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Abkiirzungsverzeichnis
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AFS Arteria femoralis superficialis
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Gy Gray
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ICAM Intercellular adhesion molecule
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IL Interleukin
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Entstehung der Atherosklerose

Okklusive arterielle GefdBBerkrankungen zidhlen neben malignen Neoplasien zu den
hiufigsten Todesursachen in westlichen Gesellschaften. Klinisch #duflern sie sich
beispielsweise als KHK, PAVK und Schlaganfall. Bei der zugrundeliegenden
Atherosklerose handelt es sich um eine variable Kombination von Veridnderungen der
Intima, bestehend aus einer herdformigen Ansammlung von Fettsubstanzen, komplexen
Kohlenhydraten, Blut und Blutbestandteilen, Bindegewebe und Kalziumablagerungen,
verbunden mit Verdnderungen der Arterienmedia, so die Definition der
Weltgesundheitsorganisation.

Nach der “Response-to-Injury” Hypothese von Russel Ross (1, 2) entwickelt sich eine
Lision als Antwort auf einen Endothelschaden im Sinne einer Zerstorung der
Endothelbarriere. Nachfolgende Thrombozytenaggregation an die subendotheliale
Matrix, deren Degranulation und die Migration von glatten Muskelzellen in die Intima
sowie Lipidansammlungen fiihren zur Entstehung einer Plaque. Die Notwendigkeit
einer morphologisch erkennbaren Lision des Endothels wurde allerdings nicht bestitigt,
vielmehr scheint aus heutiger Sicht eine funktionelle Storung ausschlaggebend fiir die
Entstehung einer atherosklerotischen Lésion zu sein.

Das intakte Endothel stellt nicht nur eine einfache Barriere zwischen dem Blut und den
darunterliegenden  Schichten  der  GefiBwand dar, es nimmt durch
Metabolismustransport, Regulierung des Gefdltonus iiber die Bildung von
Stickstoffmonoxid, welche durch Scherkrifte und vasoaktive Substanzen stimuliert
wird, und die Modulation von Gerinnung und Immunantwort durch pro- und
antithrombogen wirkende und immunmodulatorische Komponenten wichtige Aufgaben
fiir die Funktion von Blut und Gefdfen wahr. Die Adhésion und Gewebsmigration im
Blut zirkulierender Zellen wird durch Adhisionsmolekiile vermittelt. Im Falle einer
Storung der endothelialen Stickstoffmonoxidbildung kommt es zu einer vermehrten
Expression z.B. des VCAM-1, welches auf nicht aktivierten Endothelzellen nicht

vorkommt und sich schon in frithen atherosklerotischen Lisionen findet (3). Durch
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Bindung mit einem B1-Integrin-Rezeptor wird eine Adhésion von T-Zellen und
Monozyten vermittelt. Verschiedene weitere Adhisionsmolekiile wie ICAM-1 sowie P-
und E-Selektine fiihren zu einer vermehrten Leukozytenadhision an das Endothel und
nachfolgender Migration in die GefidBwand. Eine endotheliale Funktionsstorung stellt

somit die Grundlage fiir die Entwicklung einer atherosklerotischen Lésion dar.

Die meisten bekannten Risikofaktoren der Atherosklerose wie Diabetes mellitus,
arterielle Hypertonie und inhalatives Zigarettenrauchen fiihren zu einer endothelialen
Dysfunktion. Neben der oben beschriebenen vermehrten Expression von
Adhiésionsmolekiilen kommt es aulerdem zu einer Ablagerung von Plasmaproteinen in
den subendothelialen GefiaBwandschichten, darunter insbesondere LDL.

Die Relevanz von Cholesterin im Rahmen atherosklerotischer Lisionen wurde schon
frith erkannt. So konnte bereits zu Beginn des letzten Jahrhunderts gezeigt werden, dass
neben Kalk und Bindegewebe auch Cholesterin in atherosklerotischen Léasionen zu
finden ist. Durch Verfiitterung einer cholesterinreichen Didt lief sich im
Kaninchenmodell die Bildung einer atherosklerotischen Plaque induzieren (4). Nach der
,,Response-to-Retention* Therorie von Kevin Williams wird LDL an die Proteoglykane
der GefiBBwand gebunden (5). Dies fiihrt in der Folge zur Oxidation von Lipoproteinen

und Ausschiittung chemotaktischer Faktoren, was die Entwicklung der Lasion bewirkt.

Der Transport von Cholesterin zu den Organen wird durch das LDL wahrgenommen,
im Gegensatz hierzu dient HDL dem Cholesterintranport zur Leber. Ferner konnen
HDL antioxidierende Enzyme transportieren, welche oxidiertes LDL auflosen.
Entziindliche Prozesse in der GefdBwand und hierbei insbesondere die inflammatorische
Wirkung von LDL sind ein zentraler Mechanismus in der Entstechung der
atheroskerotischen Lasion. Verschiedene Enzyme wie Trypsin, Cholesterolesterase und
Neuraminidase verdndern LDL in dhnlicher Form wie in Plaques gefundenes LDL, was
fir HDL und VLDL nicht der Fall ist (6). LDL hat allerdings auch ohne Oxidation
selbst das Potential inflammatorisch zu wirken, indem es Komplement und
Makrophagen aktiviert. Enzymatisch verdndertes LDL kann durch Verbindung mit CRP
eine Komplementreaktion auslésen (7). Durch eine Impfbehandlung mit LDL konnte so

im Kaninchenmodell die Ausbildung der Atherosklerose vermindert werden.
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Homologes, oxidiertes LDL als Immunisierung fiihrte zu einer Reduktion der
Neointimafliche um 58% nach Ballonschadigung der Iliofemoralarterie des weillen
Neuseelandkaninchen (8).

Durch die Aufnahme von Cholesterinestern in Makrophagen und deren Aufspaltung
durch lysosomale Lipasen entsteht ein Uberangebot an Cholesterin im Zytoplasma,
welches durch das ACAT-System reesterfiziert wird. Makrophagen besitzen einen
LDL-Scavenger-Rezeptor, welcher keinem Regelmechanismus unterliegt und eine
ungeregelte Aufnahme ermdéglicht (9). Es kommt zu einer Vakuolenbildung, was
histologisch im Bild der sogenannten Schaumzellen resultiert. Eine Ansammlung dieser
Zellen erzeugt die makroskopisch sichtbaren ,,Fatty Streaks®. Zerfallen diese Zellen, so
wird das durch die Myeloperoxidase der Makrophagen verinderte LDL wieder in die
GefidBwand abgegeben, welches wiederum von T-Lymphozyten erkannt wird. Aus
Plaques gewonnene T-Zellen sezernieren nach Kontakt mit oxidiertem LDL IFN-y, ein
Verhalten, welches periphere Zellen nicht aufweisen (10). Makrophagen sezernieren
auBerdem inflammatorisch wirkende Substanzen wie IL-1 und TNF, was zu einer
Adhision von Leukozyten fiihrt und glatte Muskelzellen der Media und Fibroblasten in
der Adventitia aktiviert.

Es konnen verschiedene Stadien der Verinderung unterschieden werden: Erste
erkennbare Zeichen sind die erwihnten "Fatty Streaks", welche durch die Akkumulation
von Schaumzellen entstehen und selbst noch zu keinen Symptomen fiihren. Die
Entwicklung einer fibrosen Plaque stellt das nachfolgende Stadium dar. Hierbei kommt
es zu vermehrter Ansammlung von glatten Muskelzellen und Makrophagen in der
Intima, was zu einer Einengung des Gefdlumens fithren kann. Das klinisch
problematische Stadium stellt die komplizierte Lésion dar. Der Mangel an
antithrombogen wirkenden endothelialen Substanzen sowie die hochgradige
Thrombogenitdt der Lipidansammlungen fithren bei Ruptur der abdeckenden
Bindegewebsschicht zu Thrombosenbildungen (11) mit entsprechenden klinischen

Konsequenzen.
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1.2 Durch atherosklerotische Verinderungen bedingte Erkrankungsbilder

In epidemiologischen und experimentellen Studien konnten verschiedene
Risikofaktoren fiir die Entstehung atherosklerotischer Lidsionen nachgewiesen werden.
Die grofite und wohl bekannteste Studie zur Beurteilung kardiovaskuldrer
Risikofaktoren stellt die Framingham - Studie dar (12). Unterschieden werden kausale
Faktoren, préadisponierende sowie mogliche Risikofaktoren. Die unbeeinflu3baren
Faktoren umfassen Familienbelastung, das Alter und das Geschlecht, wobei Minner
hier hiufiger betroffen sind.

Zu den beeinfluflbaren Risikofaktoren zihlen eine erhohte Blutkonzentration von LDL,
ein im Verhiltnis dazu niedriges HDL, die Hypertriglyzeridimie, die arterielle
Hypertonie und insbesondere auch Stoffwechselstorungen wie der Diabetes mellitus,
bei welchem es infolge der Hyperglykdmie zu advance glycation end groups (AGE)
kommt. Dies wiederum fiihrt zu veridnderter Rezeptorbeschaffenheit (RAGE), was eine
erhohte Zytokinausschiittung bewirkt. Als weiterer wichtiger Risikofaktor, welcher eine
endotheliale Dysfunktion bewirkt, ist der Nikotinkonsum zu nennen.

In geringerem Ausmall wird von einer Beteiligung von erhohtem Lipoprotein(a),
Hyperfibrinogendmie, Hyperhomocysteinamie (13), Antiphospholipid-Antikdrpern und

genetischen Defekten des t-Plasminogenaktivators ausgegangen.

Nach Angaben des Statistischen Bundesamtes sind 46,4% der Todesfille im Jahr 2003
auf Erkrankungen des Herz- und Kreislaufsystems zuriickzufithren. Hauptsdchlich
betroffen ist die Altersgruppe der {iiber 65-Jdhrigen. Klinisch wird eine
atherosklerotische Gefidllverdnderung erst offensichtlich, wenn die Einengung des
GefiBes reproduzierbare Ischdmieschmerzen hervorruft oder sich auf einer vulnerablen
Plaque ein Verschluss gebildet hat.

Im Falle der KHK konnen die Symptome der Angina pectoris nach der Canadian
Cardiovascular Society in die Grade I bis IV eingeteilt werden (14), wonach bei einem
Stadium I Beschwerden lediglich bei duflerster Belastung, beim Stadium IV bereits in
Ruhe vorliegen.

Die periphere arterielle Verschlusskrankheit ist eine der haufigsten Erkrankungen der

Altersgruppe iiber 65 Jahre. Auf der Basis der Verschlussdruckmessungen am Oberarm
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sowie am Knochel, dem sogenannten Knochel-/Arm-Index, welcher ein Screening-Tool
zur Detektion asymptomatischer Erkrankungen darstellt, liegt eine Prdvalenz von
mindestens 10% in der Gruppe der iiber 40-Jdhrigen vor (15).

Klinisch lassen sich nach Fontaine (im angloamerikanischen Raum héufiger nach
Rutherford) folgende, in Tabelle 1 dargestellte Ausprigungen abgrenzen (16, 17).
Hieraus ergeben sich auch die - insbesondere im Falle der kritischen

Extremitidtenischimie notwendigen - Therapiemallnahmen.

Tabelle 1. Klinische Einteilungen der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit nach
Rutherford und Fontaine.

Rutherford Fontaine
Kategorie Stadium
0 Asymptomatisch I Asymptomatisch, ABI unter 0,9
1 Geringe Claudicatio intermittens

II'a  Schmerzfreie Gehstrecke >200m
2 Maissige Claudicatio intermittens
3 Schwere Claudicatio intermittens II'b  Schmerzfreie Gehstrecke <200m
4 Ruheschmerz 11 Ruheschmerz
5 Distaler Gewebsschaden

v Ulkus, Nekrose, Gangrin
6 Proximaler Gewebsschaden

1.3 Therapieoptionen

Neben der Reduzierung von Risikofaktoren wie Nikotin und Anpassen der
Erndhrungsgewohnheiten kommt der medikamentosen Therapie eine Schliisselrolle zu.
Zu den verwendeten Medikamenten gehoren abhingig von der klinischen Situation
Lipidsenker, Fibrate, HMG-CoA-Inhibitoren, Antihypertensiva (B-
Adrenorezeptorblocker, ACE-Hemmer, AT1-Antagonisten, Diuretika) und
Thrombozytenaggregationshemmer. Insbesondere die Verwendung der sogenannten
Statine  (HMG-CoA-Inhibitoren) und Thrombozytenaggregationshemmer  wie
Acetylsalicylsdure konnen das Ausmall sowie die Hiufigkeit von Komplikatioenen

durch atherosklerotische GefidB3verdnderungen limitieren.
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Zur Behandlung symptomatischer Stenosen kann die Durchgingigkeit der Arterie durch
bildgestiitzte, minimalinvasive Verfahren wiederhergestellt werden. Als erfolgreiche
Methode hat sich hierzu der Ballonkatheter etabliert (18). Die wegweisende
Entwicklung des Koronarangiogramms erfolgte Ende der fiinfziger Jahre durch Mason
Sones. Die Ergebnisse erster Experimente mit Ballonkathetern wurden im Jahr 1964
durch den Radiologen Charles Dotter veroffentlicht (19).

Nach erfolgreichem Einsatz in peripheren Gefidllen wurde eine Ballonangioplastie einer
Koronarstenose im Menschen erstmalig von Andreas Griintzig im Jahr 1977
durchgefiihrt (20).

Nachfolgend wurde in insgesamt sechs groflen klinischen Studien die perkutane
transluminale Coronarangioplastie (PTCA) mit der chirurgischen Bypass-Therapie
verglichen. Im einzelnen waren dies GABI (German Angioplasty versus Bypass
Grafting, (21)), RITA (Randomized Intervention Treatment of Angina, (22)), CABRI
(Coronary Angioplasty versus Bypass Revascularisation Investigation, (23)), BARI
(Bypass Angioplasty Revascularization Investigation, (24)), EAST (Emory Angioplasty
versus Surgery Trial, (25)) und die ERACI (Argentine Randomized Trial, (26)).

In diese Studien wurden zwischen 127 und 1829 Patienten eingeschlossen, der
Beobachtungszeitraum betrug 1 bis 5 Jahre. In der BARI Studie zeigte sich, dass au3er
im Falle der Diabetiker, welche von der CABG profitierten, sich die Mortalitdt nicht
signifikant unterschied. Ein Jahr nach Intervention waren in der CABG-Gruppe 75%, in
der PTCA 70% der Patienten beschwerdefrei. Die Anzahl erneuter Interventionen war
zwar im Falle der PTCA signifikant erhoht, dafiir waren die Behandlungskosten
niedriger. In einer 3-jdhrigen, prospektiven Studie, der EAST, wurden 392 Patienten
untersucht. Die CABG-Gruppe umfasste 194 Patienten gegeniiber 198, welche eine
PTCA erhielten. Es verstarben in beiden Gruppen &hnlich viele Patienten. Eine
Reintervention war bei initialem CABG (Chirurgisch 1%, interventionell 13%)
gegeniiber PTCA (Chirurgisch 22%, interventionell 41%) notig, in Bezug auf MACE

unterschieden sich beide Verfahren nicht.
Insgesamt zeigt das Verfahren der perkutanen Ballondilatation recht gute

Akutergebnisse, birgt aber mittelfristig die Gefahr des Reverschlusses. Im Falle der

Herzkranzgefile entwickeln etwa 30-40% der Patienten einen erneuten Verschluss
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innerhalb eines Jahres nach Koronarangioplastie (27) mit schwerwiegenden
Komplikationen (MACE). Im Falle interventionell radiologisch behandelbarer
peripherer Verschliisse wird das Auftreten von Restenosen im Falle der Becken- und
Beinarterien, einer Gefédfregion, in der die PTA ebenfalls einen hohen Stellenwert in der
Therapie einnimmt, iliacal zwischen 19-23% nach 2 Jahren, allerdings im
problematischen Gebiet der AFS, welche das am hdufigsten interventionell behandelte

periphere Gefil} darstellt, mit 35-78% (28, 29) angegeben.

1.4 Die Entwicklung von Stents

Im Jahre 1983 berichteten Charles Dotter und Andrew Cragg iiber Versuche mit
Nitinol-Ringen in arteriellen Gefden von Hunden und zeigten, dass sich ein Gefidll mit
dieser Technik offenhalten Idsst (30). Stents stellen intravaskuldre Stiitzen dar, welche
die elastische Riickstellung der Arterie, den sogenannten ,.elastic recoil, verhindern
sollen. Dieser tritt zeitnah zur Dilatation des Gefilles auf.

Eine  Weiterentwicklung, der sogenannte ,Zickzack"-Stent, welcher ein
selbstexpandierbares Design aufwies, wurde 1985 von Cesare Gianturco verdffentlicht.
Ein Jahr spdter wurde der erste selbstexpandierende Wallstent durch Jacques Puel in
eine menschliche Koronararterie implantiert (31). Zeitnah berichteten Richard Schatz
und Julio Palmaz iiber ein Stentdesign, bei welchem ein Rohr als Grundlage fiir den
Stent verwendet wurde, aus dem das Implantat geschnitten wurde. Dieses Design war
auf einem Ballonkatheter vormontiert (32).

In zwei groflen Studien, der Benestent und der STRESS, wurde die Uberlegenheit dieser
Therapieoption gegeniiber der einfachen Angioplastie gezeigt. In der Benestent Studie
zeigte sich eine Abnahme der Restenose um 30-50% (33, 34). Allerdings wird auch
diese erweiterte Methode durch das Auftreten von Restenosen limitiert, welche hier
jedoch hauptsidchlich auf eine Neubildung von Gewebe innerhalb des Stents
zuriickzufiihren ist.

Gegenwirtig werden weltweit jdhrlich iiber 1 Million koronare Ballonangioplastien
durchgefiiht, in 50-80% der Fille erfolgt eine zusitzliche Stentimplantation (35, 36).
Zwar kann mit Hilfe dieser GeféBstiitzen das Auftreten einer Restenose auf bis zu 25%

verringert werden (34, 37), der Wiederverschluss eines auf diese Weise initial
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erfolgreich wiedereroffneten Gefilles stellt jedoch abhédngig von der zugrundeliegenen
Liasion eine entscheidende Limitation des Verfahrens dar. Je nach Autor werden jedoch
auch Restenoseraten nach PTCA zwischen 30% und 50% genannt (38, 39). Je
komplizierter die Lésionen und je kleiner die GefidB3e werden, desto hoher wird auch die
Restenoserate nach Stentimplantation (40), die Lokalisation spielt somit eine
entscheidende Rolle (41).

Auch im peripheren Bereich sind Stents aus dem klinischen Alltag nicht mehr
wegzudenken und zeigen im Falle der Beckenachse sehr zufriedenstellende Ergebnisse
mit bis zu 71% Offenheit nach 10 Jahren (42) bei Behandlungen von Stenosen, welche
nach dem transatlantischen Konsensusdokument als Typ A und B eingestuft wurden
(43). Fiir das weitaus héaufiger behandelte Gefid, die AFS, welche zusitzliche
mechanische Anspriiche an die Implantate stellt, bleibt die Anwendung von Stents
allerdings Situationen mit nicht befriedigendem Ergebnis nach PTA (Druckgradient)
oder einer flusslimitierenden Dissektion vorbehalten (44). Die Ergebnisse in diesem
GefidBabschnitt konnten zwar durch Verwendung selbstexpandierbarer Stents etwas
gebessert werden, die Restenoserate liegt jedoch auch mit dieser Methode bei bis zu
25% nach einem Jahr (45).

Selbstexpandierbare Stents fiir die Peripherie werden gegenwirtig hauptsichlich aus der
"Gedichtnis"-Legierung Nitinol, welche 1965 in Labors der amerikanischen
Seestreitkrifte entwickelt wurde, hergestellt. Ferner kommt chirurgischer Edelstahl zum
Einsatz. Grundsitzliche Veridnderungen an den Stents wie die Verwendung anderer
Materialien oder Oberflachenverarbeitungen konnten die Biovertrdglichkeit und damit
die Restenoseentstehung verringern. So zeigte eine ex vivo-Untersuchung von Thierry et
al. eine geringere Thrombogenitidt von Nitinolstents verglichen mit Edelstahl (46). In
Untersuchungen zur Restenose bei Verwendung unterschiedlicher Stents fanden sich
deutliche Unterschiede zwischen den verschiedenen Produkten von 20% und 50%
Restenoserate nach Koronarstenting. Neben der Biovertrdglichkeit stellt die
mechanische Belastbarkeit der Materialien jedoch insbesondere in Arterien mit
deutlichen Bewegungen wie der AFS einen entscheidenden Parameter dar. So zeigt sich
hier gegenwirtig das noch nicht geldste Problem des Stentbruches, wobei abhingig vom
Grad der Schidigung mit vermehrten Restenosen oder Verschliissen zu rechnen ist (47).

Ein idealer Stent sollte also mechanische Belastbarkeit, radiale Abstiitzkraft, Weichheit
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sowie  gute Sichtbarkeit ~ unter =~ Durchleuchtung  mit  biokompatiblen
Oberfldcheneigenschaften kombinieren.

Zusitzlich hat die Anwendung von Thrombozytenaggregationshemmern wie dem ADP-
Antagonisten Clopidogrel und auch der GPIIb/IIla-Antagonisten (48) nach
Interventionen in klinischen Studien zu einer deutlichen Reduktion der Komplikationen
nach Stentimplantation gefiihrt. Beschichtungen mit Heparin wurden zwar entwickelt
und auf ihre Anwendbarkeit hin getestet, konnten aber in Bezug auf die Verringerung
der Neointimabildung nicht den gewiinschten Effekt erzielen. So zeigte sich in der
COAST zwar ein Vorteil der Stentapplikation in kleinen Gefden, jedoch kein
signifikanter Unterschied zwischen dem unbeschichteten und dem Heparin-
beschichteten Stent (49).

Somit stellt die Restenose weiterhin, in Abhédngigkeit vom verwendeten Stentmaterial
und der zugrundeliegenden Lision, ein groBes klinisches wie volkswirtschaftliches

Problem dar.

1.5 Pathomechanismus der Restenose

Restenose nach PTCA und PTA ist als ein iiberschiessender Wundheilungsprozef3
anzusehen, welcher aus elastischem Recoil, neointimaler Hyperplasie und negativem
GefidBumbau (Remodeling) besteht (50). Zwar verhindern Stents weitestgehend den
elastischen Recoil, durch die Bildung von Thromben (Wochen) und einer
Gewebeneubildung innerhalb des Stents, der intimalen Hyperplasie (Monate), kann es
jedoch zu klinisch relevanten Wiederverschliissen kommen. Intravaskulére
Ultraschalluntersuchungen (IVUS) zeigten, dass die Lumeneinengung nach
Stentapplikation, im Gegensatz zur alleinigen Angioplastie, hauptsédchlich auf die
Bildung einer Neointima zuriickzufiihren ist (51).

Im Unterschied zu primédren atherosklerotischen Léasionen, welche teilweise als
vaskuldre Entziindung anzusehen sind, handelt es sich bei der Restenose um eine
proliferative Reaktion. Sie weist zwar Gemeinsamkeiten mit der Atherosklerose auf, ist
in ihrer Pathogenese aber in vielen Punkten verschieden. So findet sich in primiren
atherosklerotischen Lidsionen eher eine Intimafibrose mit Nekrosen sowie typische

Schaumzellakkumulationen. In restenosierten Gefidflen dominiert ein eher lockeres
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fibroproliferatives Gewebe mit immunhistochemisch nachweisbaren glatten
GefiBwandmyozyten (52). Dieses erfihrt im zeitlichen Verlauf eine Umwandlung der
extrazelluldren Matrixbestandteile mit einem vermehrten Vorkommen von Kollagen
(53, 54).

Ein direkter Zusammenhang zwischen der Bildung intimaler Hyperplasie und der
Schiadigung des Gefiles wurde 1992 von Schwarz et al. im Schweinemodell
beschrieben. Die mechanische Traumatisierung von Schweinearterien fiithrte zu einer
der beim Menschen auftretenden Atherosklerose &dhnlichen Lision (55, 56). Die
Freilegung thrombogenen Materials und die Fremdoberfliche des Stents fiithren zu einer
Aktivierung von Thrombozyten und der Ausbildung eines Thrombus im Bereich der
Liasion (57). Der aus den a-Granula von Thrombozyten freigestezte PDGF stellt eines
der stirksten Mitogene fiir glatte GefdBmuskelzellen dar (58), aulerdem sezernieren
diese Zellen Serotonin, Thromboxan A2 und P-Selectin, woraus sich umfangreiche
Interaktionen der Thrombo- und Leukozyten ergeben. Thrombin als Endprodukt der
plasmatischen Gerinnung fiihrt ebenfalls zur Ausschiittung von PDGF aus
Thrombozyten, kann aber auch auf direktem Wege SMC stimulieren (59). Somit
bestehen weitreichende Zusammenhinge zwischen Thrombusformation,
Entziindungsreaktion und der Ausprigung der Neointima (60, 61).

