B und D
sowie Properdin, wobei es zur Bildung der Konvertase des alternativen Weges
kommt und schlielllich zu der Spaltung des Komplement-Faktors C3 fuhrt.
Dieser zerfallt in zwei Komponenten unterschiedlicher Wirkung. Das kleinere
Spaltprodukt C3a fordert zusammen mit den Faktoren C4a und Cb5a die
Entziindungsantwort durch Anlocken von Leukozyten und Mastzellen.'®8
Damit wirkt das Komplementsystem nicht nur als humorales Abwehrsystem,
sondern zusatzlich auch als Vermittler der zellularen Abwehr. Das groRere
Spaltprodukt C3b bindet dagegen kovalent auf der Oberflache der attackierten
Zelle und setzt eine erneute Reaktionskette in Gang. Die Komponenten C5-C8
polymerisieren mit C9 und erzeugen schliellich einen roéhrenférmigen
Proteinkanal in der Zellmembran, welcher zur vollstandigen Auflésung der
attackierten Zelle fiihrt."®%%°

Zusatzlich zu den Dbereits beschriebenen Funktionen besitzt das
Komplementsystem noch zahlreiche Interaktionen mit anderen Systemen des
Blutes. So gibt es beispielsweise Wechselwirkungen zwischen den Initialphasen
der klassischen Komplementaktivierung (C1) und dem Kontaktphasensystem
der Blutgerinnung (Faktor XII-Kallikrein-Kinin-System) sowie dem
Schlusselenzym der Fibrinolyse (Plasmin). Ferner fuhrt auch die Aktivierung
von Leukozyten zur Aktivierung des Gerinnungs- und Kontaktphasensystems,
die ihrerseits wieder in positiver Ruckkopplung das Komplementsystem
stimulieren.

Der C1-Esterase-Inhibitor ist ein  Plasmaglykoprotein mit einem
Molekulargewicht von 105 kD und einem Kohlehydrat-Anteil von 40 %. Seine
Konzentration im menschlichen Plasma betragt ca. 240 mg/l. AuRBer dem
menschlichen Plasma, enthalten auch Placenta, Leberzellen, Monozyten und
Thrombozyten C1-Esterase-Inhibitor.

Wie schon bereits dargestellt, gehdért der C1-Inhibitor zu dem naturlichen
Regulationssystem des Organismus und Ubt auf die sich sonst unkontrollierbar
steigernde Reaktionskaskade eine wichtige hemmende Funktion aus. Der C1-
Esterase-Inhibitor gehodrt zu dem Serin-Protease-Inhibitor-(Serpin)-System des

menschlichen Plasmas. Unter physiologischen Bedingungen hemmt C1-
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Esterase-Inhibitor  den klassischen Weg der  Aktivierung der
Komplementkaskade  durch  Inaktivierung der enzymatisch  aktiven
Komponenten C1s und C1r. Die aktiven Enzyme bilden einen Komplex mit dem
Inhibitor in einem Verhaltnis von 1:1. Auerdem ist C1-Esterase-Inhibitor der
wichtigste Inhibitor der Kontaktaktivierung, indem er Faktor Xlla und seine
Fragmente hemmt. Neben Alpha-2-Macroglobulin ist er ebenfalls der wichtigste
Inhibitor des plasmatischen Kallikreins'"® und vermag sowohl 90 % des o- und
B-F XlIa sowie 80 % des freien Kallikreins durch Komplexierung zu inaktivieren
Die Generierung dieser beiden Serinproteasen stellt das initiale Ereignis beim
Kontakt des Blutes mit einer Fremdoberflache dar. lhre zentrale Bedeutung
resultiert aus ihrer Fahigkeit, sowohl intrinsische Gerinnung, Fibrinolyse,
Komplementkaskade und Bradykinin aktivieren zu konnen, als auch aus
Granulozyten einen Elastase-Release zu bewirken. Sobald Blut in Kontakt mit
negativ geladenen Oberflachen kommt, zerfallt Faktor XII, der inaktiv mit
Prakallikrein und High-Molecular-Weight-Kininogen (HMWK) komplexiert
vorliegt, in seine Fragmente o-und [-Faktor XIla, die wiederum zu einer
Aktivierung des gesamten Kontaktaktivierungssystems fuhren. B-Faktor XlIla
wandelt das Zymogen Prakallikrein in seine aktive Form Kallikrein um, welches
vasodilatatorisch wirkendes Bradykinin von HMWK abspaltet.'"

Durch Interaktion von a-F XIla mit der Aktivierung des Faktors XI und damit mit
dem intrinsischen Gerinnungssystem vermag der C1-Inhibitor auch die
Thrombin-Generierung und anschliel3ende Fibrinpolymerisation zu hemmen. Da
die Kontaktphasenaktivierung das initiale Ereignis beim Kontakt von Blut mit
unphysiologischen Oberflachen ist, konnte eine C1-Inhibitor-Beschichtung die

Hamokompatibilitat einer Fremdoberflache verbessern.

Der Ansatz im vorliegenden Experiment beruht auf einer niedrigen Dosierung
des Medikaments am Wirkort, im Gegensatz zu den vielen anderen benutzten
Substanzen (siehe Kapitel 4.2.6.5), die eine hohe Dosis im Gefald zum Ziel
hatten. Bei dem hier verwendeten C1-Esteraseinhibitor handelt es sich um
einen untoxischen Stoff, der keine Langzeitkomplikationen erwarten lasst. Es

wurde eine schnelle Heilung des verletzten GefalRes wie auch eine
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Verringerung der Fremdkorperreaktion auf die Stentstreben angestrebt. Mit der
Beschichtung des Stents sollte die Stentoberflache verbessert werden, um
Abwehrreaktionen gering zu halten. Der C1-Esteraseinhibitor wurde mit dem
Ziel eingesetzt, die Komplementkaskade gleich zu Beginn zu unterbrechen wie
auch in andere Systeme einzugreifen, damit Folgeschaden zu verhindern und
nicht erst nach deren Auftreten zu therapieren. Mit nur einer Substanz kdnnen
mehrere Kaskaden unterbrochen werden, die zu einer Entzindung fuhren

kénnen und letztendlich die In-Stent Restenose beglinstigen wurden.

Die Ergebnisse in diesem Experiment haben die Theorie der Unterbrechung
komplexer Mechanismen mit dem C1-Esteraseinhibitor gezeigt. Im Vergleich zu
anderen Substanzen wie Sirolimus und Taxol waren die Effekte aber eher
gering. Bei vielen Parametern konnten keine Signifikanzen nachgewiesen
werden, somit ist es fraglich ob der C1-Esterase-Inhibitor als alleinige Substanz
tatsachlich klinische Relevanz hat. Es ware noch interessant die Auswirkungen
einer niedrigeren bzw. hdheren Dosis zu untersuchen und zu sehen, ob sich
unter sonst gleichen Bedingungen bessere oder gar schlechtere Ergebnisse
zeigen. Die exakte Konzentration der Substanz pro mm? wurde in dieser Studie
nicht berechnet. Die Konzentration von 500ug C1-Peptid in der
Beschichtungslésung gilt als ausreichend fiir die lokale Anwendung.'?%1?®

In unserem Versuch wurde nur eine Seite des Komplementsystems
unterbrochen. Bessere Ergebnisse konnte man erhoffen, wenn der klassische
und alternative Weg (gleichzeitig unterbrochen werden. In einem
Nachfolgeexperiment wird genau dieser Ansatz mit einer Kombination aus C1
und C3-Inhibitor untersucht. Das Komplementsystem ist allerdings nur ein Teil
der Entzindung und In-Stent Restenose auslésenden Mechanismen und nach
den Ergebnissen dieser Studie zu urteilen nicht das System, um den
Haupteffekt zu erreichen, namlich eine Entzindung und die In-Stent Restenose

zu verhindern.
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4.3 Bewertung der eigenen Ergebnisse

431 Gesamtcholesterin im Plasma

Zum Zeitpunkt der Operation traten zwischen den Gruppen deutliche
Unterschiede hinsichtlich der Cholesterinkonzentration auf, trotzdem war die
spatere PlaquegrofRe in unserem Versuch davon unabhangig. In unserem
Versuch wurde die Cholesterinkonzentration erst nach der 28-tagigen
Cholesterindiat bestimmt. Somit ist keine Aussage Uber den Anstieg der
Konzentration madglich. Die Unterschiede zwischen den Gruppen hinsichtlich
der Cholesterinkonzentration konnten aus einem unterschiedlich schnellen
Anstieg wahrend der Diat resultieren. Es konnte im vorliegenden Versuch zu
keinem Zeitpunkt eine Korrelation zwischen der Cholesterinkonzentration und

der PlaquegrofRe erfasst werden.

