Aus dem
Zentrum fiir klinische Tiermedizin der Tierirztlichen Fakultat

der Ludwig-Maximilians-Universitidt Miinchen

Arbeit angefertigt unter der Leitung von

Prof. Dr. Riidiger Wanke

Angefertigt am Deutschen Herzzentrum Miinchen

(Prof. Dr. Adnan Kastrati)

“Beurteilung der Stenteinheilung mittels Optischer
Kohirenztomographie im atherosklerotischen
Kaninchenmodell und die Ubertragbarkeit auf den

Menschen**

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung der tiermedizinischen Doktorwiirde
der Tierdrztlichen Fakultit

der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen

von Caroline Malle

aus Regensburg

Miinchen 2013



Gedruckt mit Genehmigung der Tierdrztlichen Fakultét

der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen

Dekan: Univ.-Prof. Dr. Joachim Braun
Berichterstatter: Univ.-Prof. Dr. Riidiger Wanke
Korreferent: Univ.-Prof. Dr. Manfred Stangassinger

Tag der Promotion: 09. Februar 2013



Meinen Eltern




Inhaltsverzeichnis

L 51 1 310083V PSSR 4
B (111 7c) o111 T B USSR URRRPSRP 5
2.1 AThETOSKIEIOSE.......eiiieiiiiiiiiieeiteee ettt ettt e e e sabeesanaeeas 5
2.1.1 BINFURIUNG...ceeiieeiiieeeee ettt ettt st e st e e nee e 5

2.1.2 PAthOZENESE ..ottt ettt 5

B TG B 211131 1183V 6

2.1.4 Risikofaktoren und klinische Symptomatik ...........cccccoveeiiiiiiniininiiiniiieneee. 8

2.2 Bedeutung in der TiermediZin........occueeruieriieiiieeiieeie et 9

2.3 Einsatz von atherosklerotischen Tiermodellen zur Erforschung der Stenteinheilung 10

2.3.1 Kaninchenmodell ...........coccoiiiiiiiiiniiiiiieeeeeee et 11
2.3.2 SchweinemOdell .........ooiiiiiiiiiiiiiiiiceee et e 12
2.3.3 Maus- und Rattenmodell ............cocooiiiiiiiiiiiiiiiieeecceetee e 13
2.3.4 PrimatenmOdell .........coceiiiiiiiiiiiiiiie e 14

2.4.1 Koronarangiographie...........c.eeeruiiriieirieeiiieeieeeeeeiieeeeee e e sibeesaeeesaeeenaeeneeee e 15
2.4.2 Optische Kohédrenztomographie (OCT) .......ccceviireiiiiniiiiieciee e 16
2.5 Therapiemoglichkeiten der Atherosklerose/Koronaren Herzkrankheit ..................... 18
2.5.1 Perkutane Koronarintervention (PCI) ..........cccoviiiiiiiiiiiiiiiiieciee e 18
2.5.2 StentimpPlantation ...........c.eeeeueeriueeriiieeiieereeesieeeeeestee e e e saeesabeestaeesaeeenaaeeneeeeens 19
2.5.3 Medikamentdse TRErapi€ .......ccccevruiiiiieiiiiiiieeeee et 21
2.6 Stentsysteme und ihre klinische Bedeutung............ccccoevviiniiiniiiniiiieeiceieeiee 22

2.7 Mechanismen der Stenteinheilung in atherosklerotisch verdnderten Gefif3en des

MENSCREN ...t e 25

2.8 Zielsetzung dieSer ATDEIL .....coceeiiiiiiiiiiiiiiicee et 28

3. Material und MethOden ..........c.cooiiiiiiiiiiiiee et s 29
B THEIMOAEIL ...ttt sttt e 29
3.1.1 Versuchstiere und Tierhaltung ............ccoceeeiiiiniiinieiniee e 29

3.1.2 Stentauswahl und Gruppeneinteilung............ccoecveevieeriieiiiieenieeie e 29

3.1.3 Fiitterung einer cholesterinreichen Didt .........c.ccooviiiniiiiiiinniniiiieeeccece 31

3.2 Arterielle Denudation...........coeoiiiiiiiiiiiiiiencecee e e 32

3.3 StentimPlantation ..........eeeieerieeeiieeieerte ettt et et e st e sibee st e s sbeeesiteenareeeas 34

3.4 Blutentnahmen und antithrombozytédre Therapie.........cccccevvveeeriieriieniieeiieecie e 35



Inhaltsverzeichnis

3.5 VErSUCRSENAE ......oouiiiiiiiiiiiieiiet ettt st st 36
3.6 Untersuchung der Gefélle mittels Optischer Kohdrenztomographie.............cc.cc....... 38
3.7 GefidBentnahme und Fixierung der gestenteten Gefdsegmente...........cccceceevvennnenne. 39
3.8 Histologische Aufbereitung der Proben ............ccocceeiiiiiiiiniiiiiiie e 39
3.8.1 Methylmetacrylat — EINDettuNg.........cccueviiiiiiiiniiiiiiiieciececeeeceee e 39
3.8.2 Anfertigung von histologischen SChnitten ..........ccccceevieeviiieiniieiieeieeeeceeieee 40
3.8.3 Modifizierte Movat-Pentachrom-Farbung ............cc.coccoiiiiiinie 41
3.8.4 Hamatoxylin-Eosin-FArbung...........ccccoeiiiiiiiiiiii e 43
3.9 Histopatholo@isChe AUSWEITUNG .......ccovuviiiiiiiiiiniieeiie ettt 44