Auch die direkte Schidigung der glatten GefiBwandmyozyten im Sinne einer Dehnung
stellt einen Proliferationsreiz dar. Insgesamt beginnen diese Zellen in den ersten Tagen
nach Intervention zu proliferieren und in die Intima zu migrieren. Durch die Bildung
von extrazelluldrer Matrix entsteht die histologisch definierbare intimale Hyperplasie.
Das adventitielle Bindegewebe wurde lange Zeit nur als Stiitzgewebe und nicht als aktiv
teilnehmend an Gefd3prozessen verstanden. Allerdings zeigte eine Proliferationsfarbung
mit BrDU drei Tage nach Intervention eine vermehrte Anfirbbarkeit in der Adventitia,
sieben Tage spiter hauptsidchlich in der Neointima. Moglicherweise kommt somit eine
Migration adventitieller Zellen in die lumennahen Gefi3wandschichten vor (62). Um zu
migrieren, bilden diese Zellen vermehrt Metalloproteinasen und exprimieren o-Aktin,
einen Marker fiir Myofibroblasten. Es erfolgt eine vermehrte Bildung von reaktiven
Radikalen in der Adventitia, was zum Remodeling beitragt. Entsprechend vermindern
NAD(P)H-Oxidase-Inhibitoren die Proliferation von adventitiellen Fibroblasten (63).

Die Annahme einer Beteiligung der Adventitia wird unterstiitzt durch die Beobachtung,
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dass ein experimentell gesetzter, isolierter Schaden in der Adventitia zur Bildung einer
Atherosklerose fiihrt. Wenige Tage nach Schiddigung beginnt die Proliferation, welche

etwa nach 1 bis 2 Monaten auf Basislevel zuriickfillt (64).

1.6 Therapeutische Optionen bei Wiederverschliissen, prophylaktische Ansétze

Der Wiederverschluss eines initial erfolgreich behandelten Gefid3abschnittes, welcher
sich durch eine systemische Medikation allein bisher nicht ausreichend verhindern lésst,
erfordert einerseits eine erneute Intervention oder moglicherweise sogar Operation,
verbunden mit Risiken fiir den Patienten, andererseits verursacht sie erneute Kosten.
Daher werden Anstrengungen unternommen, das Auftreten dieser Komplikationen zu
verhindern oder einfache Methoden zu deren Therapie zu finden.

Die  Architektur der Stents, die verwendeten Materialien und die
Oberflachenbeschaffenheit werden kontinuierlich weiterentwickelt. Grole Hoffnungen
werden gegenwirtig in Beschichtungen mit Medikamenten gesetzt. Hierbei werden aus
der Tumortherapie bekannte Chemotherapeutika z.B. Sirolimus (Rapamycin) oder
Paclitaxel (Taxol) iiber einen polymerbeschichteten Stent lokal an die GefdBwand
abgegeben. Die Wirksamkeit zeigte sich bereits in grolen Studien wie beispielsweise
der TAXUS I, in welcher die langsame Freisetzung von Paclitaxel in de novo Lésionen
oder koronaren Restenosen untersucht wurde (65). Nach sechs Monaten fand sich eine
Restenoserate von 0% gegeniiber 10% in der Kontrollgruppe. MACE traten in der
Gruppe mit medikamentenbeschichteten Stents in 3% gegeniiber 10% in der Kontrolle
auf.

Ein weiterer Ansatz besteht in der Proliferationshemmung glatter Muskelzellen mittels
ionisierender Strahlung. Im Folgenden werden kurz die Grundlagen sowie existierende

vorklinische und klinische Ergebnisse dieser Methode geschildert.
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1.7 Strahlenbiologie und Einsatzgebiete in der Medizin

Ionisierende Strahlung wird im klinischen Alltag zur adjuvanten, kombinierten oder
alleinigen Therapie von malignen Neoplasien und deren Metastasen eingesetzt. Auch
zur Behandlung von benignen Wucherungen wie dem Narbenkeloid oder hypertrophen
Ossifikationen kann sie verwendet werden (66, 67). AuBlerdem findet indirekt
ionisierende Strahlung Anwendung im diagnostischen Bereich.

Eine charakteristische Nebenwirkung der Bestrahlung ist die Fibrosierung des Gewebes.
Bestrahlungen von 1-10 Gy fiihren iiber einen Zeitraum von 2-3 Wochen zu einer
Differenzierung von Fibroblasten zu Fibrozyten (68). An den interzellularen Signalen
nach Radiatio sind beispielsweise PDGF und B-TGF beteiligt (69). Die Erfahrungen der
Strahlentherapie zeigen, dass eine konzentrierte Dosis einen besseren Effekt erzielt als
eine protahierte. Wird die Strahlung also iiber einen Stent appliziert, so muss die Dosis
der niedrigeren Dosisrate und dem verldngerten Bestrahlungszeitraum angepasst

werden.

1.8 Strahlenwirkung auf Gefafle

Grundsitzlich zdhlen GefaBwéande zu den weitestgehend strahlenresistenten Geweben.
Allerdings kann es abhédngig von der Bestrahlungsdosis zu einer Intimafibrose, zu
Lipideinlagerungen = und  Wandsklerosen =~ kommen,  ferner  wird  eine
Endothelzellschwellung beobachtet. Bei kleineren Arterien und Arteriolen sowie
Kapillaren kann es hierdurch zu einer Gefi3verengung kommen. Durch den Austritt von
Proteinen und Blutbestandteilen ins Interstitium entsteht ein Odem nach Bestrahlung. In
der Literatur finden sich Berichte iiber das Auftreten von koronarer Herzerkrankung
nach mediastinaler Bestrahlung zur Therapie eines Morbus Hodgkin (70). In den Vasa
vasorum wird hierbei ein Schaden bzw. die Bildung von Neointima beobachtet. Dies ist
kohdrent mit dem Bild einer strahleninduzierten Arteriopathie bei extrakorporaler
Bestrahlung, z.B. eines Pulmonalkarzinoms. Auch Stenosen der extrakraniellen
hirnversorgenden Arterien nach Radiatio im Halsbereich wurden beschrieben (71). Im

Zusammenhang mit der Strahlenwirkung auf Gefille nach Angioplastie stellt vor allem

19



Einleitung

die verzogerte Reendothelialisierung (72) aufgrund hierdurch vermehrt auftretender

Thrombosen ein Problem dar.

1.9 Strahlentherapie zur Hemmung von Neointimabildung

Schon im Jahr 1964 berichtete Friedman iiber die antiatherogene Wirkung von Iridium-
192 y-Strahlung im Kaninchen (73), was aufgrund fehlender klinischer Notwendigkeit
erst spiter als Methode zur Prophylaxe postinterventioneller intimaler Hyperplasie
wieder aufgegriffen wurde (74). Grundlage fiir die Anwendung nach PTA war die
Annahme, dass das proliferierende Gewebe mehr als gesunde Gefil3e strahlensensibel
sein sollte. Neben der extrakorporalen Bestrahlung wurden drei Formen der
intravaskuldren Applikation von Strahlung zur Hemmung neointimalen Wachstums
verfolgt: Die Applikation iiber ein Afterloadingsystem, jene iiber mit radioaktiven
Substanzen gefiillte Ballonkatheter und ferner die Verwendung eines im Gefal3
verbleibenden Stents als Plattform.

Der Unterschied besteht hierbei nicht nur in der Methode, sondern auch in der Dosisrate
und der Dauer, iiber welche die Gesamtdosis abgegeben wird. Es hat sich gezeigt, dass
letztere bei einer protrahierten LDR-Therapie deutlich hoher sein muss als bei einer
HDR, um ein vergleichbares Resultat zu erzielen. Untersuchungen mit in klinischen
Studien verwendeten Dosen von etwa 13 Gy/35 min (entsprechend der SCRIPPS)
zeigten, dass die Proliferation verzogert oder ganz verhindert wird, wenn eine
bestimmte Anzahl an proliferationsfahigen Zellen unterschritten ist. Humane aortale
glatte Muskelzellen wurden hierzu mittels y-Strahlung behandelt. Da jedoch teilweise
das kolonigene Potential der Zellen erhalten bleibt, wurde ledigich eine Verzdgerung
des Restenosemaximums von 6 Monaten ohne Radiatio auf bis zu 36 Monaten mit
Radiatio von 13 Gy postuliert (75). Fiir das Isotop Rhenium-186 zeigte sich bei 4-32 Gy
ein dosisabhingiger proliferationshemmender Einfluss auf Endothelzellen und glatte
Muskelzellen der menschlichen Aortenwand. Die Endothelzellen schienen jedoch ein
hoheres Potential zu haben, sich nach Bestrahlung wieder zu erholen (76).
Gegensitzlich zu den in vitro-Versuchen, welche eine Teilungshemmung glatter
GefiBmuskelzellen durch Bestrahlung gezeigt haben, ergab sich jedoch insbesondere im

Schweinemodell fiir Dosen zwischen 10 Gy (3 c¢Gy/h) bis 125 Gy (60 cGy/h) eine
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positive Korrelation zwischen der Aktivitit des Stents und der Neointimaflache nach 6

Monaten (77).

1.10 Problematik und Fragestellung

Die Wirksamkeit der intraarteriellen Strahlentherapie zur Hemmung der Proliferation
glatter GefaBwandmyozyten konnte bereits in vitro, im Tiermodell und klinisch gezeigt
werden. Die Frage nach der idealen Applikationsform und Dosis abhingig von der
Lokalisation und Gefd3groBe ist jedoch weiterhin offen. Grundsitzlich ist die
katheterbasierte vaskuldare Brachytherapie (VBT) iiber ein Afterloadingsystem mit
Problemen insbesondere bei der homogenen Dosisverteilung und Zentrierung behaftet.
AuBlerdem muss mit einer hochaktiven Quelle umgegangen werden, was das
Zusammenwirken mehrerer Disziplinen verlangt (78). Bei der kathetergestiitzten
Applikation kommen Probleme wie eine mogliche Kontamination durch Ballonschidden
hinzu.

Die Vorteile eines Stentsystems liegen in der einfacheren Handhabung, der
kontinuierlichen Dosisabgabe iiber den Proliferationszeitraum und der besseren
Verteilung durch den direkten Kontakt der radioaktiven Quelle zur GefiBwand. Da hier
als Beschichtung die Verwendung eines B-Strahlers mit kurzer Eindringtiefe sinnvoll
ist, wurde in ersten Studien sehr hdufig auf das Isotop Phosphor-32 zuriickgegriffen.
Klinisch wurde die Anwendbarkeit im koronaren Gefdsystem bereits in der IRIS
(Isostent Restenosis Intervention Study (79)) und der Milan Dose-Response Study (80)
evaluiert. Zur Anwendung in peripheren Arterien sind fiir radioaktive Stents keine
Daten vorhanden.

Obwohl die Stents in den genannten Untersuchungen bei hoher initialer Aktivitét eine
neointimale Hyperplasie unterdriicken konnten, fand sich eine auffillige Verdnderung
an den Stentenden: in einem umschriebenen Bereich zeigte sich eine deutliche
Intimaproliferation mit hochgradiger Lumeneinengung, welche das Resultat bezogen
auf das therapierte Gefall limitierte. Als mogliche Ursache hierfiir wurde einerseits eine
kontinuierliche Bestrahlung mit niedriger Dosis im Randbereich, andererseits ein
vermehrter Schaden durch die Implantation angenommen. Hoffnungen auf eine Losung

dieses Problems werden in die Suche nach dem idealen Isotop gelegt, welches eine
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geeignete Halbwertszeit aufweist und aufgrund der Energiespektren eine zielgerechte
Dosisverteilung in den Wandschichten erlaubt. Das hier untersuchte Isotop Rhenium-
186 weist im Vergleich zu Phosphor-32 eine deutlich geringere HWZ sowie eine
geringere mittlere B-Energie auf, was in einer schnelleren Abgabe der Dosis und einer
geringeren Eindringtiefe resultiert. In einer zuvor durchgefiihrten Tierstudie am
Kaninchenmodell konnte fiir Rhenium-186 eine dosisabhingige Reduktion der
Neointima festgestellt werden (81). Hierzu wurden 34 Neuseelandkaninchen nach
Vorfiitterung einer 0,5% Cholesterindidt radioaktive Palmaz-Schatz Stents in die
infrarenale Aorta implantiert. Nach 7 Wochen zeigte sich eine deutliche Reduktion der
Neointimafldche, insbesondere in den Gruppen mit der hochsten Aktivitit von 16,0
MBq und 25,3 MBq, entsprechend 250 und 377 Gy Gesamtdosis im Abstand von 0,5
mm von den Stentstreben. Allerdings war die genannte Studie nicht konzipiert, um
einen potentiellen Edge-Effekt zu detektieren. Somit wurde die vorliegende Arbeit

durchgefiihrt, um folgende Fragen zu beantworten:

- Léasst sich durch Stentbeschichtung mit Rhenium-186 eine Verminderung der
Neointimabildung in porcinen GefidBlen erreichen ? Lassen sich somit die mit
Rhenium-186 im Kaninchen gefundenen positiven Ergebnisse im Schweinemodell
bestétigen, fiir welches in der Literatur teilweise deutlich schlechtere Resultate
berichtet wurden ?

- Gibt es eine vermehrte Verengung durch neointimale Hyperplasie an den Stentenden
im Sinne eines ,,Candy-Wrappers* ?

- Reagieren periphere und koronare Gefil3e unterschiedlich auf die Bestrahlung nach
Angioplastie ?

- Lassen sich im Vergleich mit anderen Isotopen fiir Rhenium-186 charakteristische

histologische Veridnderungen finden ?
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchsmaterialien

2.1.1 Interventionsmaterial

Als Stents wurden ballonexpandierbare Koronarstents der Firma Jomed (Jomed,
Rangendingen, Deutschland) mit einer Lange von 16 mm und einem Durchmesser von
3 mm verwendet. Als periphere Stents in den Carotiden dienten Jomed peripheral Stents
(Jomed, Rangendingen, Deutschland) mit einer Linge von 58 mm und einem
Durchmesser von 7 mm. Zum Einfiihren der Katheter wurde nach Punktion der Arteria
femoralis in Seldinger-Technik eine Schleuse (F8-Avanti Einfiihrbesteck, Cordis,
Warren, USA) eingebracht.

Die in den Koronarien zu plazierenden Stents wurden im Falle der Kontrollgruppe auf
einen Ballon mit 3 mm Durchmesser aufgebracht. Die radioaktiv dotierten Stents
wurden hinter einer Bleiglasscheibe mit Schutzhandschuhen auf einen Ballon gleichen
Fabrikats aufgecrimpt. Fiir die peripheren Stents wurde ebenso verfahren, es wurde hier

jedoch ein Ballon mit einem Durchmesser von 7 mm verwendet.

2.1.2 Das Isotop Rhenium-186

Das Element Rhenium ist ein Metall aus der Gruppe VIIb / Periode 6 und besitzt die
Ordnungszahl 75. Von den Isotopen dieses Elements wurde im vorliegenden Versuch
das Rhenium-186 gewihlt. Dieses besitzt eine Halbwertszeit von 90,64 Stunden,
entsprechend 3,8 Tagen und zerfillt zu 93,1% durch B-Zerfall zu Osmium-186 und zu
6,9% durch y-Zerfall zu Wolfram-186. Die maximale B-Energie betrdgt 1,069 MeV, die
mittlere 0,349 MeV. Die Energie der y-Komponente betrigt 137 keV.
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2.1.3 Beschichtungsverfahren

Die Stents wurden im Forschungszentrum Rossendorf e.V. (Dresden) im Institut fiir
bioorganische und radiopharmazeutische Chemie beschichtet. Hierzu wurden die Stents
zunéchst in eine der Stentldnge entsprechende Glasampulle eingebracht, in welcher sich
Rhenium-186 in 2ml 1 N Salzsédure befand. Die Ampulle wurde in einem Wasserbad fiir
10 Minuten auf 100° Celsius erhitzt. Der so aktivierte Stent wurde danach in 100%
Ethanol gewaschen. Zur Fixierung der Stentoberfliche wurde der Stent in einer
Quarzglasampulle bei 107 Torr fiir 15 Minuten auf 900° Celsius erhitzt. Zum Transport

wurden die Stents in einem Acrylresinschutz in einen Bleibehilter verbracht.

2.1.4 Dosimetrie der beschichteten Stents

Die Dosimetrie bestimmt die absorbierte Dosis in einem definierten Abstand von der
Strahlenquelle im Medium. Die Problematik der Dosisverteilung im Falle der VBT iiber
einen Stent besteht in den kleinen Durchmessern und der kurzen Eindringtiefe, was
einen Messabstand von unter 2 mm notwendig macht. Der Dosisabfall ist sehr steil
(siehe Abbildung 8) weshalb das Messgeriit ein kleines Volumen aufweisen muss.

Die dosimetrischen Untersuchungen wurden an der Universitit Essen durchgefiihrt. Die
Messungen erfolgten in Wasser in einer Entfernung von 0,5 bis 10 mm. Es wurde ein
Plasikszintillator mit 4 mm? Messoberfliche verwendet. Als NIST (National Institute of
Standards and Technology) Standard wurde ein kalibrierter Novoste (Novoste Beta-
Cath) Quellenzug verwendet.

Die Aktivitidt, welche der Anzahl der radioaktiven Zerfille pro Zeiteinheit entspricht,

berechnet sich iiber die Formel des radioaktiven Zerfallsgesetzes:

N=N,-e™*

Gleichung 1. Radioaktives Zerfallsgesetz
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Hierbei stellt Ny die Anzahl der radioaktiven Kerne zu Beginn, N die Anzahl der Kerne
zum Zeitpunkt t und A die Zerfallskonstante dar. Diese steht mit der Halbwertszeit in

folgendem Zusammenhang:

A=2%
’TI/Z

Gleichung 2. Berechnung der Zerfallskonstante

Zum Angiographiezeitpunkt nach 8 Wochen (56 Tage) sind somit 15 Halbwertszeiten,
zum Zeitpunkt der Abtotung nach 12 Wochen (84 Tage) 22 Halbwertszeiten vergangen.
Nach etwa 5 Halbwertszeiten ist die Radioaktivitit weitestgehend abgeklungen. Die
nachfolgende Abbildung 1 zeigt den Aktivitdtsverlauf von Rhenium-186 iiber die Zeit

des Versuches.

Aktivitatsverlauf
140
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8 80
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©
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2
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Abbildung 1. Verlauf der Aktivitidt eines mit 136 MBq Rhenium-186 dotierten Stents
iber den Versuchszeitraum bis zur angiographischen Nachuntersuchung.
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2.2  Versuchsablauf

2.2.1 Tiermodell

Die Versuche wurden in den Labors der Schering AG (Berlin, Deutschland)
durchgefiihrt. Hier waren die notwendigen Strahlenschutzmalinahmen gegeben. Als
Modell fiir die Gefdreaktionen nach Stentimplantation wurde das in der Erforschung
der Restenose weit verbreitete Schweinemodell gewdhlt. Fiir die hier beschriebenen
Versuche wurden 17 Géttingen Minipigs (Ellegaard Gottingen Minipigs ApS, Dalmose,
Dénemark) mit einem Anfangsgewicht von 27,2427 kg verwendet. Als Zielgefille
dienten der RIVA und der RCX der linken Koronararterie sowie beide Arteriae

caroticae.

2.2.2 Gruppeneinteilung

Der RIVA und der RCX der linken Koronararterie erhielten entweder Kontrollstents
oder Stents mit mittleren Aktivititen von 10,86+1,58 MBq (8,5-13) im RIVA und mit
17,77£1,73 MBq (15,3-21) im RCX. In den Carotiden wurden neben der
Kontrollgruppe drei verschiedene Aktivititsgruppen eingesetzt. Eine niedrige mit
10,67£1,15 MBq (10-12), eine mittlere mit 77,56+10,44 MBq (52-88) und eine hohe
mit 136+4,73 MBq (129-142). Abbildung 2 zeigt den schematischen Versuchsaufbau.
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KoronargefiBe 17 Minipigs A. carotis
Kontrolle
Primedikation n=I2
RIVA RCX
10,67 MB
Kontrolle Kontrolle ' ’ 1
n=3
n=8 n=8
10,86 MBq || 17,77 MBq 77’55_243 9
n=9 n=9 -
136 MBq
Nach- n=8
behandlung
8 Wochen
Koronar- und
Carotisangiographie Quantitative
Angiographie
Versuchsende
Histopathologische Morphometrische
Auswertung Auswertung

Abbildung 2. Schematische Darstellung des Versuchsablaufes. In 2 Carotiden wurde

kein Stent implantiert.

2.2.3 Thromboseprophylaxe und Narkose

Die Thromboseprophylaxe 24 Stunden vor dem Eingriff bestand aus 300 mg
Clopidogrel (Plavix, Sanofi-Synthelabo GmbH, Berlin, Deutschland) per os sowie 500
mg Acetylsalicylsédure per os.

Zur Einleitung der Narkose wurde den Tieren 10 mg Ketamin / kgKG (Ketanest, Parke-
Davis, Karlsruhe, Deutschland), 4 mg Azaperon / kgKG (Stresnil, Janssen-Cilag GmbH,
Neuss, Deutschland) und 0,01 mg Atropin / kgKG (Atropinsulfat, Braun, Melsungen,
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Deutschland) als intramuskuldre Injektion verabreicht. Nach Anlage einer
Venenverweilkaniile wurden iiber diese vor der Intubation weitere 2 ml Ketamin
(Ketanest, Parke-Davis, Karlsruhe, Deutschland) sowie 1 ml Diazepam (Valium,
Hoffman LaRoche, Grenzach-Wyhlen, Deutschland) verabreicht. Es erfolgte die
endotracheale Intubation und die Beatmung mit einem Sauerstoff / Lachgasgemisch
(1:3/0,8 /2,4 ml) und Enfluran 1,5 Vol%. Bei Bedarf wurden wihrend der Intervention
2 ml Ketamin, sowie 1 ml Valium intravends nachappliziert.

Im direkten AnschluB an den Eingriff erhielten die Tiere jeweils 5 mg Aspisol
intravends und eine intramuskuldre Gabe von 1,7 ml eines Penizillin-Streptomycin
Kombinationspriaparates mit Depotwirkung (Tardomycel, Bayer, Leverkusen,
Deutschland). Ab dem ersten postinterventionellen Tag erhielten die Tiere eine tégliche

Dosis von 75 mg Clopidogrel und 100 mg ASS per os als Thromboseprophylaxe.

2.2.4 Operationstechnik

Zunichst wurde die Arteria femoralis punktiert und anschlieBend eine 8F Schleuse
(Avanti, Cordis, Warren, USA) eingefiihrt. Hieriiber wurden zunichst 100 IE Heparin /
kgKG (Liquemin N 25000, Hoffman LaRoche, Grenzach-Wyhlen, Deutschland)
verabreicht. Falls erforderlich, erhielten die Tiere Nitroglycerin 200 pug entsprechend 4
ml intraarteriell. Die kardiale Uberwachung wihrend der Intervention erfolgte mittels
eines 4-Punkt EKG, die notwendige Durchleuchtungskontrolle mit Hilfe einer mobilen
Durchleuchtungseinheit (Siemens, Erlangen, Deutschland).

Die Carotiden wurden vor der Stentapplikation durch Uberdilatation mit einem Ballon
mit 8§ mm Durchmesser geschidigt. Bei einem Tier der Kontrollgruppe wurde hierzu
aufgrund der geringen GefidBBgrofe ein Ballon mit lediglich 7 mm verwendet. Die
Stentplazierung erfolgte in den Koronarien mit 10 bar Inflationsdruck iiber eine Dauer

von 30 Sekunden, in den Carotiden mit 8 bar fiir ebenfalls 30 Sekunden.

2.2.5 Nachbehandlung und Nachuntersuchung

Nach 8 Wochen wurden die behandelten GefidBBabschnitte angiographisch dargestellt.

Die Narkose wurde analog zur initialen Intervention durchgefiihrt (siehe 2.2.3). Nach
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Punktion der A. femoralis erfolgte das Einfiihren einer Schleuse in Seldinger-Technik
und die Sondierung und Darstellung der behandelten Koronargefif3e und der Carotiden.
Die Untersuchungen wurden auf Rontgenfilmbidndern zur spéteren quantitativen
Auswertung (siehe 2.3.4.1) in 2 Ebenen dokumentiert. Im Rahmen dieser zweiten

Intervention wurde den Tieren nochmals 2 ml Tardomycel intramuskuldr verabreicht.

2.2.6 Versuchsende

Nach dem Beobachtungszeitraum von 12 Wochen wurden die Tiere euthanasiert. Nach
intravenoser Gabe von 2 ml Fentanyl + Droperidol (Thalamonal, Janssen-Cilag,
Berchem, Belgien), 10 ml Ketamin (Ketanest, Parke-Davis, Berlin, Deutschland) und 4
ml Phentobarbital (Narkoren, Meral GmbH, Hallbergmoos, Deutschland) wurden 20 ml
Kaliumchlorid intravends appliziert, was zum sofortigen Herzstillstand fiihrte. Die
ZielgefiBle wurden freipriapariert und die entnommenen Gefalpriaparate mit 4%
Formalin fixiert. Die Lagerung bis zur Aufbearbeitung erfolgte ebenfalls in 4%

Formalinlosung.

2.3 Herstellung und Aufarbeitung der Priparate

2.3.1 Zuschneiden der GefiaBle

Die GefiBpriparate wurden, wie in Abbildung 3 dargestellt, an mehreren Stellen
geschnitten. Um die Neointimabildung in den einzelnen Dosisgruppen zu vergleichen,
wurde ein Schnitt in der Stentmitte angefertigt (Schnitt Nr. 1).

Da in der Literatur eine vermehrte Gefdfreaktion an den Stentenden nach Bestrahlung
beschrieben ist, wurden zur Beurteilung der Randregionen entsprechende Priparate
hergestellt. Zwei Schnitte erfolgten innerhalb des Stents im Abstand von 3 und 1 mm
(Schnitt Nr. 2 und 3), ein weiterer auflerhalb im Abstand von 1 mm (Schnitt Nr. 4).