4.3.2 Morphometrische und immunhistochemische Ergebnisse

Nach Ballonangioplastie reagiert das Gefald mit Umbauprozessen der
GefalRwand (remodelling), elastischen Ruckstellkraften (elastic recoil) und mit
Intimaproliferation auf die GefalRverletzung. Diese Mechanismen fuhren zur
Restenose. Bei der Stentimplantation wird eine Einengung des Lumens durch
remodelling und elastic recoil verhindert, somit ist fur das Auftreten einer In-
Stent Restenose die Intimaproliferation ausschlaggebend.*%®741%% \vjie schon
in Kapitel 4.2.5 und 4.2.6.4 beschrieben, gibt es viele Ansatze die Restenose
nach PTA und die In-Stent Restenose nach Stentimplantation zu verringern.
Eine dieser Mdglichkeiten ist Gber den Drug-eluting Stent. Mehrere Studien mit
unterschiedlichen Medikamentenbeschichtungen konnten eine Verringerung der
Neointima im Tierversuch aufzeigen, wobei in klinischen Versuchen diese

positiven Resultate nicht immer bestatigt werden konnten.'0%:160:177:187-189

Im vorliegenden Fall ist es nicht gelungen, durch die gewahlte Beschichtung in
der C1-Gruppe eine signifikante Verringerung der Intimaflache gegenuber der
Kontrollgruppe zu erreichen. Zu allen Zeitpunkten war die Intimaflache in der

C1-Gruppe nur geringfugig kleiner gegenuber der Kontrollgruppe. Dieses
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Ergebnis kdonnte an einer unzureichenden Dosierung, mangelnde Freisetzung
oder zu geringen Wirkung des C1-Esteraseinhibitors liegen. Im vorliegenden
Versuch wurden keine Medikamentenkonzentrationen zu den verschiedenen
Zeitpunkten bestimmt. Um eine Aussage Uber Grinde der nicht-signifikanten
Verringerung der Intimaflache in der C1-Gruppe gegenuber der Kontrollgruppe
machen zu kdnnen, waren diese Messungen notwendig gewesen. Mit Hilfe
einer anderen Tragersubstanz hatte eventuell ein besseres Resultat erreicht
werden konnen. Eine zweite  Kontrollgruppe mit  einer reinen
Hydrogelbeschichtung ohne C1-Inhibitor fehlte in unserem Versuch. In einem
Nachfolgeprojekt zeigte sich, dass die Hydrogelbeschichtung eine wesentlich
starkere Intimaproliferation auslost als ein unbeschichteter Stent oder ein Stent

mit Hydrogelbeschichtung und Medikament.

Der Stent stellt einen Fremdkorper dar, worauf das Gefal® mit einer starkeren
Intimaproliferation (Abbildung 6) reagiert als auf alleinige Ballondilatation. Nach
2 Tagen war die Plaqueflache der Ko-Tiere (34,3 = 17,1 um?) signifikant (p
<0,05) grolRer im Vergleich zu den Ao-Tieren (6,5 + 5,1 um?). Bei den 6-
Wochentieren ist es ebenfalls zu einer deutlichen intimalen Hyperplasie
gekommen. Dabei fiel diese mit 1512,3 + 598,8 um? bei der Ko-Gruppe
signifikant (p < 0,05) gréRRer aus als bei der Ao-Gruppe mit 1035,5 + 324,7 um?.
Diese Unterschiede verdeutlichen Tabelle 8 und Abbildung 6. Die intimale
Gewebsneubildung war in allen Versuchsgruppen nach 6 Wochen signifikant

starker ausgepragt als nach 2 und 4 Tagen.

Der Stenosegrad war in allen Versuchsgruppen nach 6 Wochen signifikant
héher als nach 2 und 4 Tagen (Tabelle 8). Innerhalb der 2-Tagesgruppen waren
keine Signifikanzen zu erkennen. Die 4-Tagesgruppen wiesen eine signifikante
(p <0,05) Erhdhung des Stenosegrades zwischen Ko (1,05 + 1,06 %) und Ao
(4,89 £ 4,48 %) wie auch C1 (0,97 £ 0,74 %) und Ao (4,89 + 4,48 %) auf, nicht
jedoch zwischen Kontroll- und C1-Gruppe. Nach 6 Wochen liesen sich
signifikante Erhéhungen (p < 0,05) des Stenosegrades zwischen allen Gruppen

untereinander feststellen. Dieser nahm stetig ab von der Gruppe Ao (35,17 +
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7,52 %) zu der Gruppe Ko (22,38 + 6,79 %) und der Gruppe C1 (16,5 +
2,29 %). Die Ergebnisse sind in Tabelle 9 und in Abbildung 8 dargestellt.

Diese Ergebnisse spiegeln das Ausmal der intimalen Hyperplasie wieder: Der
ausgepragte Stenosegrad ist nach PTA Uberwiegend auf Umbauprozesse in
der GefalRwand und elastischen Ruckstellkraften des Gefalkes zurtickzuflhren.
Die Ergebnisse bekraftigen die schon bekannten Mechanismen remodelling,
elastic recoil und Intimaproliferation, welche nach PTA an der Ausbildung einer
Restenose maRgeblich beteiligt sind.'**4*34" Desweiteren wird deutlich, dass
nach Stentimplantation die Ausléser der intimalen Hyperplasie gehemmt
werden mussen, um eine In-Stent Restenose zu vermeiden, beispielsweise mit
einem C1-Esteraseinhibitor, welcher in unserem Versuch die Intimabildung
zumindest geringflgig verringert hat und somit auch den Stenosegrad. Der
signifikante Unterschied zwischen der C1- und Kontrollgruppe nach 6 Wochen
ist absolut gesehen nur gering (C1=16,5 % vs. Ko=22,38 %). Im Vergleich zu
anderen Substanzen wie beispielsweise Sirolimus ist dies ein kleiner
Effekt.”*%"% Unter diesem Aspekt ist es fraglich ob der C1-Esteraseinhibitor

als alleinige Substanz am Ende eine klinische Relevanz erreichen wird.

UbermaRige intimale Hyperplasie am Stentende, der sogenannte edge-effect
oder candy-wrapper effect, konnte bei der Auswertung der Langsschnitte fur die
6-Wochentiere (Abbildung 10) in keinem der Praparate gefunden werden. Das
Ergebnis deckt sich mit bisher verdffentlichten Studien Gber Drug-eluting Stents,
in denen unter Einsatz verschiedener Medikamente kein edge-effect festgestellt
werden konnte.”*'%%1%* Der Effekt ist eine bisher ausschlieBlich bei lokaler
Bestrahlungtherapie (Brachytherapie) aufgetretene Komplikation und stellt eine
unverhaltnismalig starke Proliferation wandstandiger Zellen sowie fibrotische
Umbauvorgdnge am Rand des bestrahlten Gebietes dar.”®'% Das Verhaltnis
war am Ubergang (Position 2) und in der Aorta (Position 3) fiir die Gruppe 6 Wo
C1 (Position 2: 1,4 + 0,4; Position 3: 0,9 + 0,2) signifikant niedriger (p < 0,05)
als fur die Gruppe 6 Wo Ko (Position 2: 1,9 + 0,2; Position 3: 1,6 £ 0,5), wie in
Tabelle 11 und Abbildung 10 dargestellt ist. Dies ist als positives Zeichen zu
bewerten, denn ein hoher Wert wird als ungunstiger Faktor im Hinblick auf eine

Restenose angesehen.
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Vergleichbare Mediaflachen (Abbildung 9) konnten zu den verschiedenen
Zeitpunkten bei den Aorten- und C1-Gruppen gemessen werden. Ein leichter
Ruckgang der Flache im zeitlichen Verlauf der Kontrollgruppe ist wahrscheinlich
auf eine Atrophie der Media zurlickzufiihren. Die Aufgabe der Tunica media
eines gesunden arteriellen Gefalles ist die Steuerung der Gefaliweite als Mittel
zur Kreislaufregulierung. In einem GefalRabschnitt mit implantiertem Stent geht
diese Funktion durch das formstabile Gerust verloren. Es folgt eine Atrophie der
dort ansassigen glatten Muskelzellen. Bei der histopathologischen
Untersuchung fiel in den Stentpraparaten ein Missverhaltnis zwischen der
Mediaflache an den Streben und der Flache zwischen den Streben auf. Die
vergleichbaren Flachen zwischen Aorten- und Stentpraparaten der
druckalterierten, geschadigten Media ergaben sich aus Stellen gekennzeichnet
von Druckatrophie (an den Streben) und Stellen mit kompensatorischer
Hyperplasie (zwischen den Streben) an denen mehrere Zellschichten

ubereinander erkennbar waren.

Als Gesamtzellzahl der Intima pro Intimaflache ist die Zelldichte definiert. Ein
hoher Wert signalisiert aktive Prozesse im Gefal}, als Reaktion auf Verletzung,
Entzindung und andere Veranderungen. Die Zelldichte nahm in allen Gruppen
ab je langer der Zeitraum nach der Intervention lag (Tabelle 12 und Abbildung
11). Signifikanzen zeigten sich bei den 2-Tagestieren zwischen den Gruppen
Ko — C1 (Ko: 9078 + 2926 Zellkerne/mm? - C1: 5306 + 529 Zellkerne/mm?) und
Ao — C1 (Ao: 12465 + 3397 Zellkerne/mm? - C1: 5306 + 529 Zellkerne/mm?), bei
den 4-Tagestieren zwischen Ao — C1 (Ao: 5773 + 1048 Zellkerne/mm? -
C1: 4321 + 767 Zellkerne/mm?)und bei den 6-Wochentieren unter den Gruppen
Ko — C1 (Ko: 5928 + 1466 Zellkerne/mm? - C1: 3660 + 1043 Zellkerne/mm?) wie
auch Ao - C1 (Ao: 4882 + 1153 Zellkerne/mm? - C1: 3660 +
1043 Zellkerne/mm?).