3.10 Auswertung der OCT Aufnahmen und Korrelation mit histologischen Schnitten .. 47
3.11 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung der gestenteten Gefdsegmente... 50

3.12 Etablierung der Graustufenmessung zur Gewebecharakterisierung mittels OCT ... 52

3.13 HUMane OCT DateN......cccuueiuiiriiniiiniieeiieniieeie ettt st s 54
3.14 StatiStiSChe AUSWETTUNZ ...cccuveeeiieeiiieiieeriteeetteeteeeiteette e st e esbeesabeesbeessseeenneeenaseenns 55
T 7 o 0S] o) ¥ ] ST PSPPSRSO 58
4.1 Praklinische Daten.........ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiececee et 58
4.1.1 BIULPATAIMELET .....eeuvvieeiiieeiieeiie ettt e et ee st e eiee et e e sateesteesnaeeensaeesaeeennseessseesnseeenseens 58
4.1.2 Histologische Ergebnisse nach 28 Tagen........c.ccccvevieviiniiiiiiiiiniiniiciiicieeee 60
4.1.2.1 MOTPROMELIIC ... .eeeuiieiiieiiee ettt ettt ettt ste e st e st eesaeeeaaeenebeeens 60
4.1.2.2 Einheilungsparameter..........c.cccocuiviieiiiiiiiiniieniieieneeiieeie et 61
4.1.3 Histologische Ergebnisse nach 42 Tagen..........cccceeviieviiieeniennieenieeeiee e 62
4.1.3.1 MOIPROMELIIC ......eeiiiiiiiieiieeeiiee ettt ettt ettt et 62
4.1.3.2 Einheilungsparameter..........cccccocuivvieiiiiiiiiniiiiieienecieeee et 64
4.1.4 priklinische OCT ErgebniSse.........cccvevuiiviiiiiiiniiniiiienieiieseeeiesreere e 65
4.1.4.1 OCT Daten nach 28 Tagen..........cccceeeuieiiiiniiiniiiiiinienienieeecseete e 65
4.1.4.2 OCT Daten nach 42 Tagen.........ccoceeeuieiiiiniiniiiiienienienieeeeeeeee e 66
4.1.4.3 Validierung der OCT Messung anhand der Histologie............c.ccccceruennne 66

4.2 Rasterelektronenmikroskopische Ergebnisse nach 28 Tagen ..........ccceevveevieeviiiennnen. 70
4.3 KHNISChE DIALEN ...ceouiiiiiiiiiiieeiteeie ettt et sat e e naeees 70
4.3.1. Patientendaten .......c.c.cooueiiiriiiieeieeiee ettt ettt 70
4.3.2 klinische OCT Daten nach 6 MONAten .........cccceeeveeerieerieeeniiennieenieeniee e 71

4.4 Vergleich préklinischer und klinischer OCT Daten...........ccccceeeviiivciieniieeniieciieeen. 71



Inhaltsverzeichnis

4.4.1 DES nach 28 Tagen (priklinisch) und 6 Monaten (klinisch)...........cccceevvueennneen. 71

4.4.2 DES nach 42 Tagen (priklinisch) und 6 Monaten (klinisch) ..........ccccceevriiennneen. 74

4.5 Ergebnisse der Gewebecharakterisierung mittels Graustufenmessung...................... 76

5. DISKUSSION ..ttt ettt sb ettt st eb ettt 78
5.1 Validierung des OCT als Untersuchungsmethode der Stenteinheilung..................... 79

5.2 Vergleich von priklinischen mit klinischen OCT Daten ..........cccecceevvivenneeenieennenne 80

5.3 Gewebecharakterisierung mittels Graustufenmessung im OCT ...........c.cccccevvennnne 82

5.4 Beurteilung der Stenteinheilung mittels Histologie und OCT im atherosklerotischen

Kaninchenmodell ...........oooviiiiiiiiiiiie e e 83

6. ZUSAMMENTASSUINE ..cuveeeiiieeiieeeitieeieeeite et e e st e st e eteeebeeesteeennteessbeesaseeanseeenseeesseesnseennseesnnes 85
T SUITIMIATY ..ttt ettt ettt et ettt e sat et e s st e et te s bt e e sbeesbbeesab e e e bt eeabaeenbaeesnneennseenanee 87
8. AbDIlAUNGSVEIZEICRNIS ....eoueiiiiiie ettt naeean 89
0. TabelleNVEIZEICHINIS ....c.eiiutiiieiiieiieit ettt ettt st et ae e 91
10. LiteraturVerZEIChINIS .....eeuiiiiiiiiiiiie ittt sttt 92
L RN 01 4 1 XU USRTSPRRP 105
11.1 ABKUIrZungSverzZeiChNIS ......cc.ueiviieiiieeiiecie ettt e 105