Mit Hilfe eines Schleifschneidegerites (Georg Schick Dental GmbH, Schemmerhofen,
Deutschland) mit einer rotierenden Trennscheibe (DIAMANT Instrumente HORICO,
Hopf. Ringleb & Co., Berlin, Deutschland) wurde aus den GefiBstiicken zunichst an

vier Stellen ein ca. 1 mm dickes Stiick herausgeschnitten. Hierbei bleibt die
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GefiBarchitektur intakt, die verbliebenen Reste der Stentstreben wurden vorsichtig mit
Hilfe einer Pinzette aus dem Prédparat entfernt, ohne dass es zu einer vollstindigen
Ablosung der Neointima kam (Abbildung 4). Die Schnitte wurden dann bis zur
Einbettung in 4% Formalin gelagert.

S

4 3 2 1

Abbildung 3. Schematische Darstellung der Schnittstellen. Zum Vergleich des
Einflusses der radioaktiven Stentbeschichtung erfolgten Schnitte in der Stentmitte. Die
iibrigen 3 Schnitte dienten zur Untersuchung eines strahlenbedingten Effektes an den
Randbereichen des Stents.

Abbildung 4. Wandschichten einer Arteria carotis aus der Kontrollgruppe: Zu erkennen
sind die Neointima (N), die Media (M) und das adventitielle Bindegewebe (A).
AuBerdem dargestellt sind das Lumen (L) des GefidBBes sowie die Lokalisation einer
entfernten Stentstrebe (S).
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2.3.2 Uberfiihrung in Parafin

Nach der Lagerung in 4% Formalin wurde eine aufsteigende Alkoholreihe mit 70%,
80%, 90%, 96%, 99% fiir je 2h durchgefiihrt. Danach wurden die Priparate in drei
Schritten unterteilt fiir 40 h in Benzoesduremethylester (Carl Roth GmbH&Co,
Karlsruhe, Deutschland) eingelegt. AnschlieBend wurde fiir 20 min in zwei Schritten
Rotihistol (Carl Roth GmbH&Co, Karlsruhe, Deutschland) gewaschen. Danach wurden
die Priparate fiir 30 h mit Wechseln bei 60° Celsius in fliissiges Parafin (Paraplast Plus,
Sherwood Medical, St. Louis, USA) gelegt, dann in frisches Paraplast eingebettet.

Aus den Blocken wurden am Mikrotom (Modell Jung RM 2045, Leica Instruments
GmbH, Wetzlar, Deutschland) 4-10 um diinne Schnitte angefertigt und fiir die
histologischen Untersuchungen auf 76 x 26 mm Objekttriger (Menzel, Darmstadt,
Deutschland) aufgebracht und in Glyceringelatine (Merck, Darmstadt, Deutschland)

eingeschlossen.

2.3.3 Fiarbungen zur histologischen Untersuchung

2.3.3.1 Haematoxilin-Eosin-Farbung

Zur morphologischen Beurteilung wurde eine Standard-Ubersichtsfirbung mit
Hémalaun und Eosin durchgefiihrt. Hierbei werden die Zellkerne blau, das Cytoplasma
und die Interzellularsubstanz rot bis rosa angefirbt. Uber Nacht wurden die Priparate
bei 60° Celsius gelagert, um das Paraffin zu 16sen. Die entparaffinierten Schnitte
verblieben 5 min zur Kernfdarbung in Mayer’s Himalaunlosung (Fa. Merck, Darmstadt,
Deutschland). AnschlieBend wurden sie 10 min unter flieBendem Wasser gespiilt und
Smin in Eosin (Fa. Sigma, Deisenhofen, Deutschland) gegengefarbt. Zum Schluf3
wurden sie in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwissert, einige Minuten in Xylol

belassen und in Eukitt (Fa. Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland) eingebettet.
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2.3.3.2 Elastica van Giesson-Firbung

Bei dieser Firbung, die zur histologisch-pathologischen Beurteilung verwendet wurde,
stellen sich die Zellkerne dunkelblau bis schwarz, elastische Fasern dunkelviolett bis
schwarz, Bindegewebe rot und Muskulatur gelb dar. Diese Firbung wurde insbesondere
zur Beurteilung der GefidBBarchitektur verwendet, da sich elastische Fasern in der HE-
Farbung nur unzureichend darstellen. Die entparaffinierten Gefdschnitte wurden
30 min mit Resorcinfuchsin (Chroma Gesellschaft, Kongen, Deutschland), anschlieBend
nach Spiilen mit 80%igem Alkohol und H,O 6 min mit Eisenhdmatoxylin nach Weigert
(Chroma Gesellschaft, Kongen, Deutschland) gefirbt. Die Prédparate wurden nach
Differenzierung in HCI-Alkohol 10 min unter flieBendem Leitungswasser gebldut und
nach erneutem Spiilen mit Wasser etwa 2min in van-Gieson-Losung (Chroma
Gesellschaft, Kongen, Deutschland) belassen. Die gefirbten Schnitte wurden kurz in
Xylol getaucht und in Vitro Clud (Fa. Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland)
eingebettet.

2.3.4 Untersuchungsmethoden

2.3.4.1 Quantitative Angiographie

Von den auf Bildplatten gespeicherten Angiographiesequenzen wurden einzelne
Standbilder digitalisiert. Aus den auf CD vorhandenen Sequenzen wurden mit Hilfe des
Programms HyperCOR 2.60-12p (ITZ Medicom, Willich, Deutschland) einzelne Bilder
gespeichert. Fiir jedes Gefdl wurde eine Leeraufnahme mit Katheterspitze zur
Kalibrierung benotigt. Die Bilder der Koronarangiographien wurden in der Diastole bei
optimaler Fiillung der Gefi3e ausgewertet. Im Fall der Carotiden wurde ein Bild mit
optimaler Kontrastmittelfiillung des GefiBles gewihlt.

Die Darstellung der Koronarien erfolgte in links anterior obliquer (LAO) und rechts
anterior obliquer (RAO) Projektion. Die Carotiden wurden im sagittalen Strahlengang
und entsprechenden Angulationen fiir die jeweilige Seite dargestellt.

Die quantitative Analyse erfolgte mit dem Programm QCA 3.0 (Pie Medical Imaging,

Maastricht, Niederlande). Zur Kalibrierung des Messprogramms wurde die jeweils mit

32



Material und Methoden

abgebildete Katheterspitze mit bekanntem Durchmesser verwendet. Zunidchst wurden
der zu untersuchende GefidBabschnitt markiert und die Linge des Segmentes bestimmt.
Danach erfolgte die automatische Kantenerkennung, welche falls notig (z.B. Abgiénge
kleiner GefiBe, Uberlagerungen, Stentstreben) manuell korrigiert wurde. Bestimmt
wurden der maximale und minimale sowie der mittlere Durchmesser iiber das gesamte
Segment. AuBlerdem wurden die Stenosegrade in der Stentmitte sowie in den

Randbereichen errechnet.

2.3.4.2 Morphometrische Auswertung

Die Messungen wurden an den Elastica van Giesson gefidrbten Praparaten durchgefiihrt,
da sich hier die elastischen Lamellen deutlich abgrenzen lassen. Jeder Wert wurde
dreifach bestimmt und es wurde das arithmetische Mittel gebildet.

Unter einem Mikroskop (Laborlux S., Fa. Leica, Bensheim, Deutschland) wurden mit
Hilfe eines CAD Brettes (SummaSketch III, Summagraphics, Miinchen, Deutschland)
welches iiber ein Teleskop und einen teilenden Spiegel im Mikroskop sichtbar war, mit
der Software “BIOQUANT INTRO: BQANALYSIS BQ-IAD Analysis Software* und
“BQANALYSIS BQ-IAD Measurement Software (Bilany Consultants GmbH,
Diisseldorf, Deutschland) die Messungen durchgefiihrt.

Die verschiedenen Parameter wurden bei den Carotiden unter einem 1,25-fach Objektiv
(Plan 1,25/0,04, Zeiss, Oberkochen; Okular 10-fach, Tubus 1,25-fach) und bei den
Koronarien unter einem 10-fach Objektiv (EF 10/0,25, Leica, Bensheim; Okular 10-
fach, Tubus 1,25-fach) gemessen. Durch die morphometrische MeBanordnung bedingt
ergaben sich fiir das 1,25-fach Objektiv eine 24-fache und fiir das 10-fach Objektiv eine
188-fache Vergroerung.

Im einzelnen bestimmt wurden die Lumenfliche in mm?2, die Fliche der Neointima in
mm?, sowie die Fliche der Media in mm?2. Daraus ergaben sich die Werte fiir den
Stenosegrad des GefdBBabschnittes mittels der Formel (Intima / (Intima + Lumen)) x
100. Weiterhin wurde an drei Stellen die Dicke der Adventitia in mm gemessen.

Fiir die digitalen Fotografien wurden ein Mikroskop (Olympus BH 2, Olympus Optical
Co. (Europe) GmbH, Hamburg, Deutschland) und eine 3CCD-Farbkamera (FUJIX
Digital Camera HC-300 Z, Fujifilm, Tokyo, Japan) mit 1,280 x 1,000 Pixeln Auflésung
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verwendet. Die Fotos wurden mit Hilfe der Software AVT Horn 200-FUJI-HC-300,
Version 0.9 B (Fujifilm, Tokyo, Japan) an das Programm Corel PHOTO-PAINT™
(Version 7.373, Corel Corporation, Ottawa, Canada) iibertragen und im TIF-Format
(Tagged image file format) gespeichert.

2.3.4.3 Zellkerndichte in den Wandschichten

Zum Auszihlen der Zellkerne innerhalb der einzelnen Wandschichten wurde zunichst
nach der digitalen Photographie eines Standardmalobjekttrigers  eine
Computerschablone erstellt. Mit dieser 1 mm? -Schablone wurden an drei Stellen in
jeder der Wandschichten die vorhandenen Zellkerne ausgezédhlt. Von den
Wandschichten, welche aufgrund der geringen Dicke nicht mit der Schablone
ausgezihlt werden konnten, wurden zunichst Papierausdrucke angefertigt (LaserJet 111,
Hewlett-Packard, Boblingen, Deutschland). Nach Auszdhlen der Zellen wurde der

jeweilige Bereich vermessen und die Zellkerndichte berechnet.

2.3.4.4 Histopathologische Auswertung

Um die Auswirkungen der Strahlenbehandlung auf GefidBarchitektur, Entziindung und
Zellreaktion zu quantifizieren, wurden ohne Kenntnis der jeweiligen Dosisgruppe mit
Hilfe eines erfahrenen Gefd3pathologen am Pathologischen Institut der Universitit
Tiibingen die folgenden Parameter an allen Schnitten untersucht:

Das Auftreten fibrinoider Insudate in der Neointima wurde je nach
Merkmalsauspragung semiquantitativ von O (nicht vorhanden) bis +++ (ausgepragt
nachweisbar) bewertet. Soweit an den vorhandenen Farbungen eine Beurteilung
moglich war, wurde auch der Grad der Endothelialisierung erfasst und in 0
(weitestgehendes Fehlen einer Endothelschicht) und + (unauffillige Endothelschicht)
eingeteilt.

Zusitzlich wurde eine Differenzierung des vorherrschenden Stadiums des intimalen
Remodelings vorgenommen. Unterschieden wurde hier zwischen lose angeordneten
Zellen in reichlicher Extrazelluldrmatrix (als Neointima bezeichnet) und einem eher

organisierten Stadium, in welchem die extrazelluldre Matrix hauptsichlich aus Kollagen
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besteht (als Fibrose bezeichnet). Beim Vorhandensein beider Auspriagungen war eine

doppelte Wertung moglich.

Um die GefiBschidigung durch die Uberdilatation beim Einbringen des Stents zu
erfassen, wurde der Vessel Injury Score nach Schwartz et al. verwendet (56). Diese
Einteilung erfasst das Mal} der Gefidschiadigung anhand der Intaktheit von innerer und
duferer elastischer Lamelle sowie der Strukturen der Tunica Media. Zur Beurteilung der
Entziindungsreaktion wurde der Inflammation Score nach Hofma et al. verwendet (60),
welcher zur Beurteilung die Lokalisation und Art der enziindlichen Infiltrate heranzieht.
Die hier verwendete Gradierung der Fibrosierung im Bereich der Adventitia erfasst die
Auspragung der Bindegewebsreaktion nach Stentimplantation im Hinblick auf eine
mogliche Beeintrichtigung der GefiBfunktion. Eine Ubersicht der verwendeten Scores

gibt nachfolgende Tabelle 2.

Tabelle 2. Ubersicht iiber die Merkmale der verwendeten pathologischen Scores.

Score | Vessel injury score Inflammation score Fibrose
0 Lamina elastica interna intakt, Endothel | Keine Entziindungszellen | Keine Fibrose
denudiert, Media komprimiert, nicht | sichtbar
zerissen
1 Lamina elastica interna zerrissen, Entziindungszellen in der | Minimale
Media komprimiert, nicht zerissen Adventitia Fibrosierung  der
Tunica Adventitia
2 Lamina elastica interna zerrissen, Diffuse, klar erkennbare | Fibrose ummauert
Media sichtbar zerrissen, Infiltrate in der Adventitia | vasa vasorum
Lamina elastica externa komprimiert, nicht
zerrissen
3 Lamina elastica externa zerrissen, Starke, granulomatdse | Fibrose ummauert
Media stark zerissen bis durch die lamina | Infiltrate in der Adventitia, | Nerven
elastica externa, teils in die Intima
Streben bis in die Adventitia

2.4 Statistische Auswertung

Die statistische Analyse wurde mit Hilfe des Softwarepaketes JMP (Version 3.1.6.2.,
SAS Institute, Cary, USA) durchgefiihrt. Die Schaubilder wurden mit Sigmaplot 2000
(Version 6, SPSS Inc., Chicago, USA) erstellt.
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Im Falle der Koronarien wurde fiir die kontinuierlich verteilten Variablen nach
Uberpriifung der Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk-Test ein t-Test fiir
unverbundene Stichproben durchgefiihrt.

Die Ergebnisse der Carotiden wurden mit Hilfe der post-hoc-Tests nach Dunnett zum
Vergleich der Verum-Gruppen mit der Kontrolle (hierbei handelt es sich um einen Test
aus mehreren t-Tests mit interner alpha-Adjustierung) und nach Tuckey-Kramer zum
Vergleich der Verum-Gruppen untereinander analysiert.

Zur statistischen Untersuchung der ordinalskalierten Parameter wurde nach
Umskalierung in kontinuierliche Variablen ein Kruskal-Wallis-Test durchgefiihrt. Ein

p-Wert von <0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Prozedur

Bei einem Tier der Kontrollgruppe (Nr. 81 239, nach 12 Wochen angefertigtes
histologisches Bild siehe Abbildung 5) wurde im Rahmen der Kontrolluntersuchung
nach 8 Wochen ein Thrombus im RCX festgestellt. Es erfolgte eine dreimalige
Ballondilatation mit einem Ballon Grofe 2 mit 14 bar sowie eine weitere nach 10
Minuten. Insgesamt wurden im Rahmen der Intervention 600 ug Nitroglycerin und 5 ml
Aspisol sowie 5000 IE Heparin appliziert. Das Tier erhielt in den darauffolgenden 3

Tagen zusitzlich einmal téglich niedermolekulares Heparin intramuskulér.

WP T

Abbildung 5. Histologisches Bild aus der Stentmitte im Ramus circumflexus des Tieres
Nummer 81 239 nach 12 Wochen, bei welchem im Rahmen der Nachuntersuchung nach
8 Wochen ein Thrombus festgestellt worden war, und eine Nachdilatation erfolgte.

Bei einem Tier der Verumgruppe (Nr. 81 599) kam es im RCX (15,3 MBq) bei 8 bar zu
einem Platzen des Ballons. Der Stent wurde jedoch erfolgreich freigesetzt und kurz mit

14 bar inflatiert. Das anschlieBende Angiogramm zeigte ein zufriedenstellendes
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Ergebnis. Zu einem weiteren Ballonplatzer kam es bei der Stentimplantation im RIVA
des Tieres 81 740. Das postinterventionelle Angiogramm zeigte jedoch keine
Auffilligkeiten, ebenso waren die Ergebnisse der histologischen Auswertung mit denen

der Gesamtgruppe vergleichbar.

Bei Tier Nr. 81 476 wurde in die linke A. carotis communis kein Stent implantiert. Im
Falle des Tiers 81 377 wurde in die linke Carotis ebenfalls kein Stent gesetzt, das Gefil3
wurde jedoch leicht iiberdilatiert. Im Rahmen der Nachuntersuchung kam es zu einem
koronaren Gefdspasmus, welcher durch Nitroglycerin-Gabe erfolgreich behandelt
wurde. Bei Tier 81 397 (Hochdosis-Gruppe) kam es am proximalen Ende der linken
Carotis zu einer Dissektion. Abbildung 6 zeigt das Angiogramm der linken Arteria

carotis communis nach 8 Wochen.

Abbildung 6. Carotisangiogramm der linken Arteria carotis communis des Tiers 81 397
nach 8 Wochen. Im Rahmen der Intervention war es hier zu einer Dissektion des
proximalen GefidBabschnittes gekommen. Das angiographische Resultat innerhalb des
Stents war hiervon nicht betroffen.

Im Rahmen der angiographischen Nachkontrolle wurde bei Tier 81 526 ein Verschluss

des Ramus interventricularis anterior gefunden. Es handelte sich hierbei um ein Tier der
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Verumgruppe. Abbildung 7 zeigt die angiographische Kontrolle sowie das

entsprechende histologische Préaparat nach 12 Wochen.

Abbildung 7. Koronarangiogramm nach 8 Wochen mit Darstellung des vollstindigen
Verschlusses im RIVA und einer hochgradigen Einengung des RCX. Histologisches
Bild des RIVA im Endbereich mit subtotaler Lumenverlegung, die GefaBarchitektur ist
hier vollstindig aufgehoben.

Bei Tier 81 767 kam es im Rahmen der Koronarangiographie zu voriibergehenden
Herzrhythmusstorungen, welche jedoch nicht zu einem Verlust des Tieres fiihrten. Es
erfolgte eine zusitzliche Gabe von 6 ml Nitroglycerin und 5000 IE Heparin. Das Tier
erreichte das Versuchsende. Bei Tier 81 582 (Radioaktive Koronarstents, Carotis 140
MBq und 83 MBq) lie} sich der Katheter bei der Nachuntersuchung nicht ausreichend
gut steuern, es kam zu einer Drahtdissektion und einem Spasmus im RIVA. Das Tier
verstarb im Rahmen der Angiographie, die Stents wurden hier schon vorzeitig
entnommen. Eine histologische Aufarbeitung wurde durchgefiihrt, die Ergebnisse
wurden jedoch nicht in die Endauswertung einbezogen. Es zeigte sich eine
unvollstindige GefaBheilung mit inkompletter Reendothelialisierung und fibrinoiden
Insudaten in der Neointima. Diese bestand im Bereich der Streben aus unorganisierten
SMC in reichlich vorhandener Extrazellulirmatrix. In den Koronarien fand sich eine
deutliche Einengung des Lumens.

Die iibrigen 16 Tiere erreichten das Versuchsende ohne zusitzliche Komplikationen und

wurden wie beschrieben getotet.
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3.2 Dosimetrie der radioaktiven Stents

In den Koronarien wurde jeweils eine Dosisgruppe mit dem nicht-dotierten
Kontrollstent verglichen, in der Arteria carotis communis wurden neben den
Kontrollstents insgesamt drei Dosisgruppen verwendet. In der folgenden Tabelle 3 sind
die mittlere Aktivitdt sowie die maximale und minimale Aktivitit und Gesamtdosis liber

die Lebenszeit dargestellt.

Tabelle 3. Dosen iiber die Dauer des Versuches in den einzelnen Aktivititsgruppen.
Wichtigster Vergleichsparameter ist die Lifetime Radiation in 0,5 mm Abstand von der
Stentoberflédche.

Gefil Aktivitat (MBq) Dosis (Gy in 0,5 mm)
RIVA 10,86 + 1,58 (8,5 - 13) 166,7
RCX 17,77 £ 1,73 (15,3 - 21) 270,1

CAROTIS 10,67 % 1,15 (10 - 12) -
77,56 + 10,44 (52 - 88) 260,1
136 4,73 (129 - 142) 470,8

Die umseitige Abbildung 8 zeigt die gemessenen Dosisraten in Abhéngigkeit von der
Tiefe exemplarisch fiir jeweils einen Jomed 16 mm-Koronarstent sowie einen Jomed 58
mm-Peripherstent. Zu beachten ist hier der deutliche Abfall der Dosisrate innerhalb
weniger Millimeter, 60% der Dosis wird in einem Bereich bis 0,92 mm Abstand von

den Stentstreben abgegeben.
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Abbildung 8. Reprisentative Darstellung der Dosisraten der verwendeten Jomed
Koronar- und Peripherstents auf halblogarithmischer Skala.

Die auf den folgenden Seiten zu findenden Abbildungen 9-12 zeigen die Dosisraten in
der Umgebung der Stents, wiederum exemplarisch fiir die Jomed 16 mm Koronarstents
und die Jomed 58 mm Peripherstents. Zur besseren Erfassung der absoluten
Unterschiede der Dosisrate insbesondere im relevanten Bereich bis zu 1 mm sind
zusitzlich zur halblogarithmischen Darstellung die Absolutwerte auf einer linearen

Skala aufgetregen.
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Dosisraten Koronarstent

10

—0— 0,5mm

0,1

MeBwert (Gy / h)

0,01

0,001

Longitudinaler Abstand ( mm)

Abbildung 9. Jomed Koronarstent mit einer Lange von 16 mm. Die initiale Aktivitéit
nach der Dotierung mit Rhenium-186 betrug 30,65 MBq. Die gemessenen Dosisraten
sind auf einer logarithmischen Skala aufgetragen, oberste Linie im Abstand von 0,5
mm. Zu bemerken ist der Dosisabfall an den Stentenden (-8 und +8 mm longitudinaler
Abstand zur Stentmitte).

Dosisraten Koronarstent

—— 0,5mm

o+ 1,5 mm
—v¥-25mm
49 —0 3,5mm
—A— 45 mm

MeBwert (Gy/h)

-15 -10 -5 0 5 10 15

Longitudinaler Abstand ( mm )
Abbildung 10. Darstellung der Messwerte fiir denselben Jomed Koronarstent wie in

Abbildung 9 mit 16 mm Linge. Auf der hier verwendeten nicht-logarithmischen Skala
sind die absoluten Schwankungen der Dosisrate zu erkennen.
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Dosisraten Peripherstent
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Abbildung 11. Jomed 58 mm mit einer Aktivitdt von 38,12 MBq. Auffillig ist hier die
schwankende Dosisverteilung, welche dem Abstand zwischen den Stentstreben
entspricht. Im Bereich der Stentenden (-29 und +29 longitudinaler Abstand zur
Stentmitte) findet sich ein deutlicher Dosisabfall.

Dosisraten Peripherstent

—— 0,5mm
so+- 1,5mm
—v-25mm

MeBwert (Gy/h)

Longitudinaler Abstand ( mm )

Abbildung 12. Zum Vergleich hier wiederum die nicht-logarithmische Darstellung der
MeBwerte fiir den Stent aus Abbildung 11 mit einer Linge von 58 mm. Es zeigen sich
somit auch hier Schwankungen iiber den Langsverlauf des Stents.
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3.3 Ergebnisse der Koronargefilie

Nach dem Studiendesign wurden in beiden Koronargefilen unterschiedliche
Dosisgruppen implantiert, somit waren auch die Kontrollen als unterschiedliche
Gruppen zu bewerten. Eine gemeinsame Darstellung der Ergebnisse der beiden
Koronargefde (Ramus circumflexus und Ramus interventricularis) erfolgt hier somit
nur aus Ubersichtsgriinden, es wurden keine statistischen Vergleiche durchgefiihrt. Die
Aktivitdten der radioaktiv dotierten Stents betrugen im Ramus interventricularis anterior
8,5-13 MBq (im Mittel 10,86 MBq) und im Ramus circumflexus 15,3-21 MBq (im
Mittel 17,77 MBq).

3.3.1 Ergebnisse der quantitativen Angiographie

3.3.1.1 Linge des untersuchten Segments

Die Linge des untersuchten Segments beschreibt den Abschnitt {iber welchen die im
Folgenden dargestellten angiographischen Parameter bestimmt wurden.

Die mittlere Linge betrug fiir den RIVA in der Kontrollgruppe 17,2+2,1 mm und in der
10,86 MBq-Gruppe 19,24+3,7 mm. Im RCX wurde im Mittel iiber 18,1+£3,1 mm in der
Kontrollgruppe und iiber 19,1+5,9 mm in der 17,77 MBq-Gruppe gemessen.

3.3.1.2 Maximaler Durchmesser im untersuchten Segment

Der maximale Lumendurchmesser beschreibt die breiteste mit Kontrastmittel
ausgefiillte Stelle im untersuchten Segment. Im RIVA waren dies in der Kontrolle
2,91£0,21 mm und in der Bestrahlungsgruppe 3,4+0,45 mm. Dieser Unterschied war
signifikant mit p<0,031. Im RCX ergab sich kein signifikanter Unterschied mit
2,9540,13 mm in der Kontrolle gegeniiber 3,07+0,49 mm nach Bestrahlung. Die im
AnschluBl an Punkt 3.3.1.4 zu findende Abbildung 13 zeigt in einem gemeinsamen

Schaubild die Ergebnisse fiir maximalen, minimalen und mittleren Lumendurchmesser.
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3.3.1.3 Minimaler Durchmesser im untersuchten Segment (MLD)

Korrelierend zum maximalen zeigt der minimale Lumendurchmesser die engste Stelle
im Verlauf des untersuchten Segments an. Da der Blutfluss und somit der Erfolg der
Therapie hierdurch bestimmt wird, ist er der fiir die Wirksamkeit der Therapie
mafgebliche Parameter.