Es konnten Unterschiede in der Pathophysiologie zwischen Aortenstick,
behandelt mit PTA (Ao) und Aortenstick, behandelt mit PTA und
Stentimplantation (Ko) beobachtet werden. Die hohen Werte 2 Tage nach dem

Eingriff deuten auf das Einsprossen von Zellen hin. In der Aortengruppe sinkt
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die Zelldichte stark ab, denn nach dem Reiz der Denudation ist kein weiterer
Dauerreiz mehr vorhanden. Ganz anders sind die Verhaltnisse in den
Stentpraparaten. Ab dem 4.Tag wird die Zelldichte im Verhaltnis zu der
Aortengruppe groRRer. Hier liegt ein permanenter Fremdkorper im Gefal, das
mit Absto3ung, u.a. Entzindung, auf diesen reagiert. Im Verlauf bis 6 Wochen
nach der Implantation setzen dann chronische Prozesse ein, die Werte zeigen
keine grollen Unterschiede mehr. Die C1-Gruppe hatte immer die niedrigste
Zelldichte und uber den Untersuchungszeitraum gesehen die geringsten
Unterschiede. Ein geringeres Ausmal} der standigen Fremdkorperreaktion mit
Hemmung einer resultierenden Entziindung scheint durch die Beschichtung des

Stents mit Hilfe des C1-Esteraseinhibitors moglich zu sein.

Auskunft Uber die Aktivitdt von Reparationsvorgangen im Gefaly gibt der
Proliferationsindex (Abbildung 12 und Tabelle 13). 2 Tage nach der Behandlung
sind diese Prozesse bereits aktiviert und steigern sich noch mehr bis zum
Zeitpunkt 4 Tage. Der Proliferationsindex der Gruppe 2 Tage Ao (2,2 + 1,3 %)
war signifikant (p < 0,05) niedriger gegenuber den Gruppen 2 Tage Ko (7,5 +
3,9 %) und C1 (6,5 + 1,8 %). Das die Reparationsvorgange in diesem Zeitraum
in vollem Gange sind wurde in mehreren Studien beschrieben.'®1718 pje
héheren Werte in den Stentpraparaten machen die starkere Verletzung des
Gefalles durch den Stent deutlich. Nach 4 Tagen trat die hochste
Proliferationsrate auf, signifikant zu den Proliferationsraten zum Zeitpunkt 6
Wochen post interventionem. Nach einer Dauer von 6 Wochen war der
Proliferationsindex viel niedriger. Der Index der Kontrollgruppe (1,0 = 0,3 %)
zeigte signifikant hohere Werte im Vergleich zu der Ao-Gruppe (0,6 + 0.2 %).
Aus den ahnlich niedrigen Werten der C1-Gruppe im Vergleich zur
Aortengruppe, lasst sich ableiten, dass die Beobachtungsauer von 6 Wochen
fur die Untersuchung und Interpretation der Prozesse ausreicht. Diese
Ergebnisse sprechen mit den 1998 gemachten Beobachtungen von Rogers et
al. Uber einen HOhepunkt der Zellproliferation nach 3.-7.Tag post

interventionem tberein. '’
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Die Endothelfunktion (Tabelle 14 und 15) wurde 6 Wochen nach der
Intervention bestimmt, wegen schlechter Farbung allerdings schwer beurteilbar.
Verzdgerte Reendothelisierung nach Stentimplantation ist bekannt und birgt das
Risiko einer erhdhten Thrombosegefahr.'®® Ob durch die Beschichtung diese
Gefahr bei Drug-eluting Stents tatsachlich erhoht wird konnte in unserem

Versuch nicht festgestellt werden.

Hanke et al.'™®

fanden nach experimenteller Ballonangioplastie in
Kaninchenkarotiden eine Ansammlung von Makrophagen innerhalb der Intima.
Schwartz®* entwickelte mehrere Modelle zur Klarung des Ursprungs von
Neointimazellen. Danach koénnen die glatten Muskelzellen der intimalen
Hyperplasie nicht direkt von glatten Muskelzellen der Media abstammen.
Ortsstandige Makrophagen sind ein Bestandteil der atheromatdésen Neointima.
Im vorliegenden Versuch konnten die Beobachtungen von Hanke und Schwartz
ebenfalls nachgewiesen werden. Makrophagen (Tabelle 16 und 17) waren in
den Kurzzeitgruppen — wenn uberhaupt — nahe den Stentstreben nachweisbar.
Bei den Langzeitpraparaten konnten Makrophagen submedial, zu der Lamina
elastica interna hin angeordnet und bei den Stentpraparaten zusatzlich noch
durchgehend nahe den Streben, beobachtet werden. In der Media und

Adventitia waren kaum welche zu erkennen.

4.3.3 Histopathologische Befunde

Die histopathologische Beurteilung wurde unter Blindbedingungen von einem
erfahrenen GefalRpathologen durchgefihrt. Ziel war die Untersuchung von
Reaktionen im Gefall anhand verschiedener Parameter nach PTA und
kombinierter PTA mit Stentimplantation (unbeschichteter (Ko) vs. C1-
Esteraseinhibitor (C1) beschichteter Stent). Im Allgemeinen zeigte sich ein
deutlicher Unterschied in der Morphologie zwischen den Kurzzeit- und
Langzeittieren. Parameter wie intimale Hyperplasie, lipidspeichernde
Makrophagen (Schaumzellen), Kalzifikationen oder intimales Odem traten erst
im langeren Verlauf des Versuchs auf. Die Fibrose als Zeichen adaptiver bzw.

reaktiver Veranderung trat in der Adventitia schon nach 2 Tagen auf, wahrend
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sie in der Neointima erst nach 6 Wochen sichtbar wurde. Diese Beobachtung
konnte darauf zurlckzufihren sein, dass in der Adventitia der GefalRe bereits
Fibroblasten ortsstandig vorhanden sind, welche auf einen mechanischen Reiz
(Stent) zur Produktion extrazellularer Matrix angeregt werden und so die
Vermehrung des Bindegewebes herbei fuhren. Die Fibrininsudation als frah
reagierender Parameter nimmt mit der Zeit ab, andere Parameter wie
Destruktion elastischer Lamellen oder vessel injury score nehmen zu. Durch die
Intervention wurde eine Lasion gesetzt mit resultierenden Veranderungen der
GefalRwandstruktur: Umverteilung des Zellgehaltes, breitere Neointima, je
langer der Stent liegt, eine schmaler werdende Media wegen numerischer
Atrophie sowie eine breiter und zellreicher werdende Adventitia mit dichterem

Bindegewebsgehalt im perimedialen Bereich.

Um eine Aussage Uber das Ausmal} als auch Stabilitdt der vorhandenen Lasion
machen zu konnen, erfolgte eine Einteilung der atherosklerotischen
Veranderungen in die Stadien nach Stary et al.™® (Kapitel 2.7.7.3). Die
Lasionen waren in den Kontroll- und C1-Gruppen zu den unterschiedlichen
Zeitpunkten jeweils vergleichbar. Somit sind Unterschiede in anderen
Parametern zwischen den beiden Gruppen nicht auf unterschiedlich starke
Lasionen zurlckzufuhren. In den Kurzzeitgruppen waren stets Initiallasionen mit
Lipoproteinansammlung in der Intima zu erkennen. Nach langerer Zeit kamen
noch Typ II-Lasionen mit zusatzlichen Lipiden in Makrophagen (Schaumzellen)
und glatten Muskelzellen (intrazellulare Lipidansammlung) vor, sowie Typ III-
Lasionen, welche sich durch vereinzelte kleine Ablagerungen extrazellularer
Lipide und Kalzifikationen auszeichen. Bei einem lokalen Uberangebot von Fett,
in vorliegendem Versuch durch das Cholesterinfutter ausgelost, nehmen
Makrophagen Uber Pinozytose Fett auf. Durch diesen resorptiven Prozess
entstehen Schaumzellen.®® In unserem Versuch sind diese Lipid speichernden
Makrophagen als Spatreaktion um die Streben herum aufgetreten. Das
Merkmal war in der Kontrollgruppe starker ausgepragt im Vergleich zur C1-
Gruppe. Ahnliche Ergebnisse konnten in der Media fir den seltenen und gering
ausgepragten Parameter Kalzifikationen festgestellt werden. Diese treten in

degeneriertem Gewebe auf, bei uns in den Typ IlI-Lasionen nach Stary.
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Eine fruhe Reaktion als Zeichen ablaufender Prozesse in der GefalRwand war
die Fibrose, eine Vermehrung von kollagenfaserreichem Bindegewebe bzw.
Gewebeverhartung, als Folge chronisch-entzindlicher, ischamischer oder
degenerativer Gewebeschadigung. Schon nach 2 Tagen war eine Fibrose in der
Adventitia durchgehend vorhanden. Die naturlicherweise in der Adventitia
vorhandenen Fibroblasten werden durch den Stent aktiviert, das erklart die
schnelle Reaktion. In der Intima und um die Streben dauert dieser Vorgang
langer und wird erst nach 6 Wochen sichtbar. Dort sind eigentlich keine
Fibroblasten vorhanden, sie mussen erst einwandern. In der Media ist keine
Fibrose zu erkennen, da sie aus glatten Muskelfasern und elastischen
Fasernetzen besteht, welche keine Fibroblasten und auch kein Bindegewebe
enthalten. Bei sehr starker Entzindung ist eine Migration von Fibroblasten aus
der Adventitia moglich (subadventitiell). Ursachen einer Fibrose sind u.a.
Odeme, in diesem Versuch eher nicht dafir verantwortlich, vorausgegangene
Entzindungen oder Veranderung der Gefaltextur durch einen permanenten
Reiz (Stent) mit reaktiven Prozessen zur Adaptation. Diese Ursache scheint
hier im Frihstadium der Verursacher zu sein, im Spatstadium kann die
Entzindung zusatzlich noch eine wichtige Rolle spielen. Kapillartoxische
Odeme entstehen aufgrund gestérter Permeabilitét der Kapillaren, der oft eine
Freisetzung von Entzindungsmediatoren zugrunde liegt und tritt u.a. nach
mechanischen Reizen auf. Odeme waren in geringem MaBe bei den
Langzeitversuchen sichtbar. In unserem Versuch konnten keine grofen
Unterschiede der Fibrose ausléosenden Prozesse und der nachfolgenden
Fibrose zwischen den C1-beschichteten Stents und der Kontrollgruppe mit
unbeschichteten Stents festgestellt werden (Tabellen 24, 25 und 26). Scheinbar
kann der C1-Esteraseinhibitor nur in geringem Malde auf weitere reaktive bzw.

adaptive Veranderungen Einfluss nehmen.