11.2 ITMplantationNSIMALIIX .....eeeveeerveerieeetieeseeeeeesaeeseeessteeeieeesseeesaseesseesnsaeesseeesseeennees 106
11.2.1 Untersuchung mittels Histologie und OCT nach 28 und 42 Tagen ................ 106

11.2.2 Untersuchung mittels Rasterelektronenmikroskopie nach 28 Tagen.............. 107

11.3 Verzeichnis der verwendeten Chemikalien ...........cocccoeciieniiiniiiniiinieinieenecee, 107

11.4 Protokolle zur Herstellung der Fiarbelosungen/sonstige Reagenzien..................... 109

12, DAnKSAZUINZ ....ceevveieiiteiieeeite ettt ettt et e e it e st e s bt e et eesb e e satae e bt e ebteenateesasaens 112



1. Einleitung 4

1. Einleitung

Herz-/Kreislauferkrankungen stehen bereits seit Jahren in der Statistik der
Todesursachen in Deutschland an erster Stelle. So auch im Jahre 2010, in dem
41,1% aller Sterbefille hierdurch verursacht wurden (Statistisches Bundesamt
2011). Dabei stellt die Koronare Herzkrankheit (KHK), welche in erster Linie
durch Atherosklerose hervorgerufen wird, nicht nur in Deutschland, sondern
weltweit eine der fithrenden Todesursachen dar (World Health Organization
2011). Unter ihr versteht man das Vorkommen atherosklerotischer Veridnderungen
mit Verhidrtung, Verdickung, Elastizititsverlust und Lumeneinengung der
epikardialen Koronararterien. Durch die hierbei entstehende Mangeldurchblutung
betroffener =~ Myokardabschnitte kommt es zum  Missverhdltnis von
Sauerstoffbedarf und —zufuhr und somit zu regionalen myokardialen Ischimien
(Baer und Rosenkranz 2009; Morl et al. 1998). Seit ihrer ersten Anwendung im
Jahre 1977, hat sich die perkutane koronare Intervention (PCI) mit primérem
Balloneinsatz und zusitzlicher Stentimplantation zur Behandlung solcher
Engstellen oder Verschliisse, als Interventionsmethode erster Wahl etabliert
(Benzer 2009; Winkhardt 2005). Durch den Einsatz einfacher Metallstents (Bare-
metal Stent = BMS) wurde eine dauerhafte Stabilisierung der Gefi3wand erreicht.
Ein Nachteil hierbei war allerdings die iiberméfige Proliferation glatter
GefiBmuskelzellen, die zu einer erneuten Restenosierung des Gefidles (Serruys et
al. 1994) fiihrte. Durch die Einfiihrung neuartiger, mit antiproliferativen
Medikamenten beschichteter Stents (Drug-eluting Stents = DES) im Jahre 2003,
kam es zu einem signifikanten Abfall der Restenoserate (Colombo et al. 2003;
Holmes et al. 2004). Gleichzeitig fiihrten sie aber auch zu einer deutlich
verzogerten GefdBheilung und somit zu einem Anstieg der Stentthromboserate.
Um das Risiko solch einer GefidBBokklusion zu minimieren, wird nach der
Implantation eines DES eine lidngerfristige, begleitende duale antithrombozytére
Therapie empfohlen (Joner et al. 2006; Heller und Dangas 2010). Da diese jedoch
mit der Gefahr von Blutungskomplikationen einhergeht, besteht die
Notwendigkeit neue Untersuchungsmethoden zu entwickeln, mit denen die
Stenteinheilung zu jedem Zeitpunkt zuverldssig beurteilt und dadurch die Dauer
der risikobehafteten dualen antithrombozytiren Therapie fiir jeden Patienten

individuell angepasst werden kann.
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2. Hintergrund

2.1 Atherosklerose

2.1.1 Einfiihrung

Die World Health Organization (WHO) bezeichnet die Atherosklerose als eine
,variable Kombination von Intimaverdnderungen (der Arterien), bestehend aus
herdformigen Ansammlungen von Lipiden, komplexen Kohlenhydraten, Blut und
Blutbestandteilen, Bindegewebe und Kalziumablagerungen (Kalkablagerungen),
verbunden mit Veridnderungen der Arterienmedia* (Biihling 2008).

Sie ist durch ein chronisches Entziindungsgeschehen gekennzeichnet und betrifft
vor allem groBe Arterien wie die Aorta, die Koronararterien, die Karotiden, die
Nierenarterien sowie die Becken- und Beinarterien. Da jedoch auch alle anderen
Arterien des systemischen Kreislaufs atherosklerotische Lésionen entwickeln
konnen, muss sie stets als eine generalisierte Erkrankung angesehen werden
(Steffel et al. 2011).