Im RIVA zeigte die Kontrollgruppe einen MLD von 1,78+0,67 mm gegeniiber
1,1320,36 mm in der Strahlungsgruppe. Die Testung mittels t-Test ergab einen
signifikanten Unterschied mit p<0,038. Die Messung im RCX ergab mit 1,6+0,63 mm
in der Kontrolle gegeniiber 0,99+0,18 mm im Verum einen ebenfalls signifikanten

Unterschied mit p<0,0144.

3.3.1.4 Mittlerer Durchmesser des untersuchten Segments

Der iiber das gesamte Segment gemittelte Durchmesser ergab sowohl fiir den RIVA als
auch fiir den RCX jeweils in Kontrolle und Verumgruppe dhnliche Ergebnisse. Hieraus
folgt allerdings keine Aussage iiber die Verteilung der Neointima. Im RIVA errechnete
sich ein mittlerer Durchmesser von 2,3+0,4 mm fiir die Kontrolle und 2,4+0,4 mm fir
die Verum-Gruppe, im RCX fiir die Kontrolle 2,2+0,52 mm versus 2,2+0,44 mm nach
Bestrahlung.
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Quantitative Koronarangiographie |
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Abbildung 13. Maximaler, mittlerer und minimaler Durchmesser im untersuchten
Segment. Im RIVA sind sowohl maximaler (*), als auch minimaler (#) Durchmesser
zwischen Kontrolle und Verum-Gruppe signifikant verschieden. Im RCX ist der
minimale Durchmesser (+) in der Kontroll- und der Verumgruppe signifikant
unterschiedlich.

3.3.1.5 Durchmesser an den Stentenden

Die Engstellen an den Stentenden der radioaktiven Stents entsprechen den geringen
Messungen fiir den MLD. Dies spiegelt das angiographische Bild des ,,Candy-
Wrappers* wieder.

Im RIVA am proximalen Ende waren dies fiir die Kontrolle 2,43+0,37 mm versus
1,3240,36 mm in der Dosisgruppe, am distalen Ende 2,1+0,4 mm in der Kontrolle
versus 1,28+0,43 mm in der Strahlungsgruppe.

Vergleichbar waren die Ergebnisse im RCX. Fiir das proximale Ende ergaben die
Messungen in der Kontrolle 2,16+0,42 mm und 1,23+0,46 mm in der 17,77 MBq-
Gruppe. Distal ergab die Messung fiir den Durchmesser in der Kontrolle 2,02+0,33 mm
gegeniiber 1,11+0,24 mm in der Verumgruppe. Die Verteilung der Einengung ist

zusammen mit dem Durchmesser in der Stentmitte in Abbildung 14 dargestellt.
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3.3.1.6 Durchmesser in der Mitte des Stents

In den Kontrollgruppen lagen die gemessenen Werte nahe den Ergebnissen des
durchschnittlichen Durchmessers, was der eher gleichméfigen Verteilung der Stenosen
in der Angiographie entspricht. In der RIVA-Kontrollgruppe fanden sich 2,1+0,33 mm
gegeniiber der Verumgruppe mit 2,8+0,28 mm, im RCX fiir die Kontrolle 2,0+0,73 mm

versus 2,7+0,55 mm im Verum.

Quantitative Koronarangiographie |
Lumen

—&— RIVA Kontrollgruppe
A RIVA 10,86 MBq

T —&— RCX Kontrollgruppe
34 —¥ - RCX 17,77 MBq

Durchmesser (mm )
n
1

Stentmitte

roximales distales
pStentende Stentende

0 T T T

MeBpunkt
Abbildung 14. Deutlich erkennbarer Unterschied in den bestrahlten Gefidllen zwischen

Mitte und Randbereichen des Stents. Insgesamt ist das durchgingige Lumen nach
Radiatio in der Mitte des Stents jedoch groBer als in der Kontrollgruppe.
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Abbildung 15. Koronarangiogramme zum Untersuchungszeitpunkt 8 Wochen nach
Stentimplantation in RIVA und RCX. A: Zwei Kontrollstents, B: RIVA 11 MBq und
RCX 21 MBgq, C: zwei Kontrollstents, D: RIVA 18 MBq und RCX 9,5 MBgq. Deutlich
erkennbar ist die Lumeneinengung an den Stentenden der radioaktiven Stents, der
sogenannte ,,Candy-Wrapper*.
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3.3.2 Morphometrische Ergebnisse

3.3.2.1 Lumenfliche

Die morphometrisch gemessene Fliache des durchldssigen Lumens betrug im RIVA
3,0+1,2 mm? in der Kontrollgruppe gegeniiber 2,7+1,4 mm? in der 10,86 MBq Gruppe.
Am Stentende (in der Abbildung 16 nicht mit dargestellt) ergaben die Messungen

deutlichere, allerdings nicht signifikante Werte von 2,4+1,1 mm? in der Kontrolle

gegeniiber 1,9+1,0 mm? in der Verumgruppe.

Auch im RCX ergaben die Messungen in der Mitte des Stents keine signifikanten
Unterschiede. Die Kontrolle zeigte jedoch mit 2,2+0,9 mm? gegeniiber 2,0+1,4 mm? ein
geringradig groBBeres Lumen. Dieser Unterschied war am Stentende mit 2,1+1,0 mm?

gegeniiber 1,5+1,4 mm? nach Bestrahlung zwar grofler, jedoch ebenfalls nicht

signifikant.
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Abbildung 16. Fliche des durchgéngigen Lumens in den Koronargefden. Insgesamt

ergaben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede.
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3.3.2.2 Intimafliche

Korrelierend zur Lumenfldche ergaben die Messungen der Neointima im RIVA mit
einer Fliche von 1,8+1,1 mm? in der Kontrolle und 2,44+0,9 mm? in der Verumgruppe
einen Trend hin zu mehr Intima in der bestrahlten Gruppe. Die genannte Tendenz zeigte
sich auch im Falle des Ramus circumflexus. Die Fliache der Intima maf in der Kontrolle
2,240,9 mm? gegeniiber 3,1+1,4 mm? in der Gruppe mit radioaktivem Stent.

Bei einem Tier der Therapiegruppe kam es aufgrund einer erheblichen Storung der
GefiBarchitektur zu einer vollstandigen Okklusion des Ramus interventricularis
anterior, welche schon in der Koronarangiographie nach 8 Wochen sichtbar war und

sich in der Histologie nach 12 Wochen bestitigte (Sieche Abbildung 7).

Intima (Stentmitte)

@ Mittelwert + SD
6| Y Maximum 3114
/A Minimum
22109 -
51 24+09
1,8£1,1
T
4 .
E v
2 v o
g -
L
2 -
1 A A A
0 T T T T

RIVAK RIVA10,86MBq  RCXK  RCX 17,77 MBq
Abbildung 17. Morphometrisch gemessene Intimafliche in der Mitte der Stents. Es

zeigt sich ein statistisch nicht signifikanter Trend zu einer grofleren Fliche nach
Bestrahlung.
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3.3.2.3 Mediafliche

Die Fliche der Media war in der Kontrollgruppe des RIVA mit 1,9+1,5 mm? gegeniiber
1,4+0,4 mm? in der Bestrahlungsgruppe etwas hoher. Ebenso zeigte sich im RCX in der
Kontrolle eine Fliache von 1,7+0,6 mm?2 und 1,0+0,5 mm? im Verum. Als Resultat der
Bestrahlung hat somit eine Ausdiinnung der Media stattgefunden. Die graphische

Darstellung der Ergebnisse fiir die Fldche der Media findet sich in Abbildung 18.
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Abbildung 18. Morphometrisch gemessene Fliche der Tunica Media 12 Wochen nach
Implantation der Stents.

3.3.2.4 Stenosegrad

Aus den Werten der Lumenfliche und der Intimafliche wurde der Stenosegrad bezogen
auf die Fldche innerhalb der Stentstreben errechnet. Im RIVA betrug die Stenose somit
in der Stentmitte fiir die Kontrollgruppe 37,1£23,4% versus 49,5+24,6% nach
Bestrahlung. Am Stentende zeigte sich ein noch deutlicherer Unterschied von

39,2424,9% fir die Kontrolle und 63,5+16,6% im Verum. Im RCX wiesen die
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Kontrollen in der Stentmitte mit 50,4+18,5% ebenfalls eine verminderte Stenose
gegeniiber 60,6+25,3% auf. Am Stentende fand sich fiir die Kontrolle eine Stenosierung

von 49,12+21% versus 80,4+11,4% der bestrahlten Stentenden.

3.3.2.5 Dicke der Adventitia

Wie in Abbildung 19 dargestellt, fand sich im RIVA eine Dicke von 0,2+0,3 mm in der
Kontrolle gegeniiber 0,8+0,2 mm in der Verumgruppe, was einem  statistisch
signifikanten Unterschied entsprach (p<0,0004). Verglichen hiermit waren die Werte
am Stentende nicht so deutlich ausgeprigt. Die Adventitia der Kontrolle mall hier
0,3+£0,4 mm versus 0,6£0,1 mm in der Verumgruppe (p<0,0373). Ebenso ergaben die
Messungen im RCX fiir die Kontrolle 0,2+0,2 mm versus 0,8+0,1 mm in der Stentmitte
der Verum-Gruppe (p<0,0001), am Stentende fiir die Kontrolle 0,3+0,3 mm und 0,7+0,2
mm im Verum (p<0,0131). Umseitige Abbildung 20 zeigt exemplarische Schnitte,
welche die ausgepridgte Fibrosierung der Adventitia in den bestrahlten Gefidllen
erkennen lassen.
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Abbildung 19. Dicke der Adventitia 12 Wochen nach Implantation von Kontrollstents

(K) und radioaktiv dotierten Stents. Die Unterschiede sind statistisch als signifikant zu
bewerten (* p<0,0004 und ** p<0,0001).
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Abbildung 20. Exemplarische mikroskopische Bilder von Schnitten aus der Stentmitte,
VergroBlerung 2,5-fach. A: Ramus interventricularis anterior aus der Kontrollgruppe mit
Darstellung einer Neointima, welche jedoch zu keiner signifikanten Lumeneinengung
gefiihrt hat, B: RIVA-Gefid aus der Therapiegruppe mit einer Stentaktivitidt von 10,86
MBgq. Deutlich abzugrenzen sind die adventitielle Fibrose sowie die groBere
neointimale Flache. Entsprechend zeigen die Abbildungen C und D eine Kontrolle und
einen mit 17,77 MBq behandelten RCX, bei welchem sich ebenfalls eine Verdickung
der Adventitia im Sinne eines fibrotischen Umbaus und die deutlichere
Neointimabildung abgrenzen lassen.
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3.3.3 Dichte der Zellkerne in den Wandschichten

3.3.3.1 Dichte der Zellkerne in der Intima

Insgesamt ergaben die Auszdhlungen der Kerndichte in der Intima keine wesentlichen
Unterschiede zwischen den bestrahlten Gefden und den Kontrollgruppen. Im RIVA
waren dies fiir die Kontolle 2439+1016 Zellen/mm? versus 1861+473 Zellen/mm? nach
Radiatio. Die Auszdhlung an den Stentenden ergab 22574903 Zellen/mm? in der
Kontrolle versus 2088+524 Zellen/mm? im Verum.

Im Falle des RCX ergab die Kontrolle 2275+£805 Zellen/mm?2 versus 2306+648
Zellen/mm? in der Stentmitte und 2350+740 Zellen/mm? versus 2278+531 Zellen/mm?

am Ende des gestenteten Bereichs.
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Abbildung 21. Die Auszidhlung der Zellkerne und die daraus bestimmte Zellkerndichte
ergaben fiir die Intima nach 12 Wochen vergleichbare Ergebnisse in den Verum- und
Kontroll-Gruppen. Es lie3 sich somit kein strahlenbedingter Unterschied feststellen.
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3.3.3.2 Dichte der Zellkerne in der Media

Korrespondierend zur verminderten Mediafliche ergab die Auswertung der
Zellkerndichte in dieser Wandschicht in beiden Koronargefidfen einen geringeren Wert
nach Bestrahlung (Abbildung 22). Fiir den RIVA entsprach dies in der Stentmitte einer
Dichte von 2250+£692 Zellen/mm? gegeniiber 1689+392 Zellen/mm? nach Bestrahlung.
Ahnlich fand sich fiir die Zelldichte am Stentende ein Wert von 2600£607 Zellen/mm?
in der Kontrolle versus 1856+864 Zellen/mm? im Verum.

Im Ramus circumflexus wurden fiir die Kontrolle in der Stentmitte 2337+504
Zellen/mm? gegeniiber 1405+554 Zellen/mm? in der Radiatio-Gruppe gezahlt. Dieser
Trend setzte sich am Ende des Stents fort, die Kontrolle zeigte hier 2086527
Zellen/mm?, die Dosisgruppe 1720+559 Zellen/mm?.
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Abbildung 22. Geringere Dichte an Zellkernen in der Tunica media nach Radiatio. Die
Ergebnisse korrelierten mit der histopathologischen Beobachtung einer ausgediinnten
Media nach Radiatio.
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3.3.3.3 Dichte der Zellkerne in der Adventitia

Wiederum keine wesentlichen Unterschiede ergaben die Messungen der Zellkerndichte
in der Adventitia. Im RIVA waren dies fiir die Stentmitte 1221+540 Zellen/mm? in der
Kontrolle und 14504353 Zellen/mm? in der bestrahlten Gruppe. Fiir das Stentende
wurden in der Kontrolle 1521+661 Zellen/mm?2, im Verum 1400+316 Zellen/mm?
gezihlt.

Im RCX fanden sich fiir die Kontrolle eine Dichte von 12794566 Zellen/mm? versus
15754696 Zellen/mm? sowie am Stentende Werte von 1650+689 Zellen/mm? gegeniiber
1700+400 Zellen/mm? in der Kontrolle.
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Abbildung 23. In den KoronargefidBen zeigten sich keine wesentlichen Unterschiede der
Zellkerndichte in der Adventitia zum Entnahmezeitpunkt 12 Wochen nach der
Intervention.
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3.3.4 Ergebnisse der histopathologischen Auswertung

3.3.4.1 Vessel injury score

Der vessel injury score bezeichnet den Schaden an der Gefidlwand, insbesondere der
elastischen Lamellen. Im Mittelschnitt des RIVA zeigte sich eine mit p<0,0132
signifikant grolere Verletzung des GefaBes in der Verum-Gruppe. Im RCX war dieser

Unterschied nicht signifikant, wenngleich als Trend dennoch vorhanden.

Tabelle 4. Gefdlschidigung erfasst als semiquantitativer Injury Score nach Schwartz et
al. Durch die Angioplastie und die Implantation des Stents kommt es zu einer
GefiBschiddigung. Diese war am Stentende (Schnitt Nr. 3) in allen Gruppen ebenso wie
in der Stentmitte (Schnitt Nr. 1) vorhanden.

Ausprigung in der Auspriagung am
Stentmitte (1) Stentende (3)
0 1 2 3 0 1 2 3
<«  Kontrolle 1 5 1 1 - 4 2 2
E 10,86 MBq - - 6 2 - 1 3 4
> Kontrolle - 5 2 1 - 2 4 2
%d) 17,77 MBq - 1 3 4 - - 5 3

3.3.4.2 Inflammation score

Anhand dieser Bewertung, welche in Anlehnung an die Einteilung von Hofma et al.
durchgefiihrt wurde, lieB sich ermitteln, wie stark eine entziindliche Reaktion des
GefiBes auf die Implantation des Stents stattgefunden hatte. Sowohl im RIVA als auch
im RCX zeigte sich im Mittelschnitt nach Bestrahlung eine deutliche
Entziindungsreaktion. Dies war in geringerem Ausmal auch in der Kontrollgruppe zu
finden. Die Ergebnisse sind nachfolgender Tabelle 5 zu entnehmen, Abbildung 24 zeigt

einen Ausschnitt um eine Stentstrebe eines Kontrollstents nach 12 Wochen. Erkennbar
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sind hier die Merkmale des bis in die Intima reichenden Infiltrats sowie mehrkernige

Riesenzellen.

Tabelle 5. Inflammation score nach Hofma et al. In der Stentmitte findet sich im Falle
der Verumgruppe insgesamt eine etwas deutlichere Entziindungsreaktion.

Ausprdgung in der Auspriagung am
Stentmitte (1) Stentende (3)
0 1 2 3 0 1 2 3
<  Kontrolle 6 - - 2 3 2 - 3
E 10,86 MBq - 1 6 1 - 1 5 2
> Kontrolle 3 2 1 2 2 1 - 4
Eé 17,77 MBq - 3 4 1 - - 5 3

Abbildung 24. HE-Schnitt (VergroBerung 10-fach) eines Ramus circumflexus 12
Wochen nach Implantation eines Kontrollstents. Es lassen sich als
Inflammationszeichen mehrkernige Riesenzellen (1) und von der Adventitia bis in die
Intima reichende Infiltrate (2) erkennen. Auffillig ist die Gruppierung in der Umgebung
der Stentstrebe. Nebenbei findet sich eine deutliche Ausdiinnung der Medialamellen.
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3.3.4.3 Fibrose in der Adventitia

Als Effekt der Brachytherapie trat in der Adventitia eine ausgeprigte Fibrosierung auf.
Die semiquantitative Erfassung dieses Merkmals erfolgte nach den Kriterien (a.)
Auspriagung der Fibrose und (b.) Ummauerung von Gefd- und Nervenstrukturen
(vergleiche Abbildung 25) als Zeichen einer moglichen Beeintrichtigung der
GefiaBfunktion.

Tabelle 6. Semiquantitative Erfassung des Merkmals der Adventitiafibrose (Auspragung

von 0 bis 3). Hier wurde insbesondere auf die Ummauerung von Nerven und Gefidllen
geachtet.

Ausprdgung in der Auspriagung am
Stentmitte (1) Stentende (3)

0 1 2 3 0 1 2 3
<«  Kontrolle - 5 3 - - 4 4 -
E 10,86 MBq - - 5 1 - - 5 1
> Kontrolle 2 4 1 1 2 3 3 -
%4) 17,77 MBq - 1 5 2 - 2 3 2

Abbildung 25. Beispiel aus einem Ramus circumflexus der Therapiegruppe. Die Fibrose
im adventitiellen Bindegewebe (in der vorliegenden HE-Firbung rosa bis rot
dargestellt) ummauert nervale Strukturen (Pfeile).
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3.3.4.4 Fibrinoide Insudate in der Intima

Fibrinoide Insudate stellen sich im HE-gefirbten Schnitt als eosinophile Regionen dar
und sind kennzeichnend fiir die noch unvollstindige GefdaBheilung. Das Merkmal war in
beiden Strahlungsgruppen deutlich vorhanden, wihrend es in den Kontrollgruppen
lediglich einmalig nachweisbar war. Nach 12 Wochen fand sich im RIV A-Mittelschnitt
deutlich mehr fibriniodes Material nach Implantation von Stents mit einer mittleren
Aktivitdt von 10,86 MBq. Im RCX zeigte sich ein dhnlicher Trend. An den Stentenden
ergab sich fiir dieses Merkmal kein Unterschied. Die Ergebnisse der semiquantitativen
Auswertung sind in Tabelle 7 dargestellt.

Abbildung 26 =zeigt exemplarische histologische Schnitte, welche fibrinoide

Absonderungen in der Umgebung der Stentstreben (entfernt) aufweisen.

Tabelle 7. Semiquantitative Merkmalserfassung von O (nicht vorhanden) bis +++
(deutlich vorhanden) in der Stentmitte (Schnitt 1) und direkt am Stentende (Schnitt 3).

Auspriagung in der Ausprigung am
Stentmitte (1) Stentende (3)

0 + ++ +++ 0 + ++ +++
<« Kontrolle 7 1 - - 8 - - -
E 10,86 MBq 2 5 - 1 6 1 1 -
>, Kontrolle 8 - - - 8 - - -
& 1777MBq| 2 3 2 1 8 i ] i
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Abbildung 26. HE-Firbungen eines Ramus circumflexus mit einem 15,3 MBqg-Stent aus
der Behandlungsgruppe (Tier 81 599). Erkennbar sind die fibrinoiden Absonderungen
(Pfeile) in der Neointima und in der Umgebung der Stentstrebe (oberes Bildbeispiel A),
welche teilweise auch in der Media und Adventitia nachweisbar waren (mittlere (B) und
untere (C) Abbildung).

61



Ergebnisse

3.3.4.5 Differenzierung der intimalen Hyperplasie

Die Neointima nach Stentimplantation entwickelt sich iiber verschiedene Stadien hin
zur reifen”, differenzierten Neointima. Ausschlaggebend fiir die Interpretation des
Alters sind die Anzahl der Zellen, deren Morphologie, die Verteilung innerhalb des
neointimalen = Gewebes sowie der Organisierungsgrad. = Abhidngig  vom
Entwicklungsstadium finden sich auch charakteristische Bestandteile der extrazelluldren
Matrix. Im frithen Stadium sind dies vermehrt Proteoglycane, Hyaluronsdure und
Kollagen Typ III, welches im Verlauf durch Kollagen Typ I ersetzt wird. Anhand dieses
Parameters sollte somit festgestellt werden, ob sich histologisch ein Unterschied in der
Beschaffenheit der neointimalen Hyperplasie nach 12 Wochen erkennen liel, um so
eine Aussage iiber den Organisationsgrad zu treffen.

Im RIVA ergaben sich keinerlei Unterschiede, wohingegen der RCX einen Trend zu
einer unorganisierten Neointima in der Gruppe der 17,77 MBq-Stents erkennen lief3.

Die umseitig zu findende Abbildung 27 zeigt ein Bildbeispiel einer Neointima 12
Wochen nach Stentimplantation. Es handelte sich hierbei um einen Stent der

Kontrollgruppe.

Tabelle 8. Beurteilung des vorherrschenden Organisationsgrades der intimalen
Hyperplasie. Diese war in allen untersuchten Priparaten vorhanden.

Ausprdgung in der Auspriagung am
Stentmitte (1) Stentende (3)
0 Neointima Fibrose 0 Neointima Fibrose
<«  Kontrolle - 2 6 - 3 5
E 10,86 MBq - 2 6 - 3 4
> Kontrolle - 1 7 - 2 6
%4) 17,77 MBq - 5 3 - 5 3
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Abbildung 27. Neointima aus einem Ramus interventricularis anterior der
Kontrollgruppe. Die eingewanderten Muskelzellen zeigen eine typische Morphologie
(HE-Férbung, 20-fache VergodBerung). Darunter abgebildet ist ebenfalls ein Stent der
Kontrollgruppe mit Zeichen einer Neoatherombildung (Cholesterinkristalle, im Rahmen
der Aufbearbeitung herausgelost).
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3.3.4.6 Endothelialisierung

Die Wiederherstellung einer Endothelbarriere nach GefidBBschiddigung stellt einen
wichtigen Schritt fiir die Integritit der Neointima dar. An EvG- und HE-gefirbten
Schnitten wurde eine morphologische Aussage iiber den Heilungsgrad des Endothels 12
Wochen nach GefidBlschidigung und Stentimplantation gemacht. Wihrend alle
Kontrollgefi3e eine erkennbare Endothelschicht aufwiesen, war dies fiir jeweils zwei
GefiBe aus der Radiotherapie-Gruppe nicht der Fall. Die Ergebnisse der
semiquantitativen Auswertung sind der nachfolgenden Tabelle 9 zu entnehmen, in

Abbildung 28 und 29 sind jeweils charakteristische histologische Schnitte dargestellt.

Tabelle 9. Erfassung des Endothelialisierungsgrades anhand der EvG- und HE-Schnitte.
Sowohl in der Stentmitte als auch am Stentausgang zeigten alle Schnitte der
Kontrollgruppe eine durchgingige Schicht endothelartiger Zellen an der Lumenseite der
Neointima. Dies war fiir beide Therapiegruppen in ca. 33% nicht der Fall.

Auspriagung in der Ausprdagung am
Stentmitte (1) Stentende (3)
0 + 0 +
< Kontrolle - 8 - 8
E 10,86 MBq 2 6 2 6
>, Kontrolle - 8 - 8
£ 17,77 MBq 2 6 2 6
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Abbildung 28. Ramus circumflexus (Stentstreben herausgelost) der Kontrollgruppe mit
regelrecht  organisierter Neointima und Darstellung eines lumenseitigen
Endothelzellayers.

Abbildung 29. Dargestellt ist ein Ausschnitt der Neointima eines Ramus
interventricularis anterior 12 Wochen nach Implantation eines radioaktiv dotierten
Jomed Koronarstents mit einer initialen Aktivitdt von 13 MBq. Neben einer vermehrten
Neointima zeigt sich eine unvollstindige Reendothelialisierung.
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3.4 Ergebnisse der Carotiden

Die radioaktiv beschichteten Jomed peripheral Stents, welche in die Carotiden der
Therapiegruppen implantiert wurden, hatten mittlere Aktivititen von 10,67+1,15 MBq
bei Einzelwerten von 10-12 MBq (D1), 77,56£10,44 MBq mit Einzelwerten von 52-88
MBq (D2) und 136+4,73 MBq, einzelne Werte entsprechend 129-142 MBq (D3).