Hiatt et al.”® beschrieben eine vermehrte Fibrinablagerung bei Sirolimus
beschichteten Stents gegeniiber unbeschichteten Stents. Suzuki et al.'”’
fanden in Studien mit einem Sirolimus beschichteten Stent mit steigenden
Konzentrationen des Medikaments auch eine Steigerung der Fibrinablagerung

in der Neointima. Dies deuteten sie als Verzogerung in dem arteriellen
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Reparationsmechanismus und als Folge einer lokal toxischen Antwort auf die
benutzte Substanz. Farb et al.”®® beschrieben ebenfalls eine vermehrte
neointimale Fibrinablagerung in Kombination mit Einblutungen in die Intima,
medialer Nekrose und erhdhter intimaler Zellproliferation als toxische Effekte
auf den dabei untersuchten mit Paclitaxel beschichteten Stent. Diese
Ergebnisse konnten im vorliegenden Versuch nicht bestatigt werden. Eine
erhdhte intimale Zellproliferation konnte nicht festgestellt werden, sondern eine
geringere Zelldichte und ein kleinerer Proliferationsindex (Tabellen 12 und 13).
Es fand sich keine vermehrte Fibrininsudation bei den mit C1-Esteraseinhibitor
beschichteten Stents gegenitber den unbeschichteten Stents. Im Gegensatz zu
den genannten Ergebnissen war eine geringere Fibrininsudation bei der C1-
Gruppe zu beobachten (Tabelle 27). Nach 2 Tagen und nach 4 Tagen konnte
eine durchgehende Fibrindeponierung um die Streben registriert werden. Fibrin
ist das Endprodukt der Blutgerinnung. Die Gerinnungskaskade wird durch die
sogenannte Virchowsche Trias (Gefallwandlasion, veranderte Stromung,
Hyperkoagulabilitat) aktiviert. Durch den Stent werden in der normalerweise
laminaren Blutstromung Turbulenzen ausgelost, welche Thrombenbildung
verursachen. Durch die GefalRwandlasion wird das Endothel geschadigt und
bedingt eine endotheliale Dysfunktion mit nachfolgender Fibrinausscheidung. Im
Laufe der beobachteten Zeitdauer von 6 Wochen scheint das Fibrin durch
Umstrukturierungs- und Neubildungsvorgange in der Neointima wieder beseitigt

worden zu sein. In den 6 Wochenpraparaten ist es nicht mehr vorhanden.

Ein fibrino-leukozytares Exsudat entsteht im Rahmen von entzindlichen
Prozessen oder aufgrund von Gefallwandveranderungen, durch welche sich
uber eine Plattchenadhasion schlieBlich Fibrin bildet. Als Teil der
Entzindungsreaktion wandern polymorphkernige Granulozyten in das
Zielgewebe ein und sind hierbei mafgeblich an dem Verlauf und dem
Fortbestehen der entzundlichen Immunantwort beteiligt. Polymorphkernige
Granulozyten als Fruhreaktion der Entzindungsantwort fanden sich in unseren
Praparaten bei den 2- und 4-Tagestieren. Nach 6 Wochen war kein Exsudat
mehr nachweisbar. Im Gegensatz dazu wurden Monozyten bei allgemein

geringer Existenz in den Praparaten der 6-Wochentiere entdeckt, was als
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spatere Antwort des Immunsystems auf den Entzindungsreiz des
Fremdkorpers Stent gedeutet wurde. Aulerdem fiel auf, dass im
Gruppenvergleich der Langzeit-Tiere die Neointima der beschichteten
Stentpraparate vermehrt von diesen Entzindungszellen infiltriert worden war.
Im Zusammenhang mit den Befunden der Kurzzeit-Tiere lassen sich diese
Ergebnisse auf eine sich abschwachende Wirkung des Entzindungshemmers
schliel3en, was zu einer verzdgerten und — nicht wie gewlnscht — verminderten
Entzindungsreaktion flhrte. In der Adventitia waren Monozyten nach 2 Tagen
in der C1-Gruppe aufgetreten, nach 4 Tagen waren keine sichtbar, erst wieder
nach 6 Wochen. Dies kdnnte bedeuten, dass die entzindlichen Infiltrate in sehr
kurzen Zeitintervallen auftreten und in den Schnitten nicht immer zu erfassen

sind.

Bei der histopathologischen Untersuchung fiel eine Destruktion elastischer
Lamellen  auf. Diese = Faserdestruktion ~war ab dem  ersten
Untersuchungszeitpunkt nach 2 Tagen gleichmafig um die Streben und in der
Media erkennbar. 6 Wochen spater war die Destruktion starker ausgepragt. Die
Lamellen werden bei der Intervention durch die Dehnung wahrend der
Ballondenudation geschadigt. Der Stent verursacht eine mechanische
Kompression. Bis sich die Reaktion durch Fragmentation und
Verschmelzungprozesse voll auspragt vergeht einige Zeit, daher ist erst nach 6
Wochen eine starkere Destruktion zu erkennen. Ahnlich wie die elastischen
Lamellen wurden auch die medialen Muskelzellen komprimiert. Es resultierte
eine numerische Atrophie in der Media. Um die Streben war die Reaktion
wahrscheinlich durch ahnliche Prozesse wie bei der Destruktion elastischer
Lamellen verzogert und es entstand im Zeitraum von 6 Wochen eine
Druckatrophie mit kompensatorischer Hyperplasie zwischen den Streben. Die

Media wird zusatzlich von vermehrter intimaler Hyperplasie zusammengedrickt.

Schwartz et al.”" beschrieben einen proportionalen Zusammenhang zwischen
dem Grad der GefalBverletzung durch den Stent sowie der daraus
resultierenden Neointimaproliferation. Zur Beurteilung der

GefalRwandverletzung durch den Stent wurde der dort beschriebene Vessel
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injury Score (VIS) in einer etwas modifizierten Form (siehe Kapitel 2.7.7.1)
verwendet. Ein solcher direkter Zusammenhang liel3 sich bei der Auswertung
unserer Praparate nicht feststellen. Kornowski et al.’®® belegten diese Angaben
von Schwartz et al. und zeigten aulerdem, dass zwischen dem Ausmal} der
Entzindung und der GroRe der Neointima eine signifikante Korrelation zu
beobachten ist. Ferner konnte aus den Ergebnissen geschlossen werden, dass
auch der Verletzungsgrad und das Mall der Entzindung einer starken
Korrelation unterliegen.

Hofma et al.* konnten keine  starke Korrelation ~ zwischen
Gefallwandverletzung, Entzindung und Neointima feststellen. Der VIS stieg
selbst nach korrekter Implantation des Stents stetig an, nicht aber nach
alleiniger PTA. Auch die Neointima wurde im Laufe der Zeit immer dicker. In
ihrer Studie war die Entzindungsreaktion insgesamt gering. Nach alleiniger
PTA war die Entzindung nach Wochen nicht mehr sichtbar, nach
Stentimplantation interessanterweise noch 12 Wochen spater. Der grofte
Anstieg des VIS findet innerhalb der ersten 4 Wochen statt, wahrend bei der
Neointima erst ab der 4.Woche dieser starke Anstieg beginnt und bis zur
12.Woche reicht. In unseren Praparaten ist der VIS bis zur 6.Woche
angestiegen, allerdings liegen keine Praparate zum Zeitpunkt 4 Wochen vor
und es kann somit auch nicht gesagt werden, ob der VIS nach 4 Wochen héher
war und bis zu unserer Messung schon wieder abgefallen ist. Neointima war
unter dem 10fach Objektiv bei den 2- und 4-Tagestieren nicht zu erkennen.
Dies spricht flr eine gewunschte Abtragung der Intima wahrend der Denudation
mit Neubildung nach gewisser Zeit und eher gegen eine rein adaptive
Veranderung der Intima. Eine Migration glatter Muskelzellen konnte bei den 6-
Wochentieren in den Aorten- und Stentpraparaten beobachtet werden. Die
Neointima wurde aufgrund der Migration und einer Intimafibrose immer breiter,
je langer der Stent im Gefal3 lag. Unsere Langzeitgruppe endete nach 6
Wochen, auch hier kann keine Aussage Uber eine weitere Zunahme der Intima

getroffen.

Wir konnten bei der Auswertung, wie Hofma et al. keine starken Korrelationen

beobachten. Zudem wollten wir mit der Beschichtung der Stents eine von dem
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Verletzungsgrad unabhangige Verminderung der Neointimaflache erreichen.
Obwohl alle Tiere einer identisch ausgefuhrten Prozedur unterzogen wurden,
ergab sich in den GefaRen der Kurzzeittiere ein durchweg geringerer VIS.
Grinde hierflr konnten Reparationsvorgange sein oder einfach der von Hofma
at al. beschriebene starke Anstieg bis zur 4.Woche, so dass die zur Erfassung
des VIS herangezogenen Parameter kurz nach der Behandlung noch nicht
aussagekraftig sind, sondern erst zu einem spateren Zeitpunkt erfassbar
werden. Im Allgemeinen waren die Werte jedoch in allen Praparaten niedrig und

unterschieden sich nur geringfugig zwischen den Gruppen.