Im heutigen Sprachgebrauch werden die Begriffe Arteriosklerose und
Atherosklerose oft synonym verwendet. Dabei stellt die Arteriosklerose den
Oberbegriff fiir eine Reihe von Arterienerkrankungen dar. Hierzu zdhlen als
wichtigste Form die Atherosklerose, die Monckeberg-Mediaverkalkung und die

Arteriolosklerose/-hyalinose (Bocker et al. 2008).

2.1.2 Pathogenese

Die Pathogenese der Atherosklerose ist bis heute noch nicht eindeutig geklért und
es bestehen diesbeziiglich mehrere Theorien. Die bekannteste ist hierbei die
,Response-To-Injury-Hypothesis®“, welche bereits 1856 von Rudolf Virchow
aufgestellt wurde (Virchow 1856). Darin zeichnet sich eine endotheliale
Dysfunktion durch eine geringere Bioverfiigbarkeit an Vasodilatatoren (vor allem
Stickoxid (NO)) sowie einem proinflammatorischen, proliferativen und

prokoagulatorischen Zustand des Endothels aus (Bonetti et al. 2003; Anderson
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1999). Dieser kann durch unterschiedlichste Stimuli wie z.B. Rauchen,
Hyperlipiddmie, Diabetes mellitus oder Hypertension hervorgerufen werden
(Celermajer et al. 1992; Libby et al. 2002). Aufgrund der endothelialen
Dystfunktion und der damit verbundenen Schiddigung der Endothelzellbarriere,
kommt es zu einer vermehrten Expression von Adhésionsmolekiilen (VCAM-1)
und verschiedenen Wachstumsfaktoren (VEGF, TF, vWF) an der Endothel-
oberfliache. Nach der Adhésion von Monozyten und T-Lymphozyten wird deren
Migration in die GefdBwand durch den Einfluss von weiteren Wachstumsfaktoren
(PDGF, IL-1, TNFoa) und chemischen Lockstoffen/Entziindungsmediatoren
(MCP-1) gefordert (Libby et al. 2002; Ross 1993; Steffel et al. 2006).
AnschlieBend wandeln sich die Monozyten zu Makrophagen um, welche
oxidiertes LDL (low density lipoprotein) aufnehmen und sich so zu Schaumzellen
weiterentwickeln. Diese bilden schlieBlich, zusammen mit den Lymphozyten,
eines der ersten Stadien der Atherosklerose, die sog. ,.fatty streaks* (Faggiotto et
al. 1984; Masuda und Ross 1990a, 1990b).

Sie treten beim Menschen bereits in den ersten zehn Lebensjahren in der
thorakalen und abdominalen Aorta auf. Ab dem 15. Lebensjahr sind sie auch in

den Koronararterien zu finden (Burke et al. 2002).

2.1.3 Einteilung

Die Verlaufsstadien der Atherosklerose konnen mittels verschiedener Kriterien in

zwei Gruppen eingeteilt werden:

e Histopathologische Einteilung der Atherosklerose:
Die Atherosklerose wurde von der American Heart Association (AHA)
anhand morphologischer Kriterien in insgesamt sechs Stadien unterteilt
(Stary et al. 1995). Diese werden in der nachfolgenden Abbildung
graphisch dargestellt (modifiziert nach Virmani et al. 2001).
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Stadium I (,,initial lesion*): geringgradige
Verdickung der Neointima durch Proliferation
glatter GefiBmuskelzellen (GMZ), kleine
Ansammlungen von Makrophagen @ und Schaum-
zellen O

(Stary 1987, Stary et al. 1994; Virmani et al. 2001)

Neointima
aus GMZ

Stadium II: vermehrte Ansammlungen von
Makrophagen, Schaumzellen und T-Lymphozyten
in der Neointima (=*“fatty streaks*)

Stadium III (,,intermediate lesion®, , transitional
lesion* oder ,,preatheroma‘): Verdickung der
Neointima mit extrazelluldren Lipidtropfchen
(Stary et al. 1994)

extrazellulire

Stadium IV: Bildung eines von Schaumzellen
umgebenen Lipidkerns bzw. nekrotischen Kerns
aus Cholesterinester, freiem Cholesterin,
Phospholipiden sowie Triglyzeriden. Die
Abgrenzung zum Lumen bildet eine proteoglykan-
reiche Matrix mit Kollagen und glatten
GefidBmuskelzellen (= fibrose Kappe).