3.4.1 Ergebnisse der quantitativen Angiographie

3.4.1.1 Linge des untersuchten Segments

Die Segmente der ZielgefiBle, welche mittels quantitativer Angiographie untersucht
wurden, malen im Mittel 59,8+8,1 mm in der Kontrollgruppe (K), 56,7+0,8 mm in der
10,7 MBq-Gruppe (D1), 58,7+ 5,4 mm in der 77,6 MBq-Gruppe (D2) und 59,2+2,1 mm
in der 136 MBq-Gruppe (D3). Es ergaben sich somit keine hdohergradigen

Abweichungen.

3.4.1.2 Maximaler Durchmesser im untersuchten Segment

Dieser Wert beschreibt den grofften im untersuchten Segment gemessenen
Durchmesser. Hier ergaben sich keine wesentlichen Unterschiede in den verschiedenen
Gruppen mit 5,57+0,53 mm in der Kontrolle, 5,31£0,32 mm in der D1, 5,83+0,38 mm
in der D2 und 5,88+0,47 mm in der D3. Die Werte sind zusammen mit jenen des
minimalen und mittleren Diameters im untersuchten GefidB3segment in Abbildung 30

zusammengefasst.

3.4.1.3 Minimaler Durchmesser im untersuchten Segment (MLD)

Der minimale Durchmesser kennzeichnet die fiir den klinischen Erfolg relevante

hochstgradige Einengung im untersuchten GefaBabschnitt. Im Falle der Kontrolle waren

dies 3,69+0,49 mm, in der D1 2,6+0,77 mm, in der D2 3,03+0,54 mm und in der D3
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2,79+0,54 mm. Die Dosisgruppe 3 zeigte gegeniiber der Kontrolle einen signifikanten

Unterschied.

3.4.1.4 Mittlerer Durchmesser des untersuchten Segments

Vom angiographischen Bild her war die Neointimabildung im Falle der D1 eher diffus
iiber den gestenteten GefdBabschnitt verteilt, wiahrend die beiden anderen Dosisgruppen
eine vermehrte Einengung vor allem lokalisiert am Ende des Stents aufwiesen (vgl.
exemplarische Angiographien, Abbildung 33). Im Einzelnen ergaben sich fiir die
Kontrolle 4,6+0,47 mm, fir D1 3,7+0,56 mm, fiir D2 4,69+0,51 mm und fiir D3
4,75+0,47. Einzig die D1 zeigte hier schlechtere Ergebnisse.

Quantitative Angiographie |
Lumen

Durchmesser ( mm )
S
1

3 }

2 v Maximaler Durchmesser
O  Mittlerer Durchmesser
A Minimaler Durchmesser

1 T T T T T
Kontrolle 10,67 MBq 77,56 MBg 136 MBq

Abbildung 30. Im untersuchten Segment ermittelte Durchmesser. Entscheidend fiir den
Therapieerfolg ist der minimale Lumendurchmesser (MLD). Dieser war im Falle der D3
allerdings gegeniiber der Kontroll-Gruppe signifikant geringer (*).
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3.4.1.5 Durchmesser an den Stentenden

Am proximalen Stentende zeigte sich ein signifikanter Unterschied der Kontrolle im
Vergleich zu den radioaktiven Stentgruppen mit 4,99+0,57 mm (K), 3,65+1,29 mm
(D1), 3,2540,83 mm (D2) und 3,0+£0,6 mm (D3). Zwischen den Dosisgruppen selbst
waren keine signifikanten Unterschiede zu finden.

Am distalen Stentende ergab die Kontrolle 4,22+0,49 mm, die D1 3,37+£0,94 mm, die
D2 3,16+0,76 mm und die D3 3,06+£0,51 mm. Die 77,56 MBqg- und die 136 MBg-
Gruppen zeigten einen signifikanten Unterschied im statistischen Vergleich mit der

Kontrolle.

3.4.1.6 Durchmesser in der Mitte des Stents

Die Ergebnisse in den Verumgruppen zeigten mit 4,76£0,67 mm in der D2 und
4,96+0,6 mm in der D3 gegeniiber 4,25+0,67 mm in der Kontrolle einen hoheren
Durchmesser in der Stentmitte. Die D1 wies mit 3,32+0,79 mm deutlich schlechtere
Ergebnisse als die iibrigen Gruppen auf. Allerdings ergab sich eine deutliche Einengung

der Randbereiche der Stents in den radioaktiv beschichteten Gruppen.

In umseitiger Abbildung 31 sind die Werte fiir die Stenosierung im Durchmesser fiir die
gemessenen Lokalisationen dargestellt.

Zu beachten ist eine Korrelation des gemittelten Duchmessers und des Durchmessers in
der Stentmitte sowie den Enden im Falle der Kontrollgruppe (®), was der eher
gleichmissigen Verteilung im angiographischen Bild entsprach. Fiir die D2 (A) und D3
(V¥) fand sich eine Korrelation des minimalen Durchmessers mit den Werten an den
Stentenden. Diese Werte bilden einen sogenannten ,Kanteneffekt* oder ,,Candy-
Wrapper* ab, exemplarische Aufnahmen der angiographischen Nachuntersuchung sind

in Abbildung 33 auf Seite 70 zu finden.
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Quantitative Angiographie Il
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Abbildung 31. Stenosierung dargestellt nach der Lokalisation im Stentsegment in den
einzelnen Dosisgruppen. Fiir die D2 und D3 fand sich eine deutliche Einengung an den
Stentenden.

<

i

Abbildung 32. Carotisstent mit niedriger Aktivitdt in der Angiographie (links) sowie
korrespondierender histologischer Schnitt (rechts) aus der Stentmitte (Pfeil).

69



Ergebnisse

Abbildung 33. Exemplarische Abbildungen der Carotis-Angiographien. Der
Kontrollstent (A) zeigte bei geringgradig ausgeprigter intimaler Hyperplasie eine gute
Durchgingigkeit auch an den Enden. Der Stent der 10,7 MBq-Gruppe (B) zeigte eine
diffus iiber das behandelte Segment verteilte Einengung. Sowohl der 77,6 MBq, als
auch der 136 MBq Stent zeigten in der Angiographie minimale Stenosierungen in der
Stentmitte mit deutlicher Einengung an den Stentenden. Zu beachten ist hierbei die
Lage dieser ,,Edge-Stenose* innerhalb, bzw. direkt an den Enden des gestenteten
Abschnitts.
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3.4.2 Morphometrische Ergebnisse

3.4.2.1 Lumenfliche

Zum Untersuchungszeitpunkt - 12 Wochen nach der Intervention - betrug die
Lumenfliache in der Stentmitte in der Kontrollgruppe 11,0+2,4 mm?2, in der Gruppe mit
10,67 MBg-Stents 8,1+£2,2 mm?2, in der Gruppe mit 77,56 MBg-Stents 9,0+4,1 mm?2 und
in der Hochaktivitidtsgruppe mit 136 MBq 7,9+2,1 mm? (Graphische Darstellung siche
Abbildung 34). Die Messungen am Stentende ergaben fiir die Kontrollgruppe 7,9+3,4
mm?, fiir die D1 5,543,0 mm?, fiir D2 5,8+2,4 mm? sowie im Falle der D3 5,7+2,3 mm?2.
Es zeigte sich also auch hier eine Tendenz hin zu einem Kanteneffekt durch die
Bestrahlung, der allerdings auf der Basis der morphometrischen Messungen nicht als

signifikant zu bewerten war.

Lumen ( Stentmitte )
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. A
A
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Kontrolle 10,67 MBq 77,56 MBq 136 MBq

Abbildung 34. Ergebnisse der morphometrischen Messungen der Fldache des
druchgiingigen Lumens in der Stentmitte zum Beobachtungszeitpunkt 12 Wochen nach
Intervention. Die D2 und D3 zeigten entgegen den Ergebnissen der Angiographie
geringere Werte als die Kontrolle.
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3.4.2.2 Intimafliche

Korrelierend zur Lumenfliche zeigte sich bei der morphometrischen Untersuchung nach
12 Wochen die grofite Ausprdgung der Neointimafldache in der D2 mit 6,4+3,7 mm?.
Dies entsprach im Vergleich zur Kontrollgruppe, in welcher 2,7+1,3 mm? gemessen
wurden, einem signifikanten Unterschied. Die D1 zeigte Werte von 5,5+2,2 mm?, die
D3 wies mit 4,0+£1,1 mm? keinen signifikanten Unterschied auf. Fiir das Stentende
ergaben sich fiir die Kontrolle 4,1£+1,5 mm?, fiir die D1 5,9+3,1 mm?, fiir die D2 8,1+4,0
mm? und fiir die D3 7,0+3,5 mm?2. Auch hier war ein entsprechender Trend zu einer

vermehrten Ausprigung an den Stentenden durch die Bestrahlung in der D2

auszumachen.
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Abbildung 35. Nach 12 Wochen lie} sich in der Dosisgruppe mit 77,56 MBq eine im
Vergleich zur Kontrolle signifikant hohere Neointimabildung messen (*). Insgesamt
zeigte sich nach Bestrahlung jedoch ein recht inhomogenes Reaktionsmuster der
einzelnen Gefidle, was in der Streuung der einzelnen Werte wiedergegeben ist.

Bildbeispiele von Préparaten jeder Gruppe sind in Abbildung 38 auf Seite 75
dargestellt. Hierin lassen sich auch die im Folgenden beschriebenen Veridnderungen

finden.
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3.4.2.3 Mediafliche

Wie auch in den morphometrischen Messungen der Koronargefif3e ergab die Fliche der
Tunica media in der Arteria carotis communis eine leichte Tendenz zu einer geringeren
Flache nach Bestrahlung. Fiir die Kontrollgruppe wurden 4,0+1,0 mm?, fiir D1 4,2+0,7
mm?, fiir D2 3,6+1,0 mm? und fiir D3 3,3+0,7 mm?2 gemessen. Die geringeren Melwerte
korrelierten mit der Beobachtung einer Ausdiinnung der Media nach Radiatio in der

histopathologischen Auswertung.

Media (Stentmitte)
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Abbildung 36. Morphometrisch bestimmte Fliche der Media 12 Wochen nach
Implantation der Stents in die A. carotis.
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3.4.2.4 Dicke der Adventitia

Als Folge der Bestrahlung kam es zu einer deutlichen Verdickung des adventitiellen
Gewebes. Die Kontrolle zeigt eine aus drei Einzelwerten gemittelte Dicke von 0,2+0,1
mm, in den Dosisgruppen fanden sich entsprechend 1,0+0,3 mm in der D1, 1,7+0,4 mm
in der D2 und 1,7+0,3 mm in der D3. Die umseitige Abbildung 38 enthilt
exemplarische Schnitte der einzelnen Dosisgruppen, in welchen diese in den Gruppen

D2 und D3 stirker ausgeprigten Verdanderungen deutlich zu erkennen sind.

Adventitia (Stentmitte)
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Abbildung 37. Die Adventitiadicke wurde an drei Stellen des Priparates vermessen und
das arithmetische Mittel gebildet. Es zeigte sich in den Behandlungsgruppen eine
deutliche Zunahme der Adventitiadicke (* statistisch signifikant fiir die D2 und die D3),
welche mit den Ergebnissen der histopathologischen Auswertung korrelierte (vergleiche
hierzu Punkt 3.4.4.3.).
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Abbildung 38. Beispiele von Schnitten aus der Stentmitte mit 2,5 facher Vergroferung.
Die Kontrolle (A) zeigt eine postinterventionell unauffillige GefidBarchitektur mit
leichter Kompression der Media im Bereich der Stentstreben und Bildung einer
Neointima. Das lockere adventitielle Bindegewebe verliert in kurzem Abstand zur
Media eine erkennbare Struktur. Der Wandaufbau der Dosisgruppen D1 (B), D2 (C)
und D3 (D) ist im Vergleich hierzu deutlich unruhiger. Es zeigt sich eine erkennbar
dickere Adventitia, eine Ausdiinnung der Media mit teilweise vollstindiger Auflosung
des Gefiiges sowie eine deutlicher ausgeprigte intimale Hyperplasie.
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3.4.3 Dichte der Zellkerne in den Wandschichten

3.4.3.1 Dichte der Zellkerne in der Intima

Die Dichte der Zellkerne in der Intima zeigte keine wesentlichen Unterschiede mit
einzelnen Werten von 3346896 Zellen/'mm? in der Kontrollgruppe, 32504926
Zellen/mm? in der D1, 3133+1361 Zellen/mm? in der D2 und 3336+775 Zellen/mm? in
der D3. Die Messung unterschied jedoch nicht zwischen lumen- und strebennahen

Arealen innerhalb der Neointima.

3.4.3.2 Dichte der Zellkerne in der Media

Korrelierend mit dem Trend einer verminderten Mediafliche ergab sich mit
zunehmender Dosis am Beobachtungszeitpunkt nach 12 Wochen eine Abnahme der
Zellkerndichte in der Tunica media. In der Kontrolle zeigten sich 3150+£1028
Zellen/mm?, in der D1 2683+275 Zellen/mm?2 und in der D2 21724520 Zellen/mm?2. Die
Zellzahl pro Flicheneinheit war in der D3 mit 1588+1158 Zellen/mm? gegeniiber der
Kontrollgruppe deutlich erniedrigt (siehe umseitige Abbildung 39).

3.4.3.3 Dichte der Zellkerne in der Adventitia

Die Bestimmung der Zellkerndichte in den Wandschichten ergab fiir die Adventitia
einen erkennbaren Unterschied zwischen der Kontrolle mit 1520+333 Zellen/mm? und
der D3 mit 2200+316 Zellen/'mm? (sieche Abbildung 40). Fiir die D2 konnte mit
1906+415 Zellen/mm? ebenfalls ein etwas hoherer Wert gefunden werden. Die Messung
in der D1 ergab eine Zellkerndichte von 1650+£229 Zellen/mm?.
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Zellkerne der Media (Stentmitte)
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Abbildung 39. Es zeigte sich ein dosisabhidngiger Effekt auf die Dichte der Zellkerne in
der Tunica media. Die Ergebnisse gehen mit der Beobachtung einer deutlichen

Ausdiinnung der Medialamellen einher und waren in der D3 am deutlichsten
ausgepragt.

Zellkerne der Adventitia (Stentmitte)
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Abbildung 40. Dichte der Zellkerne in der Tunica Adventitia. Auch hier fand sich der
deutlichste Unterschied in der Hochdosisgruppe.
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3.4.4 Ergebnisse der histopathologischen Auswertung

3.4.4.1 Vessel injury score

Die Auswertung der Priparate in Bezug auf die GefalBschadigung, welche mal3geblich
auf der Intaktheit der elastischen Lamellen beruht, ergab keine signifikanten
Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen. Eine nach diesen Kriterien intakte
GefiBarchitektur fand sich in keinem Schnitt aus der Stentmitte. Das Gefdll in der auf
Seite 83 zu findenden Abbildung 44 weist beispielsweise eine deutliche Kompression

der Medialamellen auf.

Tabelle 10. Ausmall der Gefdschidigung bestimmt an histologischen Schnitten 12
Wochen nach Stentimplantation.

Auspriagung in der Ausprdagung am
Stentmitte (1) Stentende (3)
0 1 2 3 0 1 2 3
Kontrolle - 5 7 - - 4 7 -
10,67 MBq - - 3 - - 1 2 -
77,56 MBq - - 7 1 - 7 1 -
136 MBq - 1 4 - - - 4 3

3.4.4.2 Inflammation score

Nach 12 Wochen zeigte sich in den mittels Radiotherapie behandelten Gruppen eine
vermehrte Auspragung von Entziindungsmerkmalen. Allerdings war auch in den
GefiBen der Kontrollgruppe eine Entziindungsreaktion 12 Wochen nach
Stentimplantation zu beobachten. Die Ergebnisse der semiquantitativen Beurteilung

sind in umseitiger Tabelle 11 dargestellt.
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Tabelle 11. Entziindungsreaktion semiquantitativ erfasst nach Hofma et al.

Auspriagung in der Ausprdagung am
Stentmitte (1) Stentende (3)
0 1 2 3 0 1 2 3
Kontrolle - 5 1 - - 3 2 2
10,67 MBq - 1 2 - - 2 - -
77,56 MBq - 3 4 1 - 1 5 2
136 MBq - 1 4 - - 2 2 3

3.4.4.3 Fibrose in der Adventitia

Korrelierend mit der Zunahme der Adventitiadicke ergab auch die histopathologische
Bewertung des Ausmalles der Fibrose in der Adventitia eine deutliche Zunahme nach
Implantation von radioaktiv beschichteten Stents. Die Abbildung 41 zeigt eine im
Rahmen der angiographischen Nachuntersuchung angefertigte Leeraufnahme, in
welcher als Resultat dieser Verdnderungen eine Deformierung des Stents zu beobachten
ist. Im dazugehorigen histologischen Priparat sowie in Abbildung 43 ist die vermehrte

Fibrosierung erkennbar.

Tabelle 12. Semiquantitative Merkmalserfassung des Ausmales der Fibrose in der
Adventitia nach Bestrahlung.

Auspriagung in der Auspriagung am
Stentmitte (1) Stentende (3)
0 1 2 3 0 1 2 3
Kontrolle - 5 - - - 6 2 -
10,67 MBq - 1 2 - - 2 1 -
77,56 MBq - - 4 3 - - 6 2
136 MBq - 1 3 1 - 2 4 1
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Abbildung 41. Leeraufnahme eines Stents mit einer initialen Aktivitit von 78 MBq
(Aufnahme zum Zeitpunkt der angiographischen Nachkontrolle nach 8 Wochen) und
korrespondierender histologischer Schnitt (12 Wochen). Deutlich erkennbar ist die
Deformierung des Stents bei histologisch ausgeprigter Adventitafibrose. Auffillig ist
ferner die nach medial konkave Verbiegung, welche in allen Féllen zu beobachten war.

Abbildung 42. Vas vasorum in der Adventitia einer Carotis aus der 77 MBqg-Gruppe
(Pfeil). Neben der fibrosen Umbauung zeigt sich eine durch die Bestrahlung verinderte
Architektur des Wandgefilles.
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3.4.4.4 Fibrinoide Insudate in der Intima

Das Vorkommen hyalin-fibrinoiden Materials (eosinophiles Fidrbeverhalten) in der
GefidBwand wurde als positive Merkmalsausprigung beurteilt. In den wenigen Gefid3en
der D1 wurde keine fibrinoide Exsudation gefunden, gleiches gilt fiir die
Kontrollgruppe. In den Gefédllen, welche mit 77,56 MBq bzw. 136 MBq dotierten Stents
behandelt wurden, fand sich ein hdufigeres Auftreten dieses Merkmals im Vergleich zur

Kontrolle..

Tabelle 13. Fibrinoide Absonderungen in der Intima 12 Wochen nach
Stentimplantation. Entsprechend der auch in den folgenden Parametern zum Ausdruck
kommenden verzégerten Heilung in der Bestrahlungsgruppe fand sich in der D2 und D3
mehr fibrinoides Material.

Ausprigung in der Ausprigung am
Stentmitte (1) Stentende (3)
0 + ++ +++ 0 + ++ +++
Kontrolle 12 - - - 12 - - -
10,67 MBq 3 - - - 3 - - -
77,56 MBq 5 3 - - 7 1 - -
136 MBq 5 2 - - 4 3 - -

3.44.5 Differenzierung der intimalen Hyperplasie

An den histologischen Schnitten 12 Wochen nach Implantation der Stents in die
Arteriae caroticae wurde das pathomorphologische Erscheinungsbild der Neointima
bewertet. Diese zeigt im Verlauf der Entstehung ein Remodeling, welches sich durch
den Organisationsgrad der glatten Muskelzellen und vermehrtes Auftreten von Kollagen
Typ I ausdriickt. Das Bild einer Intimafibrose kennzeichnet somit die reife Neointima

und steht fiir einen abgeschlossenen Heilungsproze nach einem initialen Gefdtrauma.
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Tabelle 14. Der Heilungsprozefl nach Gefifltrauma verlduft iiber die Organisation der
glatten Muskelzellen und Remodeling der Extrazelluldrsubstanz mit zusétzlicher
Ausbildung einer Endothelschicht. Die Tabelle zeigt die Ergebnisse der Differenzierung
des Entwicklungsgrades der Neointima 12 Wochen nach Stentimplantation.

Ausprigung in der Auspriagung am
Stentmitte (1) Stentende (3)
0 Neointima Fibrose 0 Neointima Fibrose
Kontrolle - 5 9 - 5 10
10,67 MBq - 3 1 - 1 1
77,56 MBq - 3 5 - 6 5
136 MBq - 2 1 - 5 3

Abbildung 43. Die Abbildung zeigt ein Gefdll der Bestrahlungsgruppe (Stentaktivitit
140 MBq) mit lose angeordneten glatten Muskelzellen in der Umgebung der
Stentstreben (S, entfernt). Zu beachten ist der vergleichsweise hohe Organisationsgrad
in den lumennahen Anteilen (Lumen - L). Insgesamt ist die Dicke der Neointima
gegeniiber der Kontrollgruppe deutlich vermehrt.
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Abbildung 44. Bild eines Gefidfles der Kontrollgruppe (Tier 81 476, Stentmitte) mit
organisierter und im Vergleich zu Abbildung 43 geringradiger ausgeprigter Neoinima.

3.4.4.6 Endothelialisierung

An den histologischen Schnitten wurde eine Aussage iiber den Heilungsgrad des
Endothels getroffen. Kriterium hierfiir war eine Endothelzellschicht im gesamten
Umfang des GefidBschnittes. In der Kontrollgruppe war dies fiir alle Gefidf3e der Fall, in
den Gruppen D2 und D3 fand sich bei ca. 33% bzw. ca. 75% in der Stentmitte eine nur
unvollstindige Endothelialisierung. Beispielhaft zeigt das in obiger Abbildung 44

dargestellte Gefi} eine lumenseitige endotheliale Zellschicht.

Tabelle 15. Semiquantitative Erfassung des Merkmals der Reendothelialisierung.

Ausprigung in der Auspriagung am
Stentmitte (1) Stentende (3)
0 + 0 +
Kontrolle - 12 - 12
10,67 MBq - 3 - 3
77,56 MBq 2 6 2
136 MBq 3 4 3 4
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3.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

1. Dosimetrie: Die Dosisraten waren nicht iiber den gesamten Stentverlauf homogen,
es fand sich ein Abfall am Stentende. Die Streben selbst sind in der Dosisverteilung
abgebildet, da 60% der Hauptdosis in einem Abstand von unter 1 mm von der

Strebe bereits abgegeben wurde.

2. Verteilung der Neointima: In den Kontrollen war eine eher diffuse Verteilung
gegeniiber einer deutlichen Lumeneinengung am Stentende der Dosisgruppe
(Angiographie) zu finden. Im Falle der Kontrolle entsprach der mittlere

Durchmesser des gesamten Segmentes eher der Situation in der Stentmitte.

3. Ergebnisse der Flichenbestimmungen: Morphometrisch zeigte die Lumenfldche in
den Koronarien keine signifikanten Unterschiede 12 Wochen nach Bestrahlung,
wenngleich eine etwas vermehrte Neointimabildung in der Stentmitte zu finden war.
Ferner fiel eine Ausdiinnung der Media und eine deutliche fibrotische Verdickung
des adventitiellen Bindegewebes in den Therapiegruppen auf.

Die Dosisgruppen der Arteria carotis zeigten ein etwas geringeres Lumen
entsprechend einer vergroferten Neointimafliche. Diese war im Falle der D2
gegeniiber der Kontrolle signifikant grofler. Auch eine zunehmende Ausdiinnung
der Media sowie eine deutliche Verdickung der Adventitia konnten in den

Dosisgruppen gefunden werden.

4. Angiographie versus Histologie: Die Ergebnisse der Restenosemessungen diirfen
aufgrund der methodischen Unterschiede der Messverfahren nicht direkt verglichen
werden. Ferner wurden die Untersuchungen zu unterschiedlichen Zeitpunkten
durchgefiihrt. Im Zeitraum zwischen 8 und 12 Wochen war die Aktivitit der Stents
jedoch weitestgehend abgeklungen. Insbesondere die Ergebnisse in der Stentmitte
waren fiir die D2 und D3 der Arteria carotis in der histologischen Auswertung

schlechter.
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5.

6.

Zellkerndichte: Unterschiede in der Zellkerndichte fanden sich in den Koronarien
am deutlichsten in der Media, welche nach Bestrahlung weniger Zellen erkennen
lieB. In der Adventitia war die Anzahl der Zellen/'mm? in beiden
Bestrahlungsgruppen nicht wesentlich unterschiedlich. Ahnlich verhielt sich die
Zellkerndichte in den peripheren Gefid3en. Hier zeigte insbesondere die D3 eine
erniedrigte Zellzahl in der Media zusammen mit einer leicht erhohten Anzahl in der

Adventitia im Vergleich zur Kontrolle.

Histopathologische Auswertung: Die histopathologische Auswertung ergab
deutlich mehr fibrinoides Material in der GefiaBwand nach Radiotherapie. In der
Kontrollgruppe wurde dieses Merkmal nur im RIVA einmalig gefunden, in der
Kontrolle des RCX und den Carotiden nicht. Eine Stérung der Reendothelialiserung
konnte in allen Verum-Gruppen gezeigt werden, wihrend die Kontrollgruppen in
diesem Merkmal unauffillig waren. Der Entwicklungsgrad der Neointima war
insgesamt als eher uneinheitlich zu werten. Es fand sich eine Tendenz zum
Uberwiegen eines fritheren Stadiums nach Radiatio. Koronar zeigte sich in der
Bestrahlungsgruppe eine vermehrte GefiB3schiadigung ausgedriickt im vessel injury
score. In den Carotiden war hier kein nennenswerter Unterschied zu verzeichnen. Im
Koronargefdl fiihrte die Bestrahlung zu etwas vermehrter Entziindung, was
wiederum in der Carotis ebenfalls nicht in vergleichbarem MaBl der Fall war.
Korrelierend zur dickeren Arterienadventitia zeigte sich histologisch eine Fibrose

mit Ummauerung von Gefil3- und Nervenstrukturen.