Um die Entziindungsreaktion zu bestimmen wurde eine von Hofma et al.*’

beschriebene Einteilung der inflammatory response (Tabelle 3) verwendet, den
inflammation score (IS). Diese Methode ist mehr flr Veranderungen in der
Spatphase geeignet. Additionelle immunologische Untersuchungen wahrend
der initialen Phase konnten frihe Ablaufe verdeutlichen, beispielsweise der
Nachweis von T- und B-Lymphozyten. Es fiel auf, dass nach alleiniger PTA die
Entziindungsreaktion nach den Kriterien des IS geringer ausfallt als nach
Stentimplantation. Verstarkt war eine Entzindung bei den Stentpraparaten nach
6 Wochen zu erkennen. Diese Beobachtungen sind vergleichbar mit denen von
Hofma et al.*' Eine deutliche Entziindungshemmung durch den C1-
Esteraseinhibitor konnte nicht beobachtet werden.

Die persistierende Entzindung im Stent konnte im Gegensatz zu alleiniger PTA
eine bestehende Gefallwandverletzung durch den Fremdkorper weiter
verschlechtern oder wegen grélRerer morphologischer Veranderungen eine
tiefere Penetration der Streben in die Gefallwand ermdglichen. Eine chronische
Entzindung beeinflusst moglicherweise Uber diese Mechanismen den VIS
dahingehend, dass hdhere Werte resultieren. Desweiteren beeinflussen
Entzindungszellen Uber eine Freisetzung von Wachstumsfaktoren und
Zytokinen das neointimale Wachstum und eine chronische endotheliale
Dysfunktion. Eine leicht abgeschwachte Entzindung in Verbindung mit kleinerer
Neointimaflache bei der C1-Gruppe kann fur einen hemmenden Effekt der
Medikamenten-Beschichtung auf die entzindlichen und proliferativen

Gefallveranderungen sprechen.
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4.4 Limitationen

Wie bereits in den einzelnen Kapiteln ausfuhrlich erlautert, gibt es auch in
dieser Studie Einschrankungen, welche nachfolgend im Uberblick

zusammengefasst sind.

139141 scheinen

Als Tiermodell fur die Atherosklerose- und Restenoseforschung
derzeit Schweine am geeignetsten zu sein, an zweiter Stelle stehen
Kaninchen.'™ Die alleinige Stentimplantation im WeiRen Neuseelandkaninchen
bildet nicht zwingend eine groRe Plaqueflache aus. Um eine solche zu
erzeugen, eignet sich die PTA in Kombination mit einer Cholesterindiat.
Aufgrund dieser Eigenschaften hat sich das Kaninchen als adaquates Modell in
der Atherosklerose- und Restenoseforschung etabliert. Jedoch kann nicht ohne
weiteres eine Ubertragung der tierexperimentellen Ergebnisse auf den
Menschen stattfinden. Die komplizierten Vorgange, die durch eine Verletzung
der GefalRwand beim Menschen hervorgerufen werden, lassen sich bisher in

5876 Mechanismen der

keinem Tiermodell nachvollziehen.
Thrombozytenaggregation und die folgende fibroproliferative Antwort sind
immer noch nicht vollstandig wissenschaftlich erfasst und verlaufen vermutlich
bei jeder Spezies anders ab. Ebenso mul} die unterschiedliche Wirkung von
Pharmaka zwischen den Spezies beachtet werden. Metabolismus,
Gewebepenetration und Wirkungen koénnen variabel sein. Diskrepanzen
zwischen den Ergebnissen in Tiermodellen und klinischen Studien kdnnen ihre
Ursache auch in Abweichungen des Verletzungstyps durch Unterschiede der
benutzten Technik und dem Dehnungsgrad von Stent und Gefal} haben und
damit den verbundenen Veranderungen der Gefallwand und der entziindlichen
Reaktion zwischen den verschiedenen Spezies.'® Zusammenfassend kann man
sagen, dass ein Tiermodell der menschlichen Krankheit moglichst nahekommen

sollte, dies jedoch nie vollstandig erreicht werden kann.

Das im vorliegenden Versuch durchgeflihrte Protokoll erlaubt verschiedene
Aussagen uber die Folgereaktionen im Gefaly auf PTA und Stentimplantation
und die Effekte des C1-Esteraseinhibitors im Hinblick auf eine

EntzGndungsreaktion und daraus resultierenden Veranderungen im Gefald. Die
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gesamte Tierpopulation teilte sich in drei verschiedene Versuchsgruppen auf:
Aortenstick behandelt mit PTA (Ao), Aortenstick behandelt mit PTA und
Implantation eines unbeschichteten Stents (Ko), Aortenstick behandelt mit PTA
und Implantation eines mit C1-Esteraseinhibitor beschichteten Stents (C1).
Durch diese Aufteilung konnten die Mechanismen im Gefald nach alleiniger PTA
mit denen nach PTA und Stentimplantation verglichen werden. Ferner sollte
auch die Auswirkung des C1-Esteraseinhibitors auf die Gefaldantwort erforscht
werden. Um eine Aussage Uber den alleinigen Effekt des Tragerproteins auf die
Entzindung, bzw. die vom Tragerprotein unabhangige Wirkung des C1-
Esteraseinhibitors treffen zu kénnen, ware noch eine zusatzliche
Versuchsgruppe sinnvoll gewesen. Dabei hatte ein Stent, nur mit dem
Tragerprotein beschichtet, implantiert werden mussen.

In unserem Tierexperiment wurden die Versuchsgruppen zusatzlich noch zu
verschiedenen Zeitpunkten untersucht: nach 2 Tagen, 4 Tagen und 6 Wochen.
Ziel war dabei, Aussagen Uber morphologische und histologische Ergebnisse zu
kurz- und langerfristigen Zeitpunkten machen zu kénnen. Durch die 2- und 4-
Tagesgruppen sind frihe Effekte der Entzindungsreaktion, mit den Tieren der
6-Wochengruppe eher langerfristige Auswirkungen beobachtet worden. Um
einen Verlauf der Veranderungen zu erhalten, mussten Versuchsgruppen
zwischen den Zeitpunkten vier Tage und sechs Wochen gemacht werden. Fur
langfristige Effekte waren Versuchsgruppen Uber den Zeitraum von sechs
Wochen hinaus sinnvoll, wie sie auch bei klinischen Studien empfohlen und
sogar Zeitraume von mindestens 50-60 Wochen gefordert werden."®

Um einerseits den wissenschaftlichen Ansprichen und andererseits den
ethischen Gesichtspunkten gerecht zu werden, wurde der Versuch so

aufgebaut, dass zwischen sechs und acht Tiere pro Gruppe verwendet wurden.

Der Beschichtungstechnik flir das sogenannte ,coating® und der
Beschichtungssubsstanz kommt eine besondere Bedeutung zu. Bei den
handelsublichen  fabrikneuen Stents der C1-Gruppe wurde eine
Beschichtungsmethode angewandt, die speziell fur den Drug Release
eingesetzt wird. Es wurden dazu Peptidsequenzen mit ein GréRe von

< 20 Aminosauren verwendet. Die Beschichtung enthalt eine dem C1-Inhibitor
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ahnliche Substanz. Die Substanzen wurden mit Hilfe des Hydrogels
Polyvinylpyrrolidone = PVP Uber UV-Polymerisation immobilisiert und an die
Oberflache des Stents gebunden. Die Beschichtungssubstanz soll, wie schon in
4.2.6.2 erlautert, ein Anhaften des Medikaments an den Stent bewirken. Das
Hydrogel bietet dem Medikament eine Plattform und bewirkt ein Anheften an
den Stent. Dartber hinaus dient die Substanz als Reservoir und verhindert ein
Abwaschen oder zu schnelle Abgabe des Wirkstoffes. Dieses Verfahren hat
zum Vorteil, dass uber einen langen Zeitraum parallel zum Abbau des
Hydrogels ein Ausbluten der Wirksubstanzen stattfindet (slow drug release).
Nach der Implantation des Stents wird das PVP zusammen mit den Wirkstoffen
von Enzymen im Blut abgebaut, wodurch eine langsame Freisetzung des
Medikaments erreicht werden soll.''®"8

Die eigentliche Beschichtung der Stents erfolgte im sogenannten Dipping-
(Eintauch-) Verfahren. Zur Herstellung der Dipping-Losung wurden 500 pug C1-
Peptid in Pulverform in 2 ml 10%iger wassriger PVP K 90-Lésung gegeben.
Dies erhoht die Plasmahalbwertszeit wie Kaneda et al. gezeigt haben.""®

Die anschlieliende Bestrahlung mit UV-Licht I6st eine Photopolymerisation des
Hydrogels aus, welche einen einheitlichen Beschichtungsfilm dber den
gesamten Stent hinweg gewahrleistet.

Die Anwendung der Polyvinylpyrrolidone-Beschichtung sollte erstens die
Thrombogenitat des Stents herabsetzen und somit die UberschieRende Antwort
des menschlichen Organismus auf einen Fremdkorper bremsen. Zweitens sollte
durch diese spezielle Beschichtungstechnik ein Verlust des Medikaments vor
der Expansion des Stents verhindert und Uber das Hydrogel eine langsame,
kontinuierliche Abgabe des Wirkstoffes garantiert werden.