(Virmani et al. 2001)

Proteoglykan-  fibrose Kanne
reiche Matrix ) )
Stadium Va: fortschreitende Verdickung der

fibrosen Kappe

Stadium Vb: mit auftretenden Kalzifizierungen
(Abb. links)

Stadium Vec: Resorption des Lipidkerns bzw.
des nekrotischen Kerns mit Umbau der fibrosen
Kappe durch kollagenes Bindegewebe

(Burke et al. 2002; Stary et al. 1995)

kalzifizierter nekrotischer

Plaque Kern
Stadium Vla: fibrose Kappe wird immer diinner

und reif3t schlieBlich ein (Abb. links)
Stadium VIb: zusitzliche Bildung eines
Héamatoms oder einer Blutung

Stadium VIc: zusitzliche Entstehung eines
luminalen Thrombus

Typ VIabec: gleichzeitiges Vorhandensein all
dieser Ereignisse

hol 1-
Cholestero (Burke et al. 2002; Stary et al. 1995)

Abbildung 1: schematische Darstellung der Atherosklerosestadien
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¢ Diagnostische Einteilung der Atherosklerose:
Anhand der AHA/ACC-Klassifikation (American Heart Association/
American College of Cardiology) erfolgte eine angiographische Einteilung
in die Typen A, Bl, B2 und C. Hierbei wurden die angiographischen
Erscheinungsformen, die Erfolgsaussichten einer PTCA (Perkutane
Transluminale Coronare Angioplastie) sowie deren Komplikationsrate
beriicksichtigt (Schmid 2002). Je nach Ausmal3 der Stenosierung, dem
Vorhandensein von Seitédsten, Thromben oder einem stark geschlidngelten
GefaBverlauf, spricht man von einer einfachen (Typ A) oder einer

komplizierten Lision (Typ C).

2.1.4 Risikofaktoren und klinische Symptomatik

Bei der Atherogenese handelt es sich um ein multifaktorielles Geschehen (Finking
und Hanke 1997). Typische Risikofaktoren, welche das Auftreten von
atherosklerotischen Lisionen begiinstigen sind Nikotinabusus, Diabetes mellitus,
Hypertonie, Adipositas und Bewegungsmangel, erhohter LDL- und erniedrigter
HDL-Spiegel (high density lipoprotein), erhohter C-reaktives Protein (CRP)- und
Homocystein-Spiegel, psychische Erkrankungen sowie familidre Belastungen
(Celermajer et al. 1992; Lusis 2000).

Aber auch das Geschlecht und das Alter konnen ausschlaggebend sein. So ist laut
Lusis (2000) das Risiko eine KHK zu entwickeln bei Minnern iiber 60 Jahren
doppelt so hoch wie bei Frauen desselben Alters. Eine wichtige Rolle scheinen
hierbei die Ostrogene der Frau zu spielen, welche die Akkumulation von
Schaumzellen wéhrend der Plaquebildung verhindern (Burke et al. 1998).

Die Erkrankung selbst verlduft meist still und asymptomatisch. Zu klinischen
Symptomen kommt es erst bei einer Stenosierung des Gefdes aufgrund einer
Plaquebildung um mindestens 50 % (Virmani et al. 2001) oder nach Entstehung
eines koronaren Thrombus (Badimon 2001).

Die Folgen solch einer Gefdlleinengung sind, je nach Ausmal} und Lokalisation,
eine periphere oder myokardiale Ischimie, ein akuter Myokardinfarkt,
Schlaganfall oder ein plotzlicher Herztod (Greenland et al. 2003; Lloyd-Jones et

al. 1999; Virmani et al. 2001). Die Patienten verspiiren typischerweise ein
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Engegefiihl hinter dem Brustbein (Angina pectoris) das hdufig mit einer
Ausstrahlung in die Innenseite des linken Armes einhergeht. Weitere Symptome
sind Herzschmerzen, Atemnot bei Anstrengung sowie Herzrhythmusstorungen

(Middeke 2002).

2.2 Bedeutung in der Tiermedizin

Laut Dahme und Weiss (2007) spielen Lipideinlagerungen und atheromatdse
Arterienwandnekrosen bei Pflanzenfressern, keine groB3e Rolle. Weshalb dies so
ist wird zwar nicht explizit genannt, doch konnte dieser Umstand durchaus auf
den geringen Cholesteringehalt der pflanzlichen Nahrung zuriickzufiihren sein.
Ausgeprigte Sklerosen, welche Zirkulationsstorungen hervorrufen, sind eher auf
chronische Hyperkalzdmien zuriickzufithren. Diese dhneln in fortgeschrittenen
Stadien der MONCKEBERGschen Sklerose an den Beinarterien des Menschen.
Bei den GefiBBerkrankungen kommt die Arteriosklerose des Schweins der des
Menschen am néchsten. Aufgrund der kurzen Lebenserwartung dieser Tiere, von
maximal fiinf bis sechs Jahren, lassen sich hier jedoch nur Friihstadien in der
Aorta abdominalis und den Zerebralarterien nachweisen.

Auch Meurer und Wolf (2007) sind der Ansicht, dass die Schlachtung
landwirtschaftlicher Nutztiere vor Erreichen ihres natiirlichen Alters eine Ursache
dafiir darstellt, weshalb die Arteriosklerose nur fiir wenige Tierarten beschrieben
ist.