Unterschiede peripher zu koronar: Grundsitzlich fand sich eine vergleichbare
Reaktion der koronaren und peripheren Gefid3e auf die Bestrahlung. In Bezug auf
die GefdBschidigung und die Entziindungsreaktion zeigte sich im peripheren Gefal3
ein geringerer Unterschied der Dosisgruppen zur Kontrolle. Die in allen Verum-
Gruppen gefundene Fibrose der Adventitia ging im Fall der Carotiden einher mit
einer Verbiegung des Stents. Die niedrige Dosisgruppe D1 wies eine diffuse In-
Stent-Restenose in der angiographischen Untersuchung auf. Das Auftreten von

thrombotischen Komplikationen wurde nur in den Koronarien beobachtet.
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4 Diskussion

4.1 Hintergrund des vorliegenden Versuches

Interventionelle Methoden zur Behandlung von Gefid3verengungen und -verschliissen
stellen mittlerweile einen entscheidenden Teil der Therapieoptionen sowohl bei
koronarer Herzerkrankung und der PAVK als auch bei Carotisstenosen dar. Durch die
steigende Anzahl an Interventionen wird das Problem des Wiederverschlusses nach
Angioplastie sowie nach zusitzlicher Stentapplikation ein zunehmendes Problem
darstellen. Daher wurden in der Vergangenheit bereits vielfdltige Versuche
unternommen, eine primidre oder zumindest eine sekundidre Prophylaxe dieser
Limitation zu erreichen. Die Mechanismen, welche zur Entstehung einer Neointima
fiihren, wurden bereits eingangs dargestellt. Die Ausbildung einer Neointima ist als
Prozess der GefidBheilung nach Traumatisierung anzusehen und stellt eine natiirliche
Reaktion des Gefales dar, die iiberméBige Ausbildung einer intimalen Hyperplasie fiihrt

klinisch jedoch zum Problem der Restenose.

Im vorliegenden Versuch sollte die Moglichkeit zur Therapie und Prophylaxe der
Restenose iiber einen Rhenium-186 beschichteten Stent untersucht werden. Fiir dieses
Verfahren konnte bereits in einem Kaninchenmodell eine Verminderung der Restenose
gezeigt werden (81). In einem weiteren Tiermodell sollten nun der Einfluf der
einzelnen Dosisgruppen mit hoher Gesamtdosis auf die Bildung einer Neointima und
eines ,,Candy-Wrapper* sowie ein moglicher Unterschied zwischen Koronargefi3en

und peripheren Arterien untersucht werden.

4.2 Ionisierende Strahlen im Rahmen intravaskulirer Eingriffe

4.2.1 Grundlagen der endovaskuliren Brachytherapie

Wie eingangs erwihnt, fanden schon im Jahr 1964 erste Untersuchungen zur

intravasalen Radiatio statt (73). Erst spdter wurden jedoch zunidchst im Tier
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Anstrengungen unternommen, diese Therapiemodalitit fiir den klinischen Einsatz zu
evaluieren. Grundsitzlich kommen im Rahmen der vaskuldren Brachytherapie B-
Strahler mit einer sehr geringen Eindringtiefe und vy-Strahler, welche eine hohere
Reichweite besitzen, zum Einsatz. Aus diesen Charakteristika ergab sich in der
Vergangenheit der hauptsidchliche Einsatz der B-Strahlung in den Koronargefifien,
wihrend im peripheren Bereich bei der Anwendung katheterbasierter Bestrahlung

hauptsichlich y-Strahler (z.B. Iridium-192) verwendet wurden (82).

Zwei wesentliche Faktoren charakterisieren die VBT:

Die Gesamtdosis (absorbierte Energie bezogen auf die Masse der Materie, 1 Gray = 1
Joule/Kilogramm), welche an die GefiBwand abgegeben wird, wobei die Einzeldosis
zur Priavention der Restenose bei etwa 15-20 Gy liegt (83).

Der zweite Faktor besteht in der Fraktionierung der Gesamtdosis und der Dosisrate. Die
in der Strahlentherapie angewendete Unterteilung der Gesamtdosis zielt auf die
zelluldaren Erholungsvorginge zwischen den einzelnen Applikationen ab. Ferner muss
die Strahlenquelle so platziert sein, dass nur das Zielgewebe in der Media und
Adventitia bestrahlt wird, wobei die Endothelschicht jedoch mitbetroffen ist. Ferner
stellt sich aufgrund von teilweise asymmetrischen Plaques das Problem der Zentrierung.
Eine ungleichméfige Dosisrate in den einzelnen Wandschichten macht eine homogene

Dosisverteilung und somit einen einheitlichen Effekt unmdglich.

Das genannte Problem tritt bei den verschiedenen Applikationsformen in
unterschiedlichem Mafle auf. Grundsitzlich konnen hier drei Methoden genannt
werden:

Zum einen die bereits angesprochenen Afterloading-Verfahren, bei welchen iiber ein
intravaskulédr einliegendes System eine Strahlenquelle eingefiihrt werden kann. Die
applizierte Dosis ldsst sich iiber die Bewegung der Quelle exakt steuern, eine
Zentrierung der Strahlenquelle muss iiber entsprechende Katheter sichergestellt werden.
Desweiteren konnen mit radioaktiven Substanzen gefiillte Ballonkatheter verwendet
werden. Hier liegt die Strahlenquelle allseits der GefaBwand an und appliziert eine
homogene Dosis. Bei beiden genannten Applikationsformen muss die Positionierung

sehr genau durchgefiihrt werden, da anderenfalls ein Fehlverhiltnis zwischen
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Angioplastielinge und Bestrahlungslinge resultiert, was als ,,geographic miss®
bezeichnet wird (84). Ein weiterer Aspekt der Dosisverteilung bei Afterloadingtherapie
mit B-Strahlern und zusitzlicher Implantation von metallischen Stents wurde durch
Amols et al. beschrieben. Durch die Stentstreben kommt es zu einer Dosisverzerrung,
was in einer inhomogenen Verteilung innerhalb der Wandschichten resultiert. Die
Autoren fanden bei der Testung dieses Phidnomens eine totale Dosisreduktion von 4-
14% in Abhidngigkeit vom Stentmodell (85). Sie evaluierten im genannten Versuch 9
verschiedene Stentdesigns, als Strahlenquelle wurde ein Rhenium-188 gefiillter Ballon
verwendet.

Die dritte Variante, die auch im vorliegenden Versuch angewendet wurde, besteht in der

radioaktiven Beschichtung von Stents.

4.2.2 Stentdotierung als Alternative zum Afterloading

Theoretisch bietet die Anwendung einer Stentplattform als Applikationsart einige
Vorteile gegeniiber der katheterbasierten Brachytherapie. Zunichst erscheint die
Handhabung einfacher, da weniger Personal mit den Strahlenquellen umgehen muss
und weniger radioaktives Material nach der Intervention verbleibt. Aus
pathophysiologischen Gesichtspunkten liegen die Vorteile in der kontinuierlichen
Dosisabgabe iiber den Proliferationszeitraum der glatten Muskelzellen insbesondere in
den ersten 30 Tagen nach der Intervention, da die Strahlenquelle im Gefdl verbleibt.
Ein weiterer Vorteil liegt in der besseren Verteilung durch den direkten Kontakt der
radioaktiven Quelle zur Gefilwand. Als Beschichtung ist hier die Verwendung eines -
Strahlers mit kurzer Eindringtiefe sinnvoll, da die Zielzellen sich in einem sehr kurzen

Radius um die Stentstrebe befinden.

Die Wahl der Strahlenquelle ist von entscheidender Bedeutung, da die Halbwertszeit,
die Energie, die Aktivitidt und die Eindringtiefe die Dosisverteilung in der GefaBwand
und den Zeitraum, iiber welchen die Hauptdosis abgegeben wird, bestimmen. Das im
vorliegenden Versuch verwendete Rhenium-186 besitzt im Vergleich zum intensiv
untersuchten Isotop Phosphor-32 eine kiirzere Halbwertszeit (3,8 Tage gegeniiber 14,3
Tagen) eine geringere mittlere B-Energie (330 keV gegeniiber 695 keV) und eine
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geringere Eindringtiefe, was in einer Abgabe von 60% der Dosis in einer Distanz von
0,92 mm gegeniiber 1,85 mm beim Phosphor-32 resultiert. Der durch diese
Unterschiede erhoffte Vorteil war hier die strebennahe Applikation einer hohen Dosis
tiber einen relativ kurzen Zeitraum. Nennenswert ist die Beobachtung, dass in den
Messungen der Dosisrate von Stents mit initialen Aktivitdten von circa 30 MBq die
Stentstreben im kurzen MeBabstand aufgrund der Distanz zwischen den Streben eine
inhomogene Verteilung bewirken. Bei zunehmender Distanz von der Strahlenquelle und
somit sinkender Dosisrate wurde diese Verdnderung wieder ausgeglichen. Auflerdem
fiel die Dosisrate im Randbereich relativ steil ab, was fiir das Auftreten einer

Randstenose mit als Erkldrung dienen konnte.

Die Art der Aktivierung muss als logistischer Prozef in die Beurteilung der
Anwendbarkeit einbezogen werden. Die Methoden zur Aktivierung von Phosphor-32
Stents bestehen beispielsweise in der direkten Ionenimplantation oder der Aktivierung
durch Bombardierung mit Deuteronen in einem Zyklotron (86). Die im vorliegenden
Fall angewandte Methode der Stentdotierung ist im Vergleich hierzu deutlich einfacher
durchzufiihren und universeller einsetzbar, sodass eine ortsnahe Durchfithrung denkbar

erscheint.

Die Bestrahlung iiber eine Stentplattform stellt das Ideal einer fraktionierten
Strahlentherapie dar. Der Unterschied besteht hierbei im Vergleich zur
kathetergestiitzten Brachytherapie primir in der geringeren Dosisrate. Die Gesamtdosis
muss jedoch bei einer protrahierten LDR-Therapie deutlich hoher sein als bei einer
HDR-Bestrahlung, um ein vergleichbares Resultat zu erzielen. Beim Vergleich der
Wachstumshemmung von glatten Muskelzellen aus der Schweineaorta mit einer
niedrigen Dosisrate von 0,675 Gy/h (vergleichbar mit der Bestrahlung iiber einen Stent)
gegeniiber einer hohen Dosisrate von 1,5 Gy/min war etwa die doppelte Gesamtdosis
notwendig, um vergleichbare Ergebnisse in Bezug auf eine Proliferationshemmung zu

erhalten (87).

Aufgrund der Halbwertszeit von 3,8 Tagen des hier verwendeten Rhenium-186 wird der

tiberwiegende Teil der Dosis in einer Zeitspanne von ca. 19 Tagen abgegeben, welche
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den Zeitraum des Proliferationsmaximums der SMC abdeckt. Fraglich bleibt, inwieweit
die Restaktivitdt einen chronischen inflammatorischen und pro-proliferativen Prozel3
unterhalten kann.

Gegensitzlich zu den in vitro-Versuchen, welche eine Teilungshemmung glatter
GefidBmuskelzellen durch Bestrahlung gezeigt haben, ergab sich bei Anwendung von
Phosphor-32 im Schweinemodell fiir Dosen zwischen 10 Gy (3 c¢Gy/h) bis 125 Gy (60
cGy/h) eine positive Korrelation zwischen Aktivitit des Stents und der Neointimafldache
nach 6 Monaten (77). Dies zeigt, dass bei der Gefidfreaktion nach Radiatio im lebenden
Modell deutlich komplexere Mechanismen eine Rolle spielen. Zusitzlich kommt es
insbesondere bei der B-Strahlung, wie in Punkt 3.2 dargestellt, zu einem sehr steilen
Dosisabfall an den Stentenden, was einen gegenteilig proliferativen Einfluf}3 auf die
glatten GefidBmuskelzellen haben konnte. Dieses Phidnomen soll im Rahmen der
Diskussion des ,,Candy-Wrapper* noch erortert werden.

Die katheterbasierte Radiotherapie mit Iridium-192 und Strontium/Yttrium-90 arbeitet
mit Dosisraten im Bereich von etwa 0,2 Gy/h bis 2,5 Gy/min fiir 3 Minuten bis 1 Stunde
(88, 89). Im Vergleich zu anderen Studien lagen die Dosisraten der hier verwendeten
Rhenium-186-dotierten Stents zum Implantationszeitpunkt mit etwa 4 Gy/h hoher, die
Gesamtdosis in einem Abstand von 0,5 mm betrug etwa 166 Gy im RIVA und 270 Gy
im RCX sowie 260 Gy und 470 Gy in den Dosisgruppen D2 und D3 der Carotiden, was
allerdings keine Verminderung der Neointimabildung nach 12 Wochen bewirken
konnte. Im Gegenteil fand sich ein geringeres Lumen der bestrahlten Gefdllsegmente.
Entsprechend fanden sich ausgeprigte Verdnderungen der Arterienwand, welche dem

Bild einer strahleninduzierten Arteriopathie dhneln (90).
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4.3 Experimentelles Modell

4.3.1 Tiermodelle zur Erforschung der Restenose

Die im vorliegenden Versuch verfolgte Methode der strahleninduzierten
Proliferationshemmung zur Restenoseprophylaxe mittels Rhenium-186 wurde bereits
im Zellkulturversuch erfolgreich getestet (76). Vor der Anwendung im Menschen
bedarf es jedoch des Tests im Tiermodell. Hierzu wurden im vorliegenden Experiment
koronare und periphere Schweinearterien verwendet, welche aufgrund einer humanen
Arterien dhnlichen Grofe, Anatomie und Physiologie in der Interventionsforschung

weit verbreitet sind (91).

Grundsitzlich existiert eine Vielzahl an Tiermodellen, welche in der Atherosklerose-
und Restenoseforschung eingesetzt werden. Nagetiere zeigen keine natiirlich
vorkommende Atherosklerose, es existieren jedoch genetische Varianten, welche zum
Verstidndnis grundsitzlicher Pathomechanismen verwendet werden konnen (92).
Grundlegende Untersuchungen zur Restenose wurden an diesem Modell nach
Ballonschéadigung durchgefiihrt. Obwohl sich die GefdaBgroe- und architektur deutlich
von der des Menschen unterscheidet (93), wurden hieraus beispielsweise Erkenntnisse
tiber den Zusammenhang zwischen Schiddigung und Proliferation glatter Muskelzellen
der GefdaBwand (94) und die Rolle von PDGF (95) gewonnen. Nach Schidigung (z.B.
mittels 2F Fogarty Katheter) findet sich eine Gefédlreaktion mit einem SMC-
Proliferationsmaximum etwa 3 Tage nach Denudation, eine Migration nach etwa 4
Tagen und eine intimale Proliferation mit entsprechender Matrixsynthese im Zeitraum

von 1 bis 2 Wochen nach dem Trauma (96).

Da sich beim Kaninchen durch entsprechende Fiitterung eine atherosklerotische Lasion
induzieren ldsst, wird dieses Tiermodell sowohl zur Atherosklerose- als auch zur
Restenoseforschung seit lingerem verwendet (97, 98). Zwar zeigt die natiirlicherweise
vorkommende Atherosklerose im Gegensatz zum Menschen eher das Bild einer
Mediadegeneration, durch entsprechende Ziichtung konnte jedoch erreicht werden, dass

sich eine dem humanen Gefdl dhnliche Atherosklerosemorphologie induzieren ldsst
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(99). Die Iliacalarterien von Kaninchen weisen einen dhnlichen Durchmesser wie die
Koronargefde des Menschen auf. Im Gegensatz zum Schwein zeichnet sich das
Kaninchen durch eine erheblich einfachere Handhabung bei Haltung und Operation
sowie durch geringere Kosten in der Anschaffung aus. Es ldsst somit ein Design mit
mehreren Dosisgruppen bei gleichzeitig zur statistischen Auswertung befriedigender
Gruppengrofle zu. Dies ist fiir das Schwein nicht in gleichem Mafe der Fall. In der
Literatur sind jedoch fiir interventionelle Methoden vielfach unterschiedliche
Ergebnisse beider Modelle beschrieben, was auch fiir das vorliegende Experiment

zutraf.

4.3.2 Wahl des Schweinemodells

Das Schweinemodell zeichnet sich durch eine dem Menschen dhnliche Atherosklerose
mit Verteilung der Fettdepots und Schaumzellen (100) sowie eine sehr dhnliche
GefidBBgroBe und Architektur aus. Hierdurch lassen sich im klinischen Alltag eingesetzte
Materialien und Methoden anwenden. Anatomie, Physiologie und Gerinnungssystem

sind dem Menschen sehr dhnlich (101).

Im Falle der Untersuchungen zur Restenose stellt die Induzierbarkeit einer Léasion durch
z.B. mechanisches Trauma ein entscheidendes Kriterium dar. Diese Traumatisierung der
GefiBBe wurde in unserem Versuch, wie in der Literatur mehrfach als erfolgreich
beschrieben, in den KoronargefiBen als Uberdilatation (sogenannter "Balloon-
Overstretch") durchgefiihrt (102). Hierbei wird ein Angioplastieballon deutlich iiber den
Durchmesser des gesunden Gefidles inflatiert, um so eine Schidigung der
GefidBarchitektur zu erreichen. Einen zusitzlichen Reiz stellt die Stentimplantation
selbst dar (103), welche im vorliegenden Versuchsdesign sowohl fiir Dosisgruppen als
auch KontrollgefiBe identisch durchgefiihrt wurde. Die Uberdilatation mit klinisch
anwendbaren Ballons fiihrt zu einer dem Menschen vergleichbaren Neointimabildung in
Bezug auf ZellgroBe, -dichte und histopathologisches Bild nach 28 Tagen (104). Die
Reaktion ist jedoch nicht spezifisch fiir diesen Schadigungsmechanismus und kann

durch verschiedene Faktoren ausgelost werden. Hierzu zidhlt unter anderem auch die
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Bestrahlung (105), was bei der Untersuchung der Radiotherapie als EinfluBgrofe fiir die

Neointimabildung besonders beachtet werden sollte.

Im hier verwendeten Modell der mechanischen GefiBschidigung durch Uberdilatation
zeigte die Kontrollgruppe in den Koronarien mit 1,8+1,1 mm? im RIVA und 2,2+0,9
mm2 im RCX eine befriedigende Neointimabildung. Ahnliche Werte wurden
beispielsweise auch von Carter et al. berichtet, die den Langzeiteffekt 6 Monate nach
Implantation von Phosphor-32-Stents in Schweinearterien untersuchten, in welchen 28
Tage zuvor durch Ballonschddigung und Cholesterinfiitterung eine fibrozelluldre Plaque
induziert worden war (77). Die Werte betrugen hier fiir die Gefidlle der Kontrollgruppe,
welche erst nach einer doppelt so langen Beobachtungszeit wie in unserem Fall
entnommen wurden, 1,78+0,68 mm?2. Dieser Vergleich legt eine ausreichende Induktion

einer Neointima in unserer Kontrollgruppe nahe.

Wie auch im Menschen sind im Tiermodell charakteristische Abldaufe nach Gefiaf3trauma
zu beobachten. Nach Schidigung kommt es zu einer deutlichen Plittchenanheftung und
fibrinreicher Thrombusformation nach etwa einem Tag (104). Von der Lumenseite her
wandern im Zeitraum von etwa einer Woche Lymphozyten und Monozyten ein (61),

danach lassen sich a-actin positive Zellen nachweisen.

Die Thrombenbildung stellt beim Schwein einen wichtigen pathomechanischen Schritt
der frilhen Reaktionen nach Stentimplantation dar. Wir fiihrten eine
Thrombozytenaggregationshemmung mit 300 mg Clopidogrel und 500 mg ASS als
Prophylaxe und 75 mg Clopidogrel und 100 mg ASS als Nachbehandlung durch.
Trotzdem kam es bei zwei Tieren zu thrombotischen Verschliissen in den
Koronararterien. Die deutlich kaliberstiarkeren Carotiden zeigten keine Auffélligkeiten

im Hinblick auf thrombotische Verschliisse.

Die Vergleichbarkeit der Gefareaktion im Tier und im Menschen nach Radiatio konnte
von Virmani et al. beim Vergleich von humanen und porcinen Koronararterien gezeigt
werden. Erstgenannte erhielten eine externe Bestrahlung im Rahmen der Therapie

maligner Erkrankungen. Im Falle der Schweine wurden B-Partikel-emittierende Stents
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mit Aktivitdaten von 0,15-23 uCi implantiert. Es fanden sich dhnliche charakteristische
Veridnderungen in Abhédngigkeit von der Dosis. Hierzu zidhlen eine ausgediinnte Media
mit Nekrosen und eine Fibrosierung der Adventitia (106). Ferner zeigten sich in der
Intima Areale mit nekrotischen Zellen, Makrophagenansammlungen, welche als

Schaumzellen imponierten, und Kalzifizierungen.

Bei der Ubertragung der Ergebnisse aus Versuchen zu interventionellen Methoden am
Schwein muss jedoch beachtet werden, dass es sich hierbei um gesundes und junges
Gewebe handelt. Die humanen Arterien, welche eine Stentimplantation erhalten, sind
jedoch in der Regel atherosklerotisch verdndert oder schon restenosiert (107).
Beriicksichtigt werden muss neben dem Alter des Gewebes auch die unterschiedliche
Heilungsdauer nach interventioneller Schidigung der GefiBwand. Menschliche Arterien
bendtigen etwa 6-12 Monate, um vollsténdig zu regenerieren (108), verglichen mit etwa
einem Monat in Tiermodellen. Hier konnte ein Zusammenhang zwischen der Lebenszeit
der Spezies und der Zellproliferation bestehen. Auch wenn eine direkte Extrapolation
der zeitlichen Abldufe nicht zulissig ist, so konnten im Menschen die im Tiermodell

gefundenen Verdnderungen dennoch verzogert beobachtet werden (109, 110).

Wie bereits dargelegt, konnte die Wirksamkeit der Strahlentherapie mit dem Isotop
Rhenium-186 im Zellkulturversuch sowie der Kaninchenaorta gezeigt werden (76, 81).
Die erneute Evaluation im Schweinemodell erfolgte aufgrund der beschriebenen,
teilweise deutlichen, Unterschiede beider Tiermodelle sowie der Frage nach der
Effektivitit einer Bestrahlung iiber einen Stent in der Arteria carotis als peripheres
GefiB. Bisher wurden in dieser Region keine Untersuchungen zur Restenoseprophylaxe
durch Bestrahlung durchgefiihrt. Der Gefdagrole kommt aufgrund der Eindringtiefe der
Strahlung jedoch eine grofle Bedeutung zu. Hier sollte eine Aussage zu moglichen

Unterschieden zwischen koronaren und peripheren Arterien gemacht werden.
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4.4 Versuche mit Radiatio im Kaninchen

Nach ersten erfolgreichen Tierversuchen mit Iridium-192 Drihten (111) zeigten
Untersuchungen am Restenosemodell des Kaninchens, dass die Applikation iiber eine
Stentplattform in der Lage war, die Proliferation von glatten Muskelzellen im Bereich
des Maximums nach einer Woche deutlich zu reduzieren. Hehrlein et al. (86) fanden
nach intravaskuldrer Bestrahlung deutlich weniger proliferierende Zellen (0,5+0,1%) im
Gegensatz zur Kontrollgruppe (30+2%) zum genannten Zeitpunkt. Die Aktivierung der
in dieser Studie verwendeten Palmaz-Schatz Stents erfolgte iiber Bombardement im
Cyclotron. Dies resultierte in einer Mischung aus Cobalt-55, Cobalt-56, Chrom-51,
Mangan-52, Nickel-57 und Eisen-55. Hauptsédchliches Isotop war Cobalt-55 mit einer
HWZ von 17,5 Stunden.

In einer weiteren Studie untersuchte dieselbe Arbeitsgruppe Phosphor-32 Stents mit
Aktivitdaten von 4 und 13 uCi nach 4 und 12 Wochen (112). Das Isotop wurde iiber
Neutronen-Bestrahlung von Phosphor-31 erzeugt. Nur die hohen Aktivititen fiihrten zu
den Untersuchungszeitpunkten zu einer deutlichen Inhibition der Neointimabildung.
Zwar fand sich auch in der bestrahlten Gruppe eine Endothelschicht, diese war jedoch
nicht so dicht wie in der Kontrollgruppe. Lingere Beobachtungen iiber 3 Monate von
Phosphor-32 Stents in Iliacalarterien von Kaninchen (113) erbrachten &dhnliche
Resultate. Die hierbei verwendeten Stents hatten Aktivititen von 6 und 24 uCi. Die
Neointimafldche der 6 uCi Stents war um 20,0% geringer als die der Kontrolle.
Histologisch bestand die Neointima in der Kontrolle aus glatten Muskelzellen sowie
einer proteoglykan- und kollagenreichen Matrix. In der Bestrahlungsgruppe fand sich
vermehrtes Fibrinexsudat, die Dichte intimaler Muskelzellen im Sinne a-actin-positiver
Zellen wurde durch Bestrahlung reduziert. Durch Rasterelektronenmikroskopie lief sich
nachweisen, dass insbesondere der mittlere Anteil der 6 uCi-Stents nicht
reendothelialisiert waren, insgesamt nur etwa 33+15% der gesamten Stentoberfldche. In
der Kontrolle waren dies im Gegensatz dazu 97+8%.