Ein Problem der genannten Techniken st die unzureichende
Medikamentenkonzentration. Umso bedeutungsvoller wird die
Abgabeeigenschaft des Tragers (slow, intermediate oder fast). Die Sicherheit
und der Wirkungsgrad des Systems sind abhangig von der Kombination aus
Polymer, Medikament und Freisetzungskinetik. Genaue Messungen der

Freisetzungskinetik von verschiedenen Tragersubstanzen und effektive
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Wirkspiegel sind durchzufuhren. Dies waren beispielsweise Dosismessungen

des Medikaments im Blut und im Vergleich dazu in der GefalRwand.

Die Ergebnisse im vorliegenden Experiment haben die Theorie der
Unterbrechung komplexer Mechanismen mit dem C1-Esteraseinhibitor gezeigt
und dies mit einem Effekt auf die Hemmung der Restenose gegenuber der
Kontrollgruppe bestatigt. Allerdings war der signifikante Unterschied im
Stenosegrad absolut gesehen doch gering und im Vergleich zu Sirolimus ist der
Effekt eher klein.”**'% |n diesem Fall ist es nicht gelungen, durch die gewahlte
Beschichtung in der C1-Gruppe eine signifikante Verringerung der Intimaflache
gegenuber der Kontrollgruppe zu erreichen. Zu allen Zeitpunkten war die
Intimaflache in der C1-Gruppe nur geringflugig kleiner gegenuber der
Kontrollgruppe. Es kann keine Aussage dartuber gemacht werden ob dies an
einer unzureichenden Dosierung, mangelnden Freisetzung oder zu geringen
Wirkung des C1-Esteraseinhibitors gelegen hat, da im vorliegenden Versuch
keine Medikamentenkonzentrationen zu den verschiedenen Zeitpunkten
bestimmt wurden. Es ware noch interessant die Auswirkungen einer niedrigeren
bzw. hoheren Dosis zu untersuchen und zu sehen, ob sich unter sonst gleichen
Bedingungen bessere oder gar schlechtere Ergebnisse zeigen. Mit Hilfe einer
anderen Tragersubstanz hatte eventuell ein besseres Resultat erreicht werden
konnen. Eine zweite Kontrollgruppe mit einer reinen Hydrogelbeschichtung
ohne C1-Inhibitor fehlte in unserem Versuch. Desweiteren wurde nur eine Seite
des Komplementsystems unterbrochen. Bessere Ergebnisse konnte man
erhoffen, wenn der klassische und alternative Weg gleichzeitig unterbrochen
werden. Eine weitere Mdglichkeit ware auch die Blockade der gemeinsamen
Endstrecke mit einem C5-Inhibitor, hierbei werden die zahlreichen anderen
Systeme, welche der C1-Inhibitor beeinflusst nicht tangiert.

Insgesamt betrachtet zeigte der C1-Esterase Inhibitor leichte Effekte. Viele
Parameter waren aber nicht signifikant verandert, daher wurde eine
Nachfolgestudie mit einer Kombination von C1- und C3-Inhibitor
angeschlossen. Das Komplementsystem ist wohl ein Baustein im Komplex der
Restenoseentstehung aber vielleicht nicht das den Haupteffekt ausléosende

System. Inzwischen gibt es Substanzen wie Sirolimus und Taxol welche
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groRere Effekte auf die Entzindungshemmung, Hemmung der Proliferation
glatter Muskelzellen und somit eine Reduktion der intimalen Hyperplasie

7499:102-105190  njege beiden Substanzen sind in der Klinik am

zeigen.
Erfolgreichsten. Es ergibt sich die Frage ob der C1-Inhibitor als alleinige

Substanz eine klinische Relevanz erreichen wird.

4.5 Schlussfolgerung

Die durchgefuhrten Untersuchungen zeigen, dass der Entzindungsreaktion im
zeitlichen Ablauf nach PTA und Stentimplantation im Hinblick auf die
Neointimabildung eine besondere Bedeutung zukommt. Ablaufe verschiedener
Reaktionen auf die jeweilige Behandlung finden teiweise zu unterschiedlichen
Zeitpunkten statt und beeinflussen das zeitliche Auftreten von bestimmten

Parametern.

Unterschiede in der Pathophysiologie zwischen Aortenstick, behandelt mit PTA
und Aortenstick, behandelt mit PTA und Stentimplantation sind vorhanden.
Dabei folgt einem geringeren Reiz nach PTA eine schwachere Entzindung der
GefalRwand, welche mit einem niedrigeren Proliferationsindex und einer kleinen
neointimalen Flache einher geht. Dementsprechend folgt einem starkeren Reiz
nach PTA wund Stentimplantation eine ausgepragtere Entzindung der
Gefallwand, hoherem Proliferationsindex und grofiere neointimale Flache. Es
konnten unterschiedliche Ursachen einiger Effekte festgestellt werden,
beispielsweise beim Stenosegrad. Nach alleiniger PTA tritt eine schwachere
Neointimabildung auf als nach PTA und Stentimplantation. Der Stenosegrad ist
jedoch zu allen gemessen Zeitpunkten hoher, ab 4 Tage nach der Intervention
sogar signifikant. Die Hauptursache nach Stentimplantation ist eine durch
Entzindung bzw. Abwehrreaktion auf den Fremdkérper Stent ausgeldste
Neointimabildung. Nach PTA sind Uberwiegend elastische Ruckstellkrafte und

Umbauprozesse in der GefaRwand fur den hohen Stenosegrad verantwortlich.

Eine antiinflammatorische Beschichtung der Stents mit einem C1-
Esteraseinhibitor kann die In-Stent Restenoserate geringradig senken. Durch

das Medikament ist die Zelldichte und der Proliferationsindex geringer als bei
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den unbeschichteten Stents. Es wurden entzindungsauslosende Prozesse
abgeschwacht, dabei die Neointimabildung gehemmt. Als Resultat trat ein

kleinerer Stenosegrad auf, mit Signifikanz nach 6 Wochen.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass bei dem verwendeten
Tiemodell eine Pravention der Restenose mit Hilfe von C1-Esteraseinhibitor
beschichteten Stents mdglich ist, allerdings konnen Tiermodelle nie die
Pathomechanismen im Vergleich zum Menschen exakt reflektieren. Ob diese
Methode eine wirkliche Alternative zu den bisherigen Behandlungen darstellt,
muss in fortflhrenden Experimenten mit Vergleich einer anderen Dosis,
Erforschung der Pharmakokinetik des Medikaments und verschiedener
Tragersubstanzen gepruft werden. Genau in diesen Punkten liegt die Limitation
unseres Projektes. Erst nach diesen Versuchen kdnnen Vergleiche mit anderen
Systemen und Substanzen gemacht werden, wie auch eine eventuelle klinische

Relevanz und praktische Durchflhrbarkeit durch weitere Studien belegt werden.
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) Zusammenfassung

Atherosklerotische Gefallerkrankungen sind in den westlichen Industrielandern
fur annahernd die Halfte aller Todesfalle verantwortlich. Als Atherosklerose wird
die lokale Wandverdickung und -verhartung der gréReren arteriellen Blutgefalie
bezeichnet. Sie entsteht aus einer exzessiven entzundlich-fibroproliferativen
Antwort auf vielfaltige Formen von Reizungen des Endothels und der glatten
Muskelzellen der Arterienwand. Diese Veranderungen der Gefallwand
verursachen verschiedene klinische Erkrankungen wie koronare Herzkrankheit
(KHK), periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK) der unteren
Extremitaten und zerebrovaskulare Erkrankungen.

Stenosen im Rahmen der Atherosklerose als Folge von Intimahyperplasie sind
eine haufige Ursache fur Durchblutungsstérungen und daraus folgender
Ischamien. Eine bedeutende Entwicklung fur die Therapie von Stenosen und
Verschliussen peripherer Arterien war die EinfUhrung der perkutanen
transluminalen Angioplastie (PTA). Eine weitere Behandlungsmoglichkeit
brachte die Einfuhrung der Stentimplantation. Intravaskulare Stents sind
Endoprothesen die der Stitzung des GefalRes dienen, geometrische
GefaRwandveranderungen  vorbeugen und somit eine  dauerhafte
Durchgangigkeit sichern sollen. Sie sorgen fur ein luminales Gertst, welches
die fur die Pathogenese der Restenose nach PTA verantwortlich gemachten
Gefalireaktionen (,elastic recoil® und ,remodelling”) so gut wie eliminiert. Die
Restenoserate ist nach Stentimplantation (14-36 %) geringer als nach PTCA
(30-40 %), trotzdem st die sogenannte In-Stent Restenose, der
Wiederverschluss eines Stents, ein klinisches Problem.

Seit einigen Jahren gilt die Entzindung als eine dominierende Ursache der In-
Stent Restenose. Es wurde eine Korrelation zwischen Entzindung,
GefalRschadigung und Neointimawachstum festgestellt. Der Stent, ein
Metallimplantat, 16st eine permanente Fremdkdrperreaktion und folgend eine
Entzindung aus. Eine Gefallverletzung, verursacht durch PTA oder die

dauerhafte mechanische Belastung des GefalRes durch den Stent, 16st eine
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komplexe Kaskade mit Entzindung, thrombotischen Mechanismen und

intimaler Hyperplasie aus.