Beim Hund kommt eine milde Form der Arteriosklerose recht hdufig vor, fiihrt
aber aufgrund des gemiBigten Verlaufes selten zu klinischen Symptomen.
Pradisponierende Faktoren fiir deren Entstehung sind neben idiopathisch
familidren Lipidstoffwechselkrankheiten einiger Rassen, auch die Hypothyreose
in Verbindung mit hohen VLDL-Blutwerten (very low density lipoprotein)
(Arnold-Gloor und Niemand 2006; Johnson 2005). Bei élteren Vogeln, wie z.B.
Papageien, Greifvogeln und Tauben kann die Erkrankung aber auch durchaus
ernstere Verlaufsformen annehmen. Diese sind dann durch Stérungen des
Gleichgewichts mit Fallen von der Sitzstange und plotzlichen Todesféllen

gekennzeichnet (Meurer und Wolf 2007).
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Aufgrund der zunehmend besseren medizinischen Versorgung der Haustiere und
der dadurch ansteigenden Lebenserwartung, konnten die Atherosklerose und
deren Behandlung in Zukunft jedoch auch in der Tiermedizin einen wichtigen

Stellenwert einnehmen.

2.3 Einsatz von atherosklerotischen Tiermodellen zur

Erforschung der Stenteinheilung

Bei Patienten mit dem klinischen Symptom der Angina pectoris dienen
Stentimplantationen dazu, atherosklerotisch verengte GefidBBabschnitte wieder zu
erdffnen und damit den physiologischen Blutfluss aufrecht zu erhalten. Da die
Stenteinheilung in solch pathologisch verdnderten GefidBen aufgrund der
Plaqueablagerungen, der vermehrten Ansammlung von Entziindungszellen und
der verzogerten Endothelialisierung jedoch deutlich langsamer von statten geht als
in gesunden (Virmani et al. 2003), sind atherosklerotische Tiermodelle zur
Erforschung der GefiBreaktionen nach einer Stentimplantation unerlisslich. Fiir
die Induktion dieser atherosklerotischer Lisionen existieren verschiedene
Ansitze:

a) Spontan (genetisch)

b) Fiitterungsbedingt

¢) Genetisch verdndert

d) Kombination aus b und ¢

Das ideale Tiermodell zur Erforschung der Atherosklerose beim Menschen sollte
gleichzeitig mehreren Anforderungen geniigen. Neben geringen Kosten, einfachen
Haltungsbedingungen, geringer Gro3e der Tiere, hoher Fruchtbarkeit und einem
gut definierten genetischen Hintergrund, sollten die Tiere auch atherosklerotische
Liasionen entwickeln, die denen im Menschen entsprechen. Dazu zédhlen auch
Komplikationen wie Kalzifizierungen, Erosionen, Ulzerationen, Hidmorrhagien,
Plaquerupturen, Thrombosen, Stenosen und Aneurysmen (Moghadasian et al.

2001).
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Unter der Vielzahl von Tiermodellen wurden das Schweine- und Kaninchen-
modell von der FDA (US Food and Drug Administration) offiziell als Tiermodelle
zur Erforschung von humanen Stentimplantaten anerkannt und nehmen somit

einen besonderen Stellenwert ein (FDA 2008).

2.3.1 Kaninchenmodell

Zu Beginn des 20. Jahrhunderts ging man davon aus, dass die Atherosklerose
durch eine vermehrte Aufnahme tierischer Proteine hervorgerufen wird. Aufgrund
dieser Annahme begann der russische Wissenschaftler Alexander Ignatowski
bereits 1908, Kaninchen mit Milch, Fleisch und/oder mit Eiern angereicherten
Diiten zu fiittern (Kritchevsky 1995; Moghadasian et al. 2001).

Im Jahre 1913 bewies Nikolaj Nikolajewitsch Anitschkow anhand von
cholesterinreich gefiitterten Kaninchen, dass nicht die Proteine, sondern das
Cholesterin in der Nahrung fiir atherosklerotische Verdnderungen der Intima
ausschlaggebend ist. Des Weiteren zeigte er den proportionalen Zusammenhang
zwischen der Menge des aufgenommenen Cholesterins und dem Grad der
atherosklerotischen Lisionen auf (Finking und Hanke 1997).

Dies bestitigten auch Kolodgie et al. (1996) in einem Versuch, indem sie
Kaninchen Futter mit unterschiedlichen Cholesteringehalten iiber einen ldngeren
Zeitraum (31 Wochen) anboten. Es zeigte sich, dass auf diese Art und Weise
verschiedene atherosklerotische Stadien (von fatty streaks (Stad 1) bis
transitionellen Lasionen (Stad III)) erzeugt werden konnten, welche denen im
Menschen sehr nahe kamen.

Durch eine zusitzliche GefidBBverletzung mittels Ballonkatheter ist es schlielich
gelungen, auch mit einer verkiirzten cholesterinreichen Fiitterung (16 Wochen),
fortgeschrittene Lisionen hervorzurufen (bis Stad IV).

Im Gegensatz zum Menschen weisen sie allerdings eine vermehrte Anzahl an

Schaumzellen und Makrophagen auf (Badimon 2001).

Eine weitere Moglichkeit zur Erforschung der Atherosklerose bietet das so

genannte WHHL-Kaninchen (Watanabe Heritable Hyperlipidemic).