Das Endothel und dessen Schidigung wihrend der Implantation von Stents stellt einen
entscheidenden Faktor fiir die Neointimabildung dar. Ein von Rogers et al.
durchgefiihrter Vergleich von Stentimplantation in zuvor denudierte gegeniiber

[liacalarterien von Kaninchen mit intaktem Endothel ergab eine um einen Faktor 2
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geringere Neointimafliche zum Untersuchungszeitpunkt nach 14 Tagen. Innerhalb
dieser Zeit kann eine endotheliale Zellschicht wieder wachsen, auch wenn 60% durch
Stentimplantation geschidigt sind (114).

Um den Heilungsverlauf der Gefdle nach Brachytherapie genauer zu untersuchen,
fiihrten Farb et al. eine Untersuchung mit dem B-Strahler Phosphor-32 in den
IliacalgefdBBen von Kaninchen durch. Die verwendeten Stents hatten Aktivitdten von 6,
24 und 48 pCi. Die kumulative Dosis nach 6 bzw. 12 Monaten betrug in einem Abstand
von 0,5 mm 95 Gy, 381 Gy und 763 Gy. Die Untersuchungen fanden nach 6 und 12
Monaten statt. Es zeigte sich zwar eine im Vergleich zur Kontrolle um 50% niedrigere
Intimafldche zu beiden Beobachtungszeitpunkten, jedoch kam es durch intimale
Hyperplasie und negatives Remodeling an den Stentenden zu einer vermehrten Stenose.
Nach 12 Monaten hatten alle radioaktiven Stents eine groflere maximale Intimadicke an
den Stentenden (115). Dies beschreibt das in verschiedener Ausprigung immer wieder
beobachtete und noch nicht geloste Problem des ,,Candy-Wrapper*.

Auch Untersuchungen mit reiner ¢y-Bestrahlung, welche eine deutlich hohere
Eindringtiefe aufweist, zeigten eine Unterdriickung der neointimalen Hyperplasie,
jedoch eine verzogerte Reendothelialisierung (72). In 72 Iliacalarterien von Kaninchen
wurden unbehandelte Stents unter zusitzlicher Strahlenapplikation mittels Iridium-192
implantiert. Die Dosen betrugen 0, 15 und 30 Gy in 2 mm Gewebetiefe. Nach einem
Zeitraum von 1, 3 und 6 Monaten erfolgte die histologische Untersuchung. Die Gruppen
mit 15 und 30 Gy zeigten nach 3 Monaten, die Gruppe mit 30 Gy nach 6 Monaten noch
eine verminderte Intimafldche. Nach einem Monat waren 92+4% des Kontrollsegmentes
reendothelialisiert, jedoch nur rund 37% der 15 und 30 Gy-Gruppen. Auch nach 3 und 6
Monaten waren die Ergebnisse signifikant unterschiedlich mit nur etwa 35%
Reendothelilalisierung in der 30 Gy Gruppe. Auch hier fand sich somit der Hinweis,
dass die endotheliale Regeneration durch VBT im Kaninchenmodell auf {iber 6 Monate

verzogert wird.

AuBler den unterschiedlichen Strahlenarten und Dosen wurden neben der
Stentbeschichtung Ballonfiillungen zur Brachytherapie iiber Katheter evaluiert. So
wurden  beispielsweise fliissige  Phosphor-32  Strahlenquellen  direkt nach

Stentimplantation in IliacalgefiBle von Kaninchen eingebracht und hieriiber 7, 12, 16
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oder 49 Gy an die GefdBwand abgegeben. Die Dosis von 49 Gy direkt an der
GefidBwand entsprach 16 Gy in 1 mm Tiefe. Diese hochste Dosis reduzierte die intimale
Hyperplasie deutlich. Durch Ballonfiillung konnte das eingangs erwéhnte Problem der
Zentrierung, welches bei Kathetern auftritt, gelost werden (116).

Die Untersuchung einer extrakorporalen Bestrahlung nach Stentimplantation in die
Iliacalarterien des weissen Neuseelandkaninchens mit 8 Gy nach 3 Tagen oder
fraktionierten 16 Gy nach 3 und 4 Tagen zeigte jedoch nach 12 Wochen eine vermehrte
Restenose. Diese fand sich sowohl in als auch auBlerhalb des gestenteten Bereiches und

beruhte mit auf einer vermehrten Bildung von Extrazelluldrmatrix (117).

Diese  Kaninchenversuche lieferten  grundlegende  Erkenntnisse  fiir  die
Weiterentwicklung der unterschiedlichen Applikationsformen und der in Frage
kommenden Isotope. Die Ergebnisse in diesem Modell zeigten somit unabhédngig von
verwendetem Isotop und Applikationsform die grundsitzliche Anwendbarkeit der VBT
zur Restenoseprophylaxe. Es fanden sich jedoch bei den verwendeten Iliacalgefil3en
histologisch Zeichen einer vermehrten Schidigung sowie der verzdgerten
GefiBregeneration. Teilweise wurde eine vermehrte Einengung an den Stentenden,

tiberwiegend bedingt durch vermehrte Neointimabildung, beobachtet.

Das im vorliegenden Versuch am Schwein als Stentdotierung getestete Isotop Rhenium-
186 wurde ebenfalls zuvor im Kaninchen von Tepe et al. untersucht (81). Nach 7
Wochen konnte eine dosisabhéngige Unterdriickung neointimaler Hyperplasie gefunden
werden. Die applizierten Dosen betrugen bis 377 Gy in 0,5 mm Tiefe in der Gruppe mit

der hochsten Aktivitit von 25,3 MBq zum Implantationszeitpunkt.

4.5 Intravaskulire Strahlentherapie im Schwein

Durch die mit der humanen Situation vergleichbare Physiologie und Anatomie stellt das
Schwein ein hiufig genutztes Modell in der Restenoseforschung dar und wurde zur
Untersuchung intravaskuldrer Brachytherapie bereits vielfach eingesetzt. Auch in der
vorliegenden Studie wurden Koronarien und periphere Arterien von Minischweinen als

Modell der Restenose verwendet. Das Interesse konzentrierte sich bisher jedoch
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hauptsichlich auf die Erforschung der VBT in den Herzkranzarterien, weniger im

peripheren Gefallsystem, welches in dieser Studie zusitzlich untersucht wurde.

Schon 1994 berichteten Wiedermann et al. iiber positive Resultate in Bezug auf die
Neointimabildung nach Applikation von 20 Gy tiiber einen Iridium-192 Draht (111). Als
Schidigung wurde eine Uberdehnung der Koronararterie durchgefiihrt. Nach 30 Tagen
erfolgte die histopathologische Analyse und Planimetrie. Die Bestrahlung fiihrte zu
einer Reduktion der neointimalen Fliche um 71,4%, histologisch fand sich eine mediale
Fibrose. Auch nach einem lidngeren Beobachtungszeitraum von 6 Monaten war die
Neointimabildung nach Bestrahlung mit 0,46+0,35 mm?2 noch geringer als in der
Kontrolle mit 1,59+0,78 mm? (118).

Wichtig war jedoch die bereits frith gemachte Bobachtung, dass niedrigere Dosen zu
einem vermehrten Auftreten neointimaler Hyperplasie fiihrten. Das hieraus abzuleitende
uneinheitliche Reaktionsmuster der Gefdfle auf Bestrahlung veranlafite in den
nachfolgenden Studien im Tiermodell zur ausgiebigen Suche nach der geeigneten Dosis
und einem Isotop mit geeigneter Energie und Eindringtiefe. Bei der Verwendung einer
Stentplattform kamen die Fragen der Beschichtungsmethode und der Halbwertszeit,
welche einen malgeblichen EinfluB3 auf die Bestrahlungsdauer hat, hinzu. Relevant
erscheint die Erkenntnis, dass Bestrahlung selbst in der Lage ist, in Gefidllen die Bildung
intimaler Hyperplasie auszulosen. Nachfolgend sollen einige Studien mit
unterschiedlichen Applikationsformen im Schweinemodell nédher erldutert und mit den

Ergebnissen der vorliegenden Arbeit verglichen werden.

4.5.1 Intimale Hyperplasie nach intravaskuliirer Radiatio

Die komplexen Zusammenhinge bei der Verwendung von Bestrahlung zur
Beeinflussung der neointimalen Hyperplasie wurden schon friih erkannt. So berichteten
etwa Carter et al. im Jahr 1996 von einem nicht eindeutig dosisabhiingigen Effekt auf
die Neointimabildung in porcinen Koronarien nach Implantation von 0,15-23,0 puCi
Phosphor-32 Stents (119). Nach 28 Tagen zeigte sich in den Gruppen mit hoher Dosis
eine fibrinreiche Neointima mit teilweiser Granulozyteninfiltration und wenig glatten

Muskelzellen. Die Media war, vergleichbar mit den vorliegenden Ergebnissen,
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ausgediinnt, auBerdem war die Endothelialisierung unvollstindig. Die Gruppen mit
niedriger Aktivitit zeigten eine Neointima vergleichbar mit der der Kontrolle. Es fand
sich ebenfalls eine geringere Zelldichte in der Media nach Bestrahlung. Insgesamt
zeigten insbesondere die mittleren Aktivititsgruppen eine vermehrte Neointimabildung
im Vergleich zu den Gruppen mit niedrigen sowie sehr hohen Aktivititen und der
Kontrollgruppe. Offensichtlich ist eine Proliferationshemmung glatter Muskelzellen in
Schweinegefdaen wie im Kaninchen durch B-Radiotherapie iiber einen Stent
grundsitzlich  realisierbar, allerdings treten  charakteristische histologische

Veridnderungen auf und es lédsst sich keine eindeutige Dosisabhingigkeit nachweisen.

Ein weiterer Versuch der gleichen Arbeitsgruppe verglich daraufhin die beiden B-
Strahler Yttrium-90 und Phosphor-32. Das genannte Yttrium Isotop besitzt eine HWZ
von ca. 64 Stunden, Phosphor-32 hingegen von 14,3 Tagen. Die Yttrium-Stents hatten
Aktivitaten von 0,25 bis 32,0 uCi, die Phosphor-Stents von 0,1 bis 57,6 uCi. Die
Ergebnisse des Berechnungsmodells fiir die kumulative Dosis in 0,1 mm Tiefe betrugen
fiir einen Yttrium-90-Stent mit 4,0 uCi und einen Phosphor-32-Stent mit 1,0 uCi nach
28 Tagen etwa 35 Gy. Die Aktivitit des Yttrium-Stents war aufgrund der deutlich
geringeren HWZ zu diesem Zeitpunkt schon weitestgehend abgeklungen. Die
histopathologische Aufarbeitung sowie die morphometrischen Messungen ergaben
wiederum das Bild einer inkompletten Heilung und ausgediinnten Media sowie eine
Korrelation der Adventitiadicke mit der initialen Aktivitit. Bei iiber 4 uCi Yttrium-90
und 14,4 uCi Phosphor-32 fanden sich eine Mediaverdiinnung sowie eine Abnahme der
glatten Muskelzellkerne vor allem im Bereich der Stentstreben. Die Dotierung mit
Yttrium-90 unterhalb von 2 pCi und Phosphor-32 mit 0,5 pCi zeigten @hnliche
Ergebnisse wie in der Kontrolle im Sinne einer organisierten und endothelialisierten
Neointima. Im Falle der Phophorstents war der mittlere Vessel injury score fiir 1,5 uCi
und 28,8 pCi mit 1,9+0,7 bzw. 1,5+0,5 groBer als in der Kontrolle. Fiir die
Neointimafliche ergab sich eine bimodale Antwort: 0,1 und 0,5 pCi fiihrten zu einer
Reduktion, 1,5 bis 28,8 uCi zeigten eine deutliche Zunahme. Leider fand sich auch hier
eine Einengung der Stentenden. Unter anderem folgerten die Autoren, dass eine Dosis
von iiber 55 Gy in diesem Modell zu einer Schiadigung des Gefi3igewebes im Sinne

einer strahleninduzierten Arteriopathie fiihrt (120). Vergleichbar fand sich in den im
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Rahmen des vorliegenden Versuches ausgewerteten Koronargefilen ein erhohter
Vessel Injury Score als Resultat der Bestrahlung, wobei der Schiadigungsmechanismus
in allen Gruppen methodisch gleich war. Eine konstante Ausprigung der
GefiBschiddigung konnte jedoch auch vor dem Hintergrund einer verzdgerten Heilung
nach Radiatio zu werten sein. Interessanterweise war in den deutlich groBlumigeren
GefidBlen fiir diesen Parameter kein eindeutiger Unterschied zwischen Verum und
Kontrolle nachzuweisen, obwohl die Gesamtdosis im Falle der D3 iiber dem oben

genannten Wert lag.

Schulz et al. verwendeten ebenfalls in der Koronararterie des Schweines Gold-198 als
Stentbeschichtung, ein Isotop mit hohem Fall-off und einer kurzen HWZ von 2,7 Tagen.
Zur Aktivierung wurde eine Neutronenbestrahlung verwendet. Das Isotop zeigt mit
unter 1,5 mm eine deutlich geringere Gewebeeindringtiefe als Phosphor-32, mit etwa 5
bis 6 mm. Es wurden Aktivitdaten von 10,4 bis 55 uCi gewihlt, die kumulative Dosis in
1 mm Abstand von den Stentstreben betrug 3,3+0,2 bis 17,6£1,7 Gy. Bei dieser Dosis
wurde nach 3 Monaten ein fordernder Effekt auf die Neointimabildung gefunden. Die
neointimale Flidche betrug in der Kontrolle 1,19 mm? und in der Verum-Gruppe bis zu
3,22 mm?, die Stenose war mit 30,46% in der Kontrolle gegeniiber maximal 73,96% in
der Radiotherapiegruppe deutlich geringer (121). Die histopathologischen
Untersuchungen zeigten ein dhnliches Bild wie unsere Priparate nach 12 Wochen mit
histiozytdren Zellen in der Umgebung der Stentstreben sowie einer vermehrten

Fibrosierung der Adventitia.

Ein eindeutiger Zusammenhang zwischen Halbwertszeit, Eindringtiefe sowie initialer
Aktivitdt und Gesamtdosis auf die neointimale Reaktion konnte bisher nicht gefunden
werden. Langzeitbeobachtungen zeigten anhaltend schlechte FErgebnisse der
Bestrahlung im Vergleich zur Kontrolle. 28 Tage nach vorheriger Induktion einer
atherosklerotischen Plaque implantierten Carter et al. Phosphor-32-Stents mit
Aktivitdten zwischen 1 und 12 pCi in die Koronararterien von Schweinen. Die
Dosisraten lagen zwischen 3 und 60 cGy/h, die kumulativen Dosen in 0,5 mm Tiefe bei
10 bis 125 Gy. Im Gegensatz zum Ansatz im vorliegenden Experiment wurde durch

mechanische Schidigung und Cholesterin-Vorfiitterung eine Plaque induziert, welche
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dann in einem anschlieBenden zweiten Schritt behandelt wurde. 6 Monate spéter wurden
Histomorphometrie und Angiographie durchgefiihrt. In 3 radioaktiven Stents trat eine
Thrombose auf. Fiir Stents mit Aktivititen tiber 3 uCi zeigte sich eine signifikant
groflere Neointima mit 3,57+1,21 mm?2. In der Kontrolle waren es 1,78+0,68 mm?2. Die
niedrigen Aktivititen konnten allerdings teilweise eine neointimale Hyperplasie
unterdriicken (77).

Im vorliegenden Fall wurde bei Verwendung des Isotops Rhenium-186 mit geringerer
Eindringtiefe und kiirzerer Halbwertszeit bei gleichzeitig hoheren Gesamtdosen von 166
bis 470 Gy in 0,5 mm Abstand ein dhnliches Reaktionsmuster mit vergleichbaren
histopathologischen Verinderungen und Intimafldchen beobachtet. Die Modifikation

der Bestrahlungsparameter konnte somit keinen eindeutigen Vorteil erbringen.

Nach VBT iiber einen mit Rhenium-186 gefiillten Ballonkatheter fanden Coussement et
al. bei einer Dosis von 20 sowie 30 Gy nach 6 Monaten eine iiberschiessende Reaktion
in Koronararterien von Schweinen. Die Lumenflichen betrugen 1,55+0,99 mm? (20
Gy), 1,03+0,82 mm? (30 Gy) und 2,05+0,8 mm? ohne Bestrahlung. Korrespondierend
hierzu ergaben sich fiir die Neointimafliche 1,92+1,23 mm?, 1,51£0,97 mm? und
0,89+0,31 mm?2, was einem signifikanten Unterschied entsprach. Auch hier wurde das
Auftreten einer Edge-Stenose beobachtet. AuBerdem kam es zu vermehrter

Thrombenbildung sowie groBeren Adventitiaflichen (107).

Eine vermehrte Neointimabildung nach intravaskuldrer Radiatio wurde auch im
vorliegenden Versuch beobachtet. In den Koronargefialen war die Fliache der Neointima
nach Bestrahlung mit 2,4+0,9 mm? im RIVA und 3,1+1,4 mm? im RCX grofer als in
den Kontrollgruppen mit 1,8+1,1 mm? und 2,2+0,9 mm?. Im Vergleich zur genannten
Untersuchung von Coussement et al. war der Nachbeobachtungszeitraum hier nur etwa
halb so lang. Es liegt eine Differenz zur angiographischen Nachuntersuchung vor,
welche fiir die Stentmitte der radioaktiv dotierten Gruppen einen grofleren Durchmesser
aufwies. Diese Diskrepanz konnte ebenfalls im Falle der Carotiden beobachtet werden.
Hier zeigten die Dosisgruppen D2 und D3 in der Stentmitte eine geringere Stenosierung
als die entsprechende morphometrische Auswertung. Wie in Abbildung 32 erkennbar,

korrelieren allerdings einzelne morphometrische und angiographische Resultate gut
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miteinander. Insgesamt scheint aber in der angiographischen Untersuchung nach 8
Wochen die Stenose in den mittleren Anteilen der radioaktiv dotierten Stents etwas
unterreprisentiert zu sein. Ein direkter Vergleich ist nicht zulédssig, da es sich im einen
Fall um einen Durchmesser, im anderen um eine Flichenangabe handelt. Neben der
unterschiedlichen Methodik konnte aber iiber die Zeitspanne zwischen beiden
Untersuchungen ein weiteres Nachwachsen der Neointima stattgefunden haben, ein
sogenannter ,,Late Catch-Up*. Dieser Effekt ist in humanen Koronarien im Zeitraum
zwischen 6 und 12 Monaten nach intravaskuldrer Bestrahlung beschrieben (122). Die
oben zitierte Studie von Coussement et al. sowie die durch Carter et al. publizierten
Ergebnisse 6 Monate nach Phosphor-32-Stent Implantation (77) zeigten ein vermehrtes
Auftreten neointimalen Wachstums. Die Ergebnisse waren mit den vorliegenden
vergleichbar, in den Kontrollen fanden sich Neointimaflichen von 1,78+0,68 mm?
(Carter et al.) und 0,89+0,31 mm? (Coussement et al.), nach Radiatio wurden 3,94+1,21
mm? (Carter et al., Phosphor-32-Stent, 125 Gy) und 1,51£0,97 mm? (Coussement et al.,
Rhenium-186 Ballon, unfraktioniert, 30 Gy) gemessen. Als Erklarung fiir diesen
moglichen ,,Rebound“ dient die Beobachtung, dass durch Bestrahlung nicht
notwendigerweise ein sofortiger Zelltod einsetzt. Teilweise bleibt die Teilungsfahigkeit
der Zielzellen erhalten, es kommt also lediglich zu einer kolonigenen Inaktivierung (75,

110), welche den Zeitraum bis zum Auftreten einer Restenose nur verldangert.

Kohirent mit anderen Berichten in der Literatur fiihrte die Bestrahlung auch in unserem
Fall zu einer Stenosierung der Randbereiche. Zu erwihnen ist, dass Stents mit dhnlichen
Aktivitaten im RIVA zu charakteristischen strahlenbedingten Verdnderungen fiihrten,
wihrend es bei vergleichbarer Aktivitit in den kaliberstirkeren peripheren Gefdflen zu
einer diffus verteilten intimalen Hyperplasie kam. Dieses Auftreten einer vermehrten
Neointimabildung an den Stentenden, beziehungsweise dem angrenzenden
ungestenteten Bereich, konnte bisher nicht eindeutig gekliart werden. Da die kleinste
Lumenflédche iiber das behandelte Segment jedoch letztendlich den klinischen Erfolg
bestimmt, ist dies der entscheidende Faktor, welcher gegen einen priméren Einsatz
insbesondere der stentbasierten Strahlentherapie spricht und einen nachhaltigen Erfolg

in klinischen Studien verhindert hat, wie spéter unter 4.6.2 noch dargestellt wird.
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4.5.2 Histopathologische Verinderungen nach Bestrahlung

Die Pathomechanismen, welche zu der teils inhomogenen Reaktion auf Bestrahlung
filhren, sind nicht vollstindig geklidrt. Offenbar scheint das Reaktionsmuster der
GefiBwand jedoch weitestgehend unabhingig von der verwendeten Strahlenart zu sein.
Marijianowski et al. verglichen die histopathologschen Verdnderungen im
Schweinegefal nach B-, y- und externer Bestrahlung. Als B-Quelle wurde
Strontium/Y ttrium-90 verwendet. Die applizierten Dosen betrugen 7, 14, 28 und 56 Gy
bei 2 mm Gewebetiefe. Als y- Quelle kam Iridium-192 zum Einsatz. Die hiermit
applizierten Dosen lagen bei 3, 5 sowie 7 und 14 Gy. Zum Vergleich wurde eine
extrakorporale Bestrahlung der Region mit 14 Gy durchgefiihrt. Die VBT-Tiere wurden
nach 2 Wochen untersucht, Langzeittiere lebten bis 6 Monate nach der Prozedur. Die
meisten bestrahlten GefidBle zeigten eine Ansammlung von T-Lymphozyten und anderen
Entziindungszellen hauptsdchlich in der Adventitia. Externe Bestrahlung fiihrte zu

interstitieller und perivaskulérer Fibrose (123).

Die histopathologische Auswertung unserer Priparate erbrachte ebenfalls eine
ausgepragte Fibrose in der Adventitia. Die in dieser Gefa3wandschicht gelegenen vasa
vasorum waren ummauert, teilweise fand sich in diesen selbst eine Stérung der
GefiBarchitektur im Sinne einer Neointimabildung und Fibrosierung. Eine auffillige
Beobachtung in den Carotiden bestand in einer makroskopisch erkennbaren Verbiegung

der Stents in den Dosisgrupen D2 und D3.

Als typisches Bild nach Radiatio ist bei insgesamt groferer Neointima eine geringere
Zellzahl in der Umgebung der Stentstreben beschrieben. Die Zellen liegen in einer
proteoglykanreichen Matrix und weisen lediglich lumenseitig eine Organisation auf (54,
113). Eine eindeutige Zuordnung des Organisierungsgrades und des Remodelings der
Neointima zu den Kontroll- und Dosisgruppen war in unserem Fall nicht moglich. Eine
eher locker organisierte Zellstruktur in der Umgebung der Stentstreben und eine
ungleichmiBige Zelldichte in der Intima wurden jedoch beobachtet. Die absolute
Zellzahl pro mm? erbrachte fiir die Intima keine nennenswerten Unterschiede zwischen

Kontrolle und Bestrahlungsgruppen, wobei die einzelnen Regionen in der Neointima
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nicht weiter unterteilt wurden. Hingegen war in der Media entsprechend der
Beobachtung einer Ausdiinnung eine Abnahme der Zellkerndichte in den bestrahlten
GefidBBen gegeniiber den Kontrollen von 2250+692 Zellen/mm? und 16894392
Zellen/mm? im RIVA sowie 2377+£504 Zellen/mm? und 1405554 Zellen/mm? im RCX
festzustellen. Dosisabhingig fand sich diese Strahlenwirkung auch in den Carotiden mit
21724520 Zellen/mm? und 1588+1158 Zellen/mm? in der D2 und D3 gegeniiber der
Kontrolle mit 3150+1028 Zellen/mm?.

4.5.3 GefiBreaktion und Grad des Heilungsprozesses

Die Anheftung von Thrombozyten stellt die erste Verdnderung nach dem Gefdftrauma
im Rahmen der Angioplastie dar. Hieran adhirieren nachfolgend zirkulierende
Leukozyten, welche in die Gefilwand einwandern. Die anschlieende
Granulationsphase wird getrieben von Wachstumsfaktoren aus Thrombozyten,
Leukozyten und glatten Muskelzellen, was deren Migration aus der medialen
Wandschicht in die Intima bewirkt. Die hieraus entstehende Neointima besteht zunéchst
aus unorganisiert angeordneten Zellen in reichlich vorhandener Extrazelluldrmatrix.
Diese ist hauptsdchlich aus Proteoglykanen, insbesondere Versican und Biglycan und
vereinzelten Kollagenfibrillen (52, 124, 125), zusammengesetzt. Uber einen Zeitraum
von mehreren Wochen kommt es zu einer Umorganisation der Extrazelluldrsubstanz.
Der Ersatz von wasserhaltigen Molekiilen durch Kollagene fiihrt zu einer mechanischen
Schrumpfung, welche insbesondere im Falle der alleinigen Angioplastie mit zu einer
Restenose beitragen kann.