In der vorliegenden Studie wurde der Effekt eines mit C1-Esteraseinhibitor
beschichteten Stents am Tiermodell untersucht. Ziel dabei war es, die
Bedeutung der Entzindung im zeitlichen Ablauf nach PTA und
Stentimplantation im Hinblick auf die Neointimabildung und Restenose zu
erortern und Unterschiede in der Pathophysiologie zwischen Aortenstick,
behandelt mit PTA, sowie Aortenstick, behandelt mit PTA und
Stentimplantation zu finden. Desweiteren galt es nachzuweisen, ob durch eine
antiinflammatorische Beschichtung der Stents, mit einem C1- Esteraseinhibitor,
die Restenoserate gesenkt werden kann indem Komplementinhibitoren eine
Unterbrechung der Komplementkaskade ermoglichen und somit die

Entzindungsreaktion verhindern oder zumindest verringern.

Atherosklerotische Plaques wurden mit Hilfe einer 28-tdgigen Cholesterindiat
mit 0,5 % Cholesterin im Futter vor dem Eingriff induziert. Es wurden 44
mannliche Weisse Neuseelandkaninchen einer PTA und anschliellenden
Stentimplantation in die Aorta abdominalis unterzogen. Das Versuchsende fand
2 Tage, 4 Tage und 6 Wochen nach dem operativen Eingriff statt. Die Praparate
wurden aufgearbeitet, gefarbt und morphometrisch sowie histopathologisch
ausgewertet. Die gesamte Tierpopulation teilte sich in drei verschiedene
Versuchsgruppen auf: Aortenstick behandelt mit PTA (Ao, n = 44), Aortenstuck
behandelt mit PTA und Implantation eines unbeschichteten Stents (Ko, n = 22),
Aortenstick behandelt mit PTA und Implantation eines beschichteten Stents
(C1, n=22). Der C1-Esteraseinhibitor war an ein Tragerprotein gebunden.
Durch diese Aufteilung konnten die Mechanismen im Gefald nach alleiniger PTA
mit denen nach PTA und Stentimplantation verglichen werden, sowie die

Auswirkung des C1-Esteraseinhibitors auf die Gefallantwort.

Der Stent stellt einen Fremdkoérper dar, worauf das Gefall mit einer starkeren
Intimaproliferation (Abbildung 6) reagiert als auf alleinige Ballondilatation. Nach

2 Tagen war die Plaqueflache der Ko-Tiere (34,3 = 17,1 um?) signifikant
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(p < 0,05) gréRer im Vergleich zu den Ao-Tieren (6,5 + 5,1 um?). Bei den 6-
Wochentieren ist es ebenfalls zu einer deutlichen intimalen Hyperplasie
gekommen. Dabei fiel diese mit 1512,3 + 598,8 um? bei der Ko-Gruppe
signifikant (p < 0,05) grof3er aus als bei der Ao-Gruppe mit 1035,5 £ 324,7 um?.
Die intimale Gewebsneubildung war in allen Versuchsgruppen nach 6 Wochen
signifikant starker ausgepragt als nach 2 und 4 Tagen (Tabelle 7).

In unseren Praparaten fuhrte der Einbau des Stents selbst nach Ausbildung
einer neointimalen Proliferation zu allen Zeitpunkten einen geringeren
Stenosegrad im Vergleich zur Aorta herbei. Der Stenosegrad war in allen
Versuchsgruppen nach 6 Wochen signifikant héher als nach 2 und 4 Tagen
(Tabelle 8). Die 4-Tagesgruppen wiesen eine signifikante (p < 0,05) Erhéhung
des Stenosegrades zwischen Ko (1,05 + 1,06 %) und Ao (4,89 + 4,48 %) wie
auch C1 (0,97 + 0,74 %) und Ao (4,89 *+ 4,48 %) auf, nicht jedoch zwischen
Kontroll- und C1-Gruppe. Nach 6 Wochen liesen sich signifikante Erhhungen
(p <0,05) des Stenosegrades zwischen allen Gruppen untereinander
feststellen. Dieser nahm stetig ab von der Gruppe Ao (35,17 + 7,52 %) zu der
Gruppe Ko (22,38 + 6,79 %) und der Gruppe C1 (16,5 + 2,29 %). Die
Ergebnisse sind in Tabelle 9 dargestellt. Der ausgepragte Stenosegrad ist nach
PTA Uberwiegend auf Umbauprozesse in der Gefalwand und elastischen
Ruckstellkraften des Gefalles zurtickzufuhren.

Die Zelldichte ist als Gesamtzellzahl der Intima pro Intimaflache definiert. Ein
hoher Wert signalisiert aktive Prozesse im Gefal}, als Reaktion auf Verletzung,
Entziindung und andere Veranderungen. Die Zelldichte nahm in allen Gruppen
ab je langer der Zeitraum nach der Intervention lag (Tabelle 12). Signifikanzen
zeigten sich bei den 2-Tagestieren zwischen den Gruppen Ko — C1 (Ko: 9078 +
2926 Zellkerne/mm? - C1: 5306 + 529 Zellkerne/mm?) und Ao — C1 (Ao: 12465
+ 3397 Zellkerne/mm? - C1: 5306 + 529 Zellkerne/mm?), bei den 4-Tagestieren
zwischen Ao — C1 (Ao: 5773 + 1048 Zellkerne/mm? - C1: 4321 =
767 Zellkerne/mm?) und bei den 6-Wochentieren unter den Gruppen Ko — C1
(Ko: 5928 + 1466 Zellkerne/mm? - C1: 3660 + 1043 Zellkerne/mm?) wie auch Ao
— C1 (Ao: 4882 + 1153 Zellkerne/mm? - C1: 3660 + 1043 Zellkerne/mm?). Es



Zusammenfassung 117

konnten Unterschiede in der Pathophysiologie zwischen Aortenstiuck, behandelt
mit PTA (Ao) und Aortenstuck, behandelt mit PTA und Stentimplantation (Ko)
beobachtet werden.

Auskunft Uber die Aktivitdt von Reparationsvorgangen im Gefaly gibt der
Proliferationsindex (Tabelle 13). 2 Tage nach der Behandlung sind diese
Prozesse bereits aktiviert und steigern sich noch mehr bis zum Zeitpunkt 4
Tage. Der Proliferationsindex der Gruppe 2 Tage Ao (2,2 + 1,3 %) war
signifikant (p < 0,05) niedriger gegenuber den Gruppen 2 Tage Ko (7,5 + 3,9 %)
und C1 (6,5 + 1,8 %). Die hoheren Werte in den Stentpraparaten machen die
starkere Verletzung des GefalRes durch den Stent deutlich. Nach einer Dauer
von 6 Wochen war der Proliferationsindex viel niedriger. Der Index der
Kontrollgruppe (1,0 £ 0,3 %) zeigte signifikant hdhere Werte im Vergleich zu der
Ao-Gruppe (0,6 £ 0.2 %).

Der hohere Inflammation Score bei den Stentpraparaten im Vergleich zu den
Aortenpraparaten zeigt die starkere Reizung des GefalRes nach PTA mit
Stentimplantation. Der Stent stellt einen permanenten Fremdkoérper dar, auf
welchen das Gefall mit Abwehrreaktionen und auch Entziindungsprozessen
reagiert. Folge davon ist ein hoherer Proliferationsindex und eine grolere
neointimale Flache, die sich wiederum nachteilig auf den Stenosegrad auswirkt.
Die histopathologische Auswertung lasst Unterschiede zwischen den Kurz- und

Langzeitgruppen, wie auch zwischen den Aorten- und Stentgruppen erkennen.

Die vorliegende Studie zeigt, dass der Entzindung eine bedeutende Rolle im
zeitlichen Ablauf nach PTA und Stentimplantation zukommt. Unterschiede in
der Pathophysiologie nach alleiniger PTA im Vergleich zu PTA und
Stentimplantation sind vorhanden. Das Experiment lasst einen inhibitorischen
Effekt des C1-Esteraseinhibitors auf die Entzindungsprozesse und die
Neointimabildung mit nachfolgend geringerer Stenoserate erkennen. In diesem
Kaninchenmodell wurde die Wichtigkeit der Entzindungshemmung in Bezug
auf die Senkung der Restenoserate gezeigt. Es eignet sich fur weiterfuhrende
Untersuchungen zur Wirksamkeit antiinflammatorischer Stentbeschichtungen

als Prophylaxe der In-Stent Restenose.
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v