2. Hintergrund 12

Wihrend ihrer wissenschaftlichen Arbeit entdeckten Kondo und Watanabe (1975)
ein Kaninchen, dessen Blutserum trotz Fiitterung eines normalen Standardfutters,
sehr hohe Werte an Total-Cholesterin, B-Lipoproteinen und Total-Lipiden
aufwies. Dabei zeigte sich, dass diese Hyperlipidimie auf einer rezessiv
vererbbaren  Genmutation  beruht  welche, #hnlich der familidren
Hypercholesterindimie des Menschen, zu einem LDL-Rezeptormangel fiihrt
(Fowler et al. 1991; Shiomi et al. 1987; Tanzawa et al. 1980).

Aufgrund dieser Entdeckung etablierte Watanabe 1975 eine Zuchtlinie, die bis
heute der Erforschung der familidren Hypercholesterinimie dient (Kondo und

Watanabe 1975).

Ein weiteres transgenes Tiermodell stellt das humane apolipoprotein(a)
exprimierende Kaninchen dar. Im Gegensatz zum WHHL-Kaninchen entstehen
bei diesen Tiere atherosklerotische Lisionen in der Aorta, den Iliakalarterien und
den Karotiden aber nur dann, wenn eine zusitzliche cholesterinhaltige Diiit

angeboten wird (Fan et al. 2001).

Da Kaninchen nicht in der Lage sind ihre Sterolexkretion aus den Leberzellen zu
erhohen, entwickeln sie durch entsprechende Fiitterung sehr schnell hohe
Plasmacholesterin-Konzentrationen (bis 22 fach erhohte Werte nach einer Woche
Fiitterung von 1 % iger Cholesterindidt) sowie atherosklerotische Lisionen und
gehoren damit zu den wichtigsten Tiermodellen in der Atheroskleroseforschung
(Kolodgie et al. 1996).

Weitere Vorteile sind die geringen Anschaffungs- und Haltungskosten, das

einfache Handling sowie die gute Erreichbarkeit und Grofe der Gefil3e.

2.3.2 Schweinemodell

Das Schweinemodell ist ebenfalls ein sehr hiufig verwendetes Tiermodell,
welches bei der Erforschung der Atherosklerose und Stenteinheilung verwendet
wird. Durch eine cholesterinreiche Fiitterung kommt es bei diesen Tieren zu

einem raschen Cholesterinanstieg im Plasma sowie zur Ausbildung
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atherosklerotischer Lisionen, die denen des Menschen entsprechen (Cullen et al.
2003; Smet et al. 1998).

Ein weiterer Vorteil ist die anatomische und histologische Ahnlichkeit der
Schweinekoronarien mit den menschlichen Koronarien (Swindle et al. 1986).
Jedoch muss beachtet werden, dass Schweine wihrend der Versuche schnell
wachsen. Dies wirkt sich auch auf den GefidBdurchmesser aus und macht somit
einen direkten Vergleich der Stenteinheilung zwischen Schwein und Mensch
schwierig (Gyongyosi et al. 2004). Auch die relativ hohen Haltungskosten und
das aufwendige Handling der Tiere miissen bei der Auswahl dieses Modells
beachtet werden (Badimon 2001).

Des Weiteren zeigten Wilson et al. (2009), dass eine Stentimplantation bei diesen
Tieren, im Gegensatz zum Menschen, mit einer {iberschiefenden Neointima-
proliferation, massiven Entziindungsreaktionen und einer schnelleren Re-

Endothelialisierung einhergeht.

2.3.3 Maus- und Rattenmodell

Ihr gut definierter genetischer Hintergrund, die giinstige Haltung, das einfache
Handling sowie die hohe Fortpflanzungsrate und kurze Generationsfolge machten
die Maus schon immer zu einem beliebten Versuchstier fiir unterschiedlichste
Experimente.

Da die meisten Nagetiere aufgrund ihrer niedrigen Cholesteryl-Ester-Transfer-
Protein (CETP)- Aktivitit und der damit hervorgerufenen hohen Plasma-
konzentration an HDL-Cholesterin keine futterinduzierte Atherosklerose
entwickeln, miissen die Lésionen mittels Katheterdenudation hervorgerufen
werden (Fingerle et al. 1990; Fowler et al. 1991; Moghadasian et al. 2001). Die
daraus resultierenden Neointimahyperplasien weisen jedoch nur geringe
Ubereinstimmungen mit den atherosklerotischen Verinderungen des Menschen

auf (Lafont und Faxon 1998).

Ein weiterer Ansatz zur Erzeugung atherosklerotischer Lidsionen war die
Ziichtung verschiedener transgener Mauslinien, welche spontan oder mit

begleitender Cholesterinfiitterung atherosklerotische Lisionen entwickeln
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(Mezdour et al. 1997; Purcell-Huynh et al. 1995; Véniant et al. 1998). Das
bekannteste und am weitesten verbreitete Mausmodell ist das Apo E-Knock-Out-
Modell (Moghadasian et al. 2001; Zhang et al. 1992). Allerdings weisen die
induzierten atherosklerotischen Lisionen einige Unterschiede zu den Plaque-
ablagerungen im Menschen auf, was dieses Modell zur Erforschung der

Stenteinheilung eher ungeeignet erscheinen lisst (Cullen et al. 2003).