Verzogerte Heilung der Neointima nach Bestrahlung ist in Form von persistierenden
Fibrinablagerungen und Thrombozytenadhédsion mit unvollstindigen Matrixbereichen
und inkompletter Reendothelialisierung sowie vermehrter intimaler Zellproliferation
beschrieben (107, 115). Ein zusétzlicher Teil der Gefidfireaktion besteht in der
Entziindungsreaktion insbesondere in der Adventitia und der Umgebung der
Stentstreben. Die histopathologische Auswertung unserer Praparate erbrachte vor allem
in den Koronarien nach 12 Wochen eine vermehrte Entziindungsreaktion nach
Radiotherapie ausgedriickt in einem vermehrten Inflammation score. Kollum et al.

fanden einen &dhnlichen Zusammenhang. Porcine Arterien wurden einer
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Ballonschadigung unterzogen und erhielten eine Dosis von 0 oder 15 Gy {iber einen 2
mm langen Iridium-192 Draht. Nach 3, 7 und 14 Tagen wurden die Gefdlle auf SMC a-
aktin, T-Zellen (CD3), Makrophagen und Endothelzellen sowie apoptotische Zellkerne
untersucht. Die Neointima wurde durch die Bestrahlung reduziert, die Dichte der SMC
war erniedrigt. T-Zellen, apoptotische Zellen und Makrophagen der Adventitia und
Neointima waren nach Bestrahlung jedoch signifikant erhoht. Aullerdem war eine

verzogerte Endothelialisierung zu verzeichnen (126).

Nach Schwartz et al. ldsst sich ein Zusammenhang zwischen dem initialen
GefidB3schaden und der Ausbildung einer Neointima herstellen (56). Schwartz et al.
verwendeten jedoch eine rein mechanische Schiadigung als Reiz fiir eine
Neointimabildung. Der Schidigungsmechanismus war fiir alle Tiere der vorliegenden
Untersuchung methodisch gleich. Insbesondere in den kleinlumigen Koronargefid3en
fand sich jedoch nach 12 Wochen in der Verumgruppe eine deutlichere Schiadigung
nach den von Schwartz et al. vorgeschlagenen Kriterien. Fiir die groBlumigeren
Carotiden war dies nicht der Fall. Korrelierend hierzu ergab die Beurteilung der
Entziindungsreaktion, wie oben beschrieben, eine hohere Ausprigung in den bestrahlten
Koronarien. Die chronische Schidigung durch die Radiatio selbst sowie ein
persistierender inflammatorischer Prozess als Reiz fiir die Neointimabildung muss somit
diskutiert werden. Insgesamt konnte durch die Bestrahlung, zum einen im Randbereich
der Dosisabdeckung, zum anderen bei Unterschreiten einer bestimmten Dosisrate ein

proinflammatorischer und proliferationsférdernder Effekt eintreten.

Durch VBT kam es neben der unvollstindigen Umorganisation der Neointima mit
Zeichen einer unvollstindigen Heilung zu einer verzogerten Reendothelialisierung des
Stents. Ein Problem dieses verzogerten Heilungsprozesses stellt der thrombotische
Verschluss dieser Gefidlle dar, welcher im Menschen insbesondere nach einer Dauer von
30 Tagen nach Bestrahlung auftreten kann (127, 128). In der vorliegenden
Untersuchung fand sich bei langfristiger Thrombozytenaggregationshemmung kein
Unterschied zwischen den Gruppen. Das Auftreten von spéten Stentthrombosen ist
insbesondere fiir den Fall eines Absetzens einer solchen Medikation beschrieben. Ein

Thrombus in einer Koronararterie trat in jeweils einem Tier der Verum- und
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Kontrollgruppe auf, die Carotiden waren von thrombotischen Ereignissen nicht

betroffen.

Zusammenfassend sind somit die morphometrischen und histopathologischen
Beobachtungen aus dem vorliegenden Versuch vergleichbar mit den Ergebnissen der
Literatur. Die Wahl des Isotops Rhenium-186 und die Applikation einer hohen Dosis
iber einen kurzen Zeitraum konnte keinen Vorteil im koronaren Gefidflbett erbringen.
Fiir die periphere Anwendung fehlen insbesondere fiir die Arteria carotis entsprechende
Vergleichsmoglichkeiten. Die dosisabhingig vermehrt auftretende Neointima, die Edge-
Stenose sowie die histopathologischen Verdnderungen waren jedoch in dhnlichem Malle
wie koronar vorhanden. Deshalb liel sich auch fiir diese Gefidlletage eine primére

Prophylaxe der Restenose durch radioaktiv beschichtete Stents nicht erreichen.

4.6 Klinische Anwendung der intravaskuliiren Strahlentherapie

4.6.1 Datenlage zu ionisierender Strahlung in den Koronarien

Nach den teilweise zwar widerspriichlichen, in Bezug auf die Moglichkeit der
Unterdriickung der Proliferation glatter GefiBwandmyozyten jedoch vielversprechenden
Ergebnissen der Tierversuche, wurden zahlreiche klinische Studien durchgefiihrt. Als
Methode der Applikation wurden zum einen katheterbasierte Systeme verwendet, zum

anderen auch der Stent als Plattform evaluiert.

Wichtig fiir die Bewertung der Ergebnisse ist die Indikation zur intravaskularen
Radiotherapie. Einerseits wurden Patienten mit unbehandelten, de novo-Lisionen
eingeschlossen, andererseits solche mit bereits therapiertem, jedoch wieder
verschlossenem GefidBBabschnitt. Insgesamt lag das Hauptinteresse auf den
KoronargefdBen, sodass im Falle der Brachytherapie im peripheren Gefid3system noch
nicht auf dhnlich grofe Patientenkollektive zuriickgegriffen werden kann.

Die erste randomisierte Studie zur Behandlung der Restenose und de novo-Stenosen war
die 1995 gestartete SCRIPPS I (129). Als Strahlungsquelle wurde Iridium-192

verwendet, es wurden insgesamt 55 Patienten mit Restenosen eingeschlossen. Der
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mittlere Lumendurchmesser war nach etwa 6 Monaten in der Kontrollgruppe mit
1,85+0,89 mm deutlich geringer als in der RT-Gruppe mit 2,43+0,78 mm.

Die insgesamt 11 Studien umfassende WRIST-Serie befasste mit sich verschiedenen
Aspekten der intravaskuldren Radiotherapie. Urspriinglich zielte das Design auf die
Evaluation von Iridium-192 zur Therapie der ISR (130) ab. Insgesamt 130 Patienten,
100 davon mit nativen Koronarien und 30 mit Venenbypissen, wurden mit 15 Gy oder
Placebo behandelt. Zum Zeitpunkt 6 Monate nach Intervention zeigte sich in der
bestrahlten Gruppe eine deutliche Verminderung der Restenose von 58% auf 19%. Die
Notwendigkeit zur erneuten Revaskularisierung sank um 79%, MACE wurden um 63%
reduziert. Interessanterweise kam es in der nachfolgenden Zeit zwischen 6 und 48
Monaten in der RT-Gruppe zu mehr Verschliissen in den Zielgefidllen und Zielldsionen,
was auf den oben beschriebenen Effekt der Verzogerung, weniger der Unterdriickung
neointimaler Hyperplasie, hindeuten konnte. Allerdings waren die MACE auch nach 4
Jahren in der Verum-Gruppe der original WRIST noch geringer als nach Placebo.
Ebenfalls mit y-Strahlung behandelte lingere Stenosen der LONG WRIST und LONG
WRIST High Dose erhielten 14-15 Gy sowie 18 Gy im Falle langstreckiger Stenosen
von 36-80 mm. Aullerdem wurde eine verldngerte Thrombozytenaggregationshemmung
durchgefiihrt, was sogar innerhalb der Gruppen zu einer deutlichen Verbesserung der
Ergebnisse nach 6 Monaten fiihrte. Die Patienten, welche iiber den gesamten Zeitraum
Clopidogrel erhalten hatten, zeigten 17% MACE im Gegensatz zur Patientengruppe,
welche dieses nur fiir einen Monat einnahm.

Neben der y-Strahlung wurde im Rahmen der BETA-WRIST die Moglichkeit zur
Prophylaxe der ISR mit dem B-Strahler Yttrium-90 unter gleichen EinschluBkriterien
evaluiert (131). Angiographisch lie sich nach 6 Monaten eine Restenose in 22% der
Fille nachweisen. Beim Vergleich mit den Ergebnissen der y-RT ergaben sich keine
Unterschiede.

Die BRIE (Beta Radiation in Europe) evaluierte iiber das Beta-Cath System
eingebrachte Strontium-90 Quellen in Patienten mit de novo-Lésionen und Restenosen.
Insgesamt wurden 175 Lisionen in 149 Patienten behandelt. Die Restenoserate wurde
an drei Stellen bestimmt: Zum einen im Bereich der urspriinglich hochstgradigen
Stenose, zum anderen iiber das bestrahlte Segment. Ferner wurde die maximale

Restenose im gesamten analysierten Segment gemessen. Fiir erstere fand sich eine
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Restenose iiber 50% in 9,9%, im Falle des bestrahlten Segmentes von 28,9% und in
33,6% fiir das gesamte Gefidl. Das Auftreten eines Edge-Effektes durch zu geringe
Bestrahlung des geschéddigten Segments - ein sogenannter ,,geographic miss* - wurde
beobachtet (132).

Neben der katheterbasierten, intravaskuldren Brachytherapie wurde auch die
Applikationsform iiber Stents klinisch evaluiert. Wie unter anderem auch aus dem
vorliegenden Modell ersichtlich, stellen Stents in diesem Rahmen zusitzliche
Herausforderungen dar. Nachdem der erste radioaktive Stent mit dem Potential zur
Verminderung intimaler Hyperplasie 1991 von Tim und Robert Fischell zum Patent
angemeldet wurde, begann mit der IRIS 1996 die klinische Evaluation mit der
Implantation eines Phosphor-32-dotierten Palmaz-Schatz Stents in Patienten mit
symptomatischen Koronarstenosen (133). Nach 6 Monaten lag die Restenoserate bei
31%. Ingesamt zeigten die untersuchten Stents deutlicher als die katheterbasierte,
intravaskuldre Brachytherapie ein vermehrtes Auftreten intimaler Hyperplasie an den

Stentenden, den sogenannten ,,Edge-Effekt*.

4.6.2 Limitationen Edge Effekt und spite Thrombose

Im Rahmen der Milan Dose response study (80) wurden 122 Phosphor-32-Stents mit
Aktivitdten von 0,75-3,0 uCi, 3,0-6,0 uCi und 6,0-12,0 pCi in 91 Lésionen bei 82
Patienten eingesetzt. Nach 6 Monaten fand sich eine Stenose von iiber 50% in 16% der
niedrigen, 3% der mittleren und 0% der hohen Aktivitdtsgruppe. Allerdings kam es im
behandelten Bereich zu einer Stenosierung von 52% und 50% an den Enden bei 41% in
der Stentmitte im Sinne einer Edge-Stenose, wie sie auch im vorliegenden Modell
nachweisbar war (siche angiographische Bildbeispiele in Abbildung 15 und 33).

Die Ursachen fiir diesen Effekt sind bisher nur teilweise verstanden. Zum einen wird
postuliert, dass ein zu schnelles Abfallen der Dosis im Randbereich des
Bestrahlungsgebietes einen proliferationsfordernden Effekt hat (123, 134). Hierfiir
spricht, dass die Implantation von nur zu einer Hilfte radioaktiven Stents zu einer
Verlagerung der iiberschiessenden Neointimabildung in die mittleren Bereiche des

Stents fiihrte (134).
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Ein weiterer Erkldarungsversuch fiithrt den bei der Implantation auftretenden
GefidB3schaden als Teilursache an. Die mechanische Traumatisierung bei
Stentimplantation erstreckt sich iiber einen groferen Bereich als den von der RT
abgedeckten. Als Konsequenz wurden Stents mit ,kalten” und ,heilen Enden
untersucht. Wardeh et al. (135) implantierten Phosphor-32-Stents mit Aktivitdaten von 3-
12 uCi und nicht radioaktiven Enden von 5 mm in 43 de novo-Koronarstenosen.
Allerdings zeigte sich dhnlich zur genannten Studie von van der Giessen et al. eine
Verlagerung des ,,Candy-Wrapper* in den Bereich des Dosisabfalls. Die Angiogramme
der im vorliegenden Versuch untersuchten peripheren Gefde im Schwein zeigten
ebenfalls eine Edge-Stenose, diese war unmittelbar am Stentende, teilweise sogar
innerhalb des Stents lokalisiert. Dies spricht fiir einen maB3geblichen Einfluf} der Dosis
auf die Ausbildung dieses Effektes. Vor diesem Hintergrund sind die Diagramme der
Dosisraten der peripheren und koronaren Stents zu sehen. Im Randbereich fand sich hier

eine teilweise deutlich geringere Dosisrate und somit applizierte Gesamtdosis.

Ein zweites bereits angesprochenes Problem, welches insbesondere nach intravaskulérer
Strahlentherapie beobachtet wurde, ist die spite Stentthrombose beziehungsweise der
spiate Stentverschluss. Als akute Thrombose wird das Auftreten eines thrombotisch
bedingten Verschlusses wihrend oder direkt nach einer Intervention bezeichnet.
Subakute Ereignisse werden in den ersten 30 Tagen beobachtet. Kurz nach
Stentimplantation ist das Auftreten von Thrombozyten und Fibrin in der Stentumgebung
Teil des Heilungsprozesses (64, 136). Der genaue Zeitraum, welcher zur vollstindigen
Reendothelialisierung benotigt wird, ist nicht bekannt, wird jedoch mit etwa 3 Monaten
angegeben (137).

In der géngigen klinischen Praxis zeigen Patienten nach PTCA und Stentimplantation
bei zusitzlicher Ticlopidinmedikation selten spite Stentthrombosen. Als Faktor,
welcher nach Bestrahlung zu einem vermehrten Auftreten von Thrombosen fiihrt, wird
vor allem die verzogerte Reendothelialisierung genannt. Allerdings kann es auch
unabhédngig von einer Bestrahlungstherapie zu einer LST (Late Stent Thrombosis)
kommen. Ursichlich hierfiir kann das Uberstenten von Ostien und groflen Seitenésten,
eine Plaquezerreissung im nicht gestenteten Segement nahe dem Stentende oder

Stentapplikation bei hauptsédchlich nekrotischen und lipidreichen Plaques sein (138).
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In unserem Modell kam es bei zwei Tieren zu einem thrombotischen Verschluss in den
Koronargefden, eines gehorte der Kontrollgruppe an. Auch wenn kein Fall von
thrombotischen Verschliissen in den peripheren Arterien auftrat, so ist dieses Problem
auch fiir Bestrahlung nach femoropoplitealer Stentimplantation beschrieben worden.
Wichtig ist hier der zeitliche Zusammenhang zwischen der Reduktion der
Thrombozytenaggregationshemmung und dem Auftreten thrombotischer Verschliisse

(139).

4.6.3 Ionisierende Strahlung in peripheren Arterien

Neben den aufgefiihrten Studien, welche sich mit RT im Koronargefill befassten,
wurden weitere Studien im peripheren Gefd3system durchgefiihrt. Ab 1996 verglich die
VIENNA-2 (82, 140) prospektiv und randomisiert die Behandlung von entweder
Stenosen iiber 5 mm oder Restenosen nach femoropoplitealer PTA. In diesem
Zusammenhang wurde keine Stentimplantation durchgefithrt. Von 113 Patienten
erhielten 57 zusitzlich zur PTA 12 Gy iiber eine Iridium-192-Quelle, die iibrigen ein
Placebo. Eine deutliche Restenose trat nach 6 Monaten bei 54% der Kontrollgruppe
gegeniiber 28% nach zusitzlicher RT auf. Allerdings profitierten Diabetiker nicht von
der Bestrahlung.

Die Vienna-4 Studie befasste sich mit dem Nutzen der Brachytherapie nach PTA und
Stentimplantation in femoropoplitale Arterien (141). Allerdings kam es gehiduft zu
spaten (>30 Tagen) Stenthrombosen, da Clopidogrel nur fiir einen Monat verschrieben
wurde. Hierin kommt die Problematik zum Ausdruck, dass der chronische Reiz des
Fremdmaterials kombiniert mit einer verzogerten Gefdheilung nach Radiatio zu einer

deutlich verldngerten Thrombogenitit gegeniiber der PTA alleine fiihrte.

4.7 Endovaskulire Therapie in der Arteria carotis

Anfang der 90er Jahre wurde der Vorteil chirurgischer Therapiemanahmen gegeniiber
alleiniger medikamentdser Therapie bei Stenosen der extrakraniellen Arteria carotis

durch die NASCET (North American Symptomatic Carotid Endarterectomy Trial (142))
und die ACAS (Asymptomatic Carotid Atherosclerosis Study (143)) gezeigt. In der
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NASCET erhielten symptomatische Patienten mit einer Stenose von 70-99%
randomisiert entweder eine Endarterektomie mit zusitzlicher medikamentoser Therpie
oder eine alleinige medikamentose Therapie. Entsprechend untersuchte die ACAS die
Wertigkeit der chirurgischen Therapie in asymptomatischen Patienten mit Stenosen

iiber 60%.

Wie auch im koronaren GefidBlssystem und bei der Behandlung von Stenosen der
Nierenarterien und Gefdflen der unteren Extremitit wurde die endovaskulidre Therapie
als Alternative zur offenen Chirurgie auch in der Carotis evaluiert. Unter anderem
zeigte die im Jahr 2001 veroffentlichte CAVATAS (Carotid and Vertebral Artery
Transluminal Angioplasty Study, (144)) keine relevanten Unterschiede zwischen
Endarterektomie und PTA (in 26% mit zusitzlicher Stentimplantation) nach 4 Jahren
Beobachtungszeitraum. Eingeschlossen wurden hier sowohl symptomatische als auch
asymptomatische Patienten, welche beiden Therapien zugefiihrt werden konnten, somit
keine Kontraindikation fiir einen chirugischen Eingriff bestand. Folgen wie Schlaganfall
oder Tod traten nach 30 Tagen bei 6,4% nach CAS (Carotid Angioplasty and Stenting)
gegeniiber 5,9% nach CEA (Carotid Endarterectomy) auf. Im Beobachtungszeitraum
iiber 1 Jahr wurden schwere ipsilaterale Stenosen (70-99%) nach CAS in 14% und nach
CEA in 4% der Fille beobachtet. Bezogen auf das Auftreten gleichseitiger
Schlaganfdlle ergab sich {iiber 3 Jahre kein signifikanter Unterschied. Die
Weiterentwicklung der SSCA (Stent Supported Carotid Angioplasty) sowie die
Verwendung von Systemen zur Pridvention embolischer Komplikationen fiihrten zu
einer momentan weiter steigenden Zahl an Interventionen in diesem GefidB3bereich. Als
Studie an Hochrisiko-Patienten untersuchte die SAPPHIRE (Stenting and Angioplasty
with Protection in Patients at High Risk for Endarterectomy (145)) Studie das Auftreten
von kardiovaskuldren Komplikationen nach einem Jahr bei 334 Patienten. Als Therapie
wurde hier randomisiert die Implantation eines Nitinol-Stents zusammen mit der
Anwendung des AngioGuard-Protektionssystems oder die chirurgische Endarterektomie
durchgefiihrt. Nach einem Jahr zeigten sich kardiovaskulidre Ereignisse mit einer
kumulativen Inzidenz von 12,2% im Falle der CAS-Gruppe gegeniiber 20,1% im

chirurgisch therapierten Studienarm.
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Diskussion

Insgesamt stellt die Restenosierung der genannten Gefdle nach den momentan
vorliegenden Ergebnissen keine relevante Limitation dar. AuBerdem zeigen die
verwendeten Nitinol-Stents in einem anderen GefdBBabschnitt mit hohen mechanischen
Belastungen wie der Arteria femoralis gute Ergebnisse, sodass auch hier entsprechende
Ergebnisse zu erwarten sind. Allerdings muss davon ausgegangen werden, dass mit
steigendem Einsatz der CAS auch vereinzelte Restenosen auftreten werden. Da es sich
um einen sensiblen Versorgungsbereich handelt, miissen die Therapieformen hier
sorgfiltig gewihlt werden. Neben der Anwendung von Medikamente-freisetzenden
Stents konnte bei schwierigen Restenosen moglicherweise eine gezielte Bestrahlung
durchgefiihrt werden.

Eine wichtige Beobachtung aus der vorliegenden Studie ist in diesem Zusammenhang
neben der vermehrten Intimafliche nach Radiatio die mechanische Verbiegung der
Stents durch die ausgeprigte adventitielle Fibrose. Diese umfasste auch die vasa
vasorum und die nervalen Strukturen, was bei der Uberlegung der intravaskuliren
Brachytherapie, aber auch bei der Strahlentherapie maligner Erkrankungen im

Halsbereich bei Patienten mit bereits gestenteten Carotiden beriicksichtigt werden sollte.

4.8 Schlussfolgerungen

Sowohl im Kaninchenmodell als auch im Schwein konnte ein hemmender Einflufl von
B-Bestrahlung auf die Neointimabildung nach Stentimplantation beobachtet werden.
Allerdings kommt es im Falle niedriger Dosen zu diffuser Restenose sowie bei hoherer
Dosis zu an den Stentenden lokalisierten Verengungen. Diese Aussagen decken sich mit
den in der vorliegenden Studie gemachten Beobachtungen. Auch hier zeigte sich
angiographisch ein teils sehr deutlich ausgebildeter Kanteneffekt.

Als Folge der Bestrahlung war sowohl im peripheren als auch im koronaren Gefal} eine
Heilungsverzogerung sowie eine deutliche Ausdiinnung der Media und zunehmende
Fibrose im adventitiellen Bindegewebe zu verzeichnen. Diese Effekte waren aufgrund
der hohen Dosen in den Carotiden (bis 470 Gy im Abstand von 0,5 mm von den
Stentstreben) sehr deutlich ausgeprigt und fiihrten zu einer makroskopisch erkennbaren

Deformierung der verwendeten Stahlstents.
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Diskussion

Neben der Variation der Dosis wurden in der Vergangenheit Modifikationen wie
beispielsweise radioaktive Stents mit ,,heilen* und ,,kalten* Enden untersucht, ohne das
Problem des ,,Candy-Wrappers* beseitigen zu kénnen. Aufgrund der Hypothese, dass
nicht allein die applizierte Dosis, sondern vielmehr die Verdnderung der Halbwertszeit
und Eindringtiefe einen ,,Candy-Wrapper* verhindern konnte, wurde das Isotop
Rhenium-186 als Beschichtung gewdhlt. Im Gegensatz zu den guten Resultaten des
Kaninchenmodells (81) konnte die Beschichtung im vorliegenden Versuchsdesign
jedoch weder eine Verminderung der Neointimabildung in der Stentmitte bewirken
noch den Edge-Effekt verhindern.

Eine primire Prophylaxe der Restenose erscheint also auch fiir Rhenium-186 auf der
Basis der vorliegenden Ergebnisse nicht gerechtfertigt. Allerdings konnte die
katheterbasierte Bestrahlung und die Afterloadingtherapie auch im Zeitalter der immer
besser werdenden Drug-Eluting-Stents zur Behandlung von Restenosen weiterhin eine

Therapieoption darstellen, wenngleich nicht im urspriinglich erwarteten Ausmal.
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Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Abhidngig von der Lokalisation besteht beim Einsatz von Stents weiterhin das Problem
der Restenose. Die intravaskuldre Strahlentherapie hat sich in Tiermodellen wie in
klinischen Studien als Moglichkeit zur Verringerung intimaler Hyperplasie nach
Stentimplantation erwiesen. Im Falle der Applikationsform {iiber einen radioaktiven
Stent sind jedoch bisher keine durchgreifenden Erfolge erzielt worden. Rhenium-186 als
Stentbeschichtung zu evaluieren, war Ziel dieser Studie. Zusitzlich wurde der Einsatz
eines B-Strahlers in einem groBlumigen Gefal3, der Arteria carotis untersucht.

17 Minipigs wurden mit jeweils 2 peripheren und 2 Koronarstents behandelt. Die
GefiBschiddigung als Proliferationsreiz erfolgte durch Ballonschidigung. Die
Aktivitdten der Stents betrugen im Mittel 10,86 MBq im RIVA, 17,77 MBq im RCX
und 10,67 MBq, 77,56 MBq, sowie 136 MBq in den Carotiden. 8 Wochen post
interventionem erfolgte eine angiographische Darstellung der Gefidlle, nach weiteren 4
Wochen wurden die Prédparate entnommen.

Die bestrahlten Koronargefdle zeigten eine teilweise deutlich vermehrte Neointima,
dhnlich auch die mittlere Dosisgruppe der Carotiden. Der fibrotische Umbau in der
Adventitia war in allen bestrahlten Gefden deutlich ausgepriagter. Eine Reduktion der
Zellkerndichte in der Tunica media durch Bestrahlung wurde in den Koronarien
beobachtet, in den Carotiden am deutlichsten bei hoher Gesamtdosis. Insbesondere der
RIVA zeigte eine vermehrte Entziindungsreaktion nach Radiatio. Die Angiographie
ergab fiir den iiber die Stentstrecke gemittelten Durchmesser weder in den
Koronargefidfen, noch in den Carotiden signifikante Unterschiede. Allerdings fand sich
eine deutliche Stenose der Stentenden nach Radiatio. Histolopathologisch war die
Bestrahlung mit einer verzogerten Gefdheilung verbunden.

Ahnliche Beobachtungen wurden von anderen Arbeitsgruppen auch bei der
Verwendung von Phosphor-32 gemacht. Das im vorliegenden Versuch zur
Stentbeschichtung verwendete Isotop Rhenium-186 war bei den hohen Gesamtdosen
nicht in der Lage, gegeniiber der Kontrollgruppe nachhaltig die intimale Hyperplasie zu

reduzieren. Ferner kam es auch in unserem Versuch zu einem ,,Candy-Wrapper*.
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