Anhang

Cholesterin Choles_terin : . . .
Tier-Nr. bei OP bei Plaqueflache | Mediaflache |Stenosegrad | Zelldichte |Proliferations
(mg/dl) Versuchs- (um?2) (mm?) (%) (zellen/mm?) index (%)
ende(mg/dl)
2 Tage Ko
441 872 864 35 0,85 0,63 11000 4,6
442 568 872 59 0,93 1,00 7750 6,5
443 952 1344 16 0,86 0,41 13250 3,8
444 1412 1551 29 1,31 0,58 6625 13,2
445 1068 258 49 1,22 0,85 6764 9,6
446 1004 573 18 0,83 0,44
Mittelwert 979,3 910,3 34,3 1,00 0,65 9077,8 7,54
Standabw. 274,6 477,8 17,1 0,21 0,23 2925,5 3,87
Min. 568,0 258,0 16,0 0,83 0,41 6625,0 3,80
Max. 1412,0 1551,0 59,0 1,31 1,00 13250,0 13,20
Median 978,0 868,0 32,0 0,90 0,61 7750,0 6,50
2 Tage C1
447 1368 1176 41 0,87 0,89 5000 5,2
448 771 756 10 0,81 0,35 5000 5,7
449 1143 1167 0 0,75 0,00
450 1335 1173 48 0,77 0,95 5917 8,5
451 1023 996 10 1,02 0,20
452
Mittelwert 1128,0 1053,6 21,8 0,84 0,48 5305,7 6,47
Standabw. 2445 183,0 21,3 0,11 0,42 529,4 1,78
Min. 771,0 756,0 0,0 0,75 0,00 5000,0 5,20
Max. 1368,0 1176,0 48,0 1,02 0,95 5917,0 8,50
Median 1143,0 1167,0 10,0 0,81 0,35 5000,0 5,70
4 Tage Ko
433 628 720 10 0,90 0,18 6778 6,6
434 1376 840 10 0,82 0,11 8600 9,3
435 536 626 109 0,95 2,79 1800 59,3
436 1448 940 8 0,94 0,19 9833 11,9
437 804 922 10 1,17 0,15 5000 6,7
438 1356 1016 97 1,06 1,45 5500 12,1
439 1092 760 76 1,07 1,28 2200 18,2
440 1044 901 136 0,90 2,22 8000 18,8
Mittelwert 1035,5 840,6 57,0 0,98 1,05 5963,9 17,86
Standabw. 350,8 129,8 53,4 0,11 1,06 2912,5 17,37
Min. 536,0 626,0 8,0 0,82 0,11 1800,0 6,60
Max. 1448,0 1016,0 136,0 1,17 2,79 9833,0 59,30
Median 1068,0 870,5 43,0 0,95 0,74 6139,0 12,00
4 Tage C1
425 1060 824 10 1,06 0,23 4000 12,5
426 988 744 26 0,94 0,96 3833 13,0
427 752 686 142 0,91 2,62 5489 23,6
428 292 306 66 0,70 0,95 3303 13,8
429 796 505 40 0,83 0,94 5417 27,7
430 488 322 35 0,80 0,83 4085 3,6
431 1480 1020 68 1,16 1,02 4000 3,3
432 1236 840 10 1,03 0,25 4444 10,0
Mittelwert 886,5 655,9 49,6 0,93 0,98 4321,4 13,44
Standabw. 387,9 256,4 43,3 0,15 0,74 766,9 8,61
Min. 292,0 306,0 10,0 0,70 0,23 3303,0 3,30
Max. 1480,0 1020,0 142,0 1,16 2,62 5489,0 27,70
Median 892,0 715,0 37,5 0,93 0,95 4042,5 12,75
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Cholesterin Choleslterin . ) . .
Tier-Nr. bei OP bei Plaqueflache [ Mediaflache [ Stenosegrad | Zelldichte |Proliferations
(mg/di) Versuchs- (um?) (mm? (%) (Zellen/mm?) index (%)
ende(mg/dl)
6 Wo Ko
409 292 277 1141 0,67 22,23 3733 1,2
410
411 488 231 2747 0,72 37,19 5098 0,7
412 1000 220 1231 0,84 18,23 4983 0,9
413 552 58 1194 0,43 18,34 7916 1,1
414 932 301 1591 0,99 20,37 6754 ,
415 460 53 992 0,87 17,96 7278 1
416 944 96 1690 0,74 22,31 5733 0,6
Mittelwert 666,9 176,6 1512,3 0,75 22,38 5927,9 1,00
Standabw. 284,8 105,1 598,8 0,18 6,79 1466,0 0,31
Min. 292,0 53,0 992,0 0,43 17,96 3733,0 0,60
Max. 1000,0 301,0 2747,0 0,99 37,19 7916,0 1,50
Median 552,0 220,0 1231,0 0,74 20,37 5733,0 1,00
6 Wo C1
417 2308 74 1929 1,13 16,67 3504 0,9
418 964 58 1521 0,57 20,30 4367 0,2
419 1432 64 1118 0,95 14,62 3233 0,9
420 680 104 1188 0,66 17,27 3330 1
421 1160 175 773 0,84 14,30 5310 0,8
422 1732 98 1424 0,84 18,36 3855 0,4
423 636 135 1039 0,97 13,40 4005 0,1
424 2220 156 1871 1,38 17,07 1679 0,9
Mittelwert 1391,5 108,0 1357,9 0,92 16,50 3660,4 0,65
Standabw. 650,0 43,5 405,4 0,26 2,29 1043,3 0,36
Min. 636,0 58,0 773,0 0,57 13,40 1679,0 0,10
Max. 2308,0 175,0 1929,0 1,38 20,30 5310,0 1,00
Median 1296,0 101,0 1306,0 0,90 16,87 3679,5 0,85
Verhaltnis Verhéaltnis Verhaltnis
Tier-Nr. Plague/Media|Plaque/Media|Plaque/Media
Strebe Ubergang Aorta
6 Wo Ko
409 3,050 2,270 2,520
410
411 3,510 1,920 1,040
412 3,320 1,900 1,340
413 4,350 1,770 1,180
414 3,500 1,670 1,490
415 3,540 1,790 2,100
416 2,660 1,740 1,790
Mittelwert 3,419 1,866 1,637
Standabw. 0,519 0,199 0,531
Min. 2,660 1,670 1,040
Max. 4,350 2,270 2,520
Median 3,500 1,790 1,490
6 Wo C1
417 2,820 1,680 1,070
418 3,550 0,770 0,920
419 2,990 1,140 0,730
420 3,380 1,130 0,700
421 3,430 1,910 1,020
422 2,440 1,170 0,770
423 3,270 1,820 1,150
424 2,120 1,770 1,190
Mittelwert 3,000 1,424 0,944
Standabw. 0,511 0,420 0,193
Min. 2,120 0,770 0,700
Max. 3,550 1,910 1,190
Median 3,130 1,425 0,970




Anhang 137

Cholesterin Choles.terin « R . . .
Tier-Nr bei OP bei Plaqueflache [ Mediaflache | Stenosegrad | Zelldichte [Proliferations-
' (mg/dI) Versuchs- (um?2) (mm?) (%) (Zellen/mmg?) index (%)
ende(mg/dl)
2 Tage Ao
441 872 864 11 1,26 0,96 12091 1,5
442 568 872 10 1,16 1,64 16000 2,1
443 952 1344 10 1,17 1,61 13500 1,9
444 1412 1551 0 1,03 0,00
445 1068 258 10 0,96 1,63 15000 4.4
446 1004 573 0 0,80 0,00
447 1368 1176 10 1,23 0,88 11833 2,8
448 771 756 0 0,86 0,00
449 1143 1167 10 1,01 0,48
450 1335 1173 10 0,70 2,85 6368 0,4
451 1023 996 0 0,96 0,00
452
Mittelwert 1046,9 975,5 6,5 1,01 0,91 12465,3 2,18
Standabw. 260,1 364,9 51 0,18 0,94 3397,2 1,34
Min. 568,0 258,0 0,0 0,70 0,00 6368,0 0,40
Max. 1412,0 1551,0 11,0 1,26 2,85 16000,0 4,40
Median 1023,0 996,0 10,0 1,01 0,88 12795,5 2,00
4 Tage Ao
425 1060 824 10 0,85 0,47 6000 14,6
426 988 744 165 0,74 14,49 5735 18,0
427 752 686 140 0,96 6,76 6538 20,0
428 292 306 10 0,83 1,05 3800 15,8
429 796 505 10 1,12 0,53 4500 8,3
430 488 322 115 0,91 6,49 6083 12,3
431 1480 1020 159 1,03 7,38 5741 8,4
432 1236 840 10 0,84 1,34 5000 5,0
433 628 720 13 0,78 1,75 7538 2,0
434 1376 840 10 0,85 2,62 5556 6,0
435 536 626 10 0,99 2,40 7450 4,0
436 1448 940 159 0,95 11,33 4593 3,8
437 804 922 13 1,04 0,97 5692 10,1
438 1356 1016 11 1,32 1,65 7182 7,0
439 1092 760 110 1,17 9,40 5275 7.1
440 1044 901 81 0,83 9,59 5684 4,6
Mittelwert 961,0 748,3 64,1 0,95 4,89 5772,9 9,19
Standabw. 365,5 218,3 65,6 0,16 4,48 1047,6 5,45
Min. 292,0 306,0 10,0 0,74 0,47 3800,0 2,00
Max. 1480,0 1020,0 165,0 1,32 14,49 7538,0 20,00
Median 1016,0 792,0 13,0 0,93 2,51 5713,5 7,70
6 Wo Ao
409 292 277 1457 0,94 40,47 6219 0,7
410
411 488 231 1194 1,06 48,95 4768 0,4
412 1000 220 948 0,80 30,63 5788 0,3
413 552 58 924 0,57 30,00 4897 0,5
414 932 301 1561 0,93 37,03 6888 0,7
415 460 53 1394 0,86 30,28 3238 0,5
416 944 96 996 0,92 32,22 3560 0,7
417 2308 74 941 1,14 22,18 5590 0,6
418 964 58 1212 1,37 40,11 4934 0,6
419 1432 64 534 0,95 33,00 5365 0,9
420 680 104 727 0,91 41,18 3707 0,5
421 1160 175 823 0,92 36,52 4144 1,1
422 1732 98 1125 1,23 40,73 3906 0,4
423 636 135 438 1,21 22,03 6491 0,3
424 2220 156 1259 1,14 42,25 3733 0,8
Mittelwert 1053,3 140,0 1035,5 1,00 35,17 4881,9 0,60
Standabw. 621,3 83,2 324,7 0,20 7,52 1153,3 0,22
Min. 292,0 53,0 438,0 0,57 22,03 3238,0 0,30
Max. 2308,0 301,0 1561,0 1,37 48,95 6888,0 1,10
Median 944,0 104,0 996,0 0,94 36,52 4897,0 0,60
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