1973 gelang es Koletsky (1973) erstmals eine fettleibige Ratte zu ziichten, die
neben einer spontanen Hypertension, auch eine frithzeitige Atherosklerose
ausbildet. Durch die Weiterentwicklung dieser Linie entstand die JCR:LA-cp
Ratte. Diese Tiere besitzen das autosomal rezessive cp-Gen, welches bei
homozygotem Vorkommen (cp/cp) zu einer Sensitivitit der Tiere gegeniiber
cholesterinhaltigem Futter fiihrt. Neben samtlichen Formen atherosklerotischer
Lasionen entwickeln diese Tiere zudem eine gesteigerte Nahrungsaufnahme,
Fettleibigkeit und milden Diabetes Typ 2 (Russell und Amy 1986, Russel et al.
1998).

Die Nachteile der Maus- und Rattenmodelle liegen vor allem in der geringen
GroBe der Tiere und ihrer Gefidfle begriindet.

Aufgrund der extrem kleinen Aorten und der damit verbundenen Komplexitit des
operativen Eingriffs, kommt es hdufig zu Blutungskomplikationen und zum Tod
der Tiere (Finn et al. 2002; Lowe et al. 2005). Zudem konnen fiir die Implantation
keine kommerziell erhiltliche Stents verwendet werden. Die speziellen
Anfertigungen mit reduziertem Durchmesser sind aufgrund der manuellen
Herstellung sehr teuer und lassen sich oftmals nur unzureichend in den Gefil3en

aufdehnen.

2.3.4 Primatenmodell

Geary et al. (1996) beschreiben in einer Studie mit Primaten, dass
atherosklerotische Lisionen, hervorgerufen durch cholesterinhaltige Fiitterung
und zusitzlicher Gefillverletzung, eine erhebliche Ahnlichkeit zum Menschen

aufweisen. Jedoch ist die Bildung solcher Lasionen von den genetischen Faktoren
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der einzelnen Spezies abhingig und kann mehrere Monate oder sogar Jahre in
Anspruch nehmen (Mondy et al. 1997; Rudel 1997). Aufgrund dieser langen
Zeitspanne und weiterer wichtiger Faktoren, wie dem schwierigen Handling, die
geringe Verfligbarkeit an Tieren, hoher Haltungskosten und vor allem wegen der
ethischen Vertretbarkeit und rechtlichen Vorgaben (Tierschutzgesetz; EU VO
63/2010), werden sie heute kaum zur Erforschung der Atherosklerose sowie der

Stenteinheilung herangezogen (Lafont und Faxon 1998; Moghadasian et al. 2001).

2.4 Diagnostische Verfahren zum Nachweis atherosklerotischer

GefiBverinderungen

2.4.1 Koronarangiographie

Die Koronarangiographie gilt derzeit als Goldstandard zur diagnostischen
Untersuchung der Koronaranatomie. Durch die Gabe von Kontrastmittel iiber
einen vorgelegten Herzkatheter, konnen anhand von zwei-dimensionalen Bildern
Lokalisation, Lidnge, Schweregrad und Art der GefidBobstruktion (Atherom,
Thrombus, Dissektion, Spasmus und Muskelbriicke) in den epikardialen Arterien

identifiziert werden (Bonzel und Hamm 2009).

Abbildung 2: angiographische Darstellung einer hochgradig stenosierten Koronar-

arterie im Menschen (Pfeil)
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Allerdings ist ihre Aussagekraft beziiglich des Gefilwandaufbaus aufgrund der
zwei-dimensionalen Darstellung beschrinkt. Auch die Funktionalitdat und Qualitét
von neointimalem Gewebe iiber den Stentstreben kann anhand angiographischer

Bilder nicht beurteilt werden (Tahara et al. 2011).

2.4.2 Optische Kohirenztomographie (OCT)

Bei der Optischen Kohédrenztomographie (OCT) handelt es sich um ein invasives,
bildgebendes Verfahren, das mit niedrig-kohédrentem Licht im nahen Infrarot-
Bereich (Wellenldnge 1300 nm) arbeitet. Die ausgesendeten Lichtwellen werden
dabei von den umliegenden Geweben reflektiert und deren Intensitit bildlich
dargestellt (Regar et al. 2003). Die Eindringtiefe betrigt, je nach Gewebe-
zusammensetzung, 1 bis 1,5 mm (Nieves et al. 2010). Der ein-dimensionale
Vorldufer der optischen Kohidrenztomographie wurde urspriinglich zur
Darstellung von Beschiddigungen in Glasfaserkabeln und Netzwerkkomponenten
konzipiert (Takada et al. 1987). In den friihen 90iger Jahren folgte dann die
Weiterentwicklung des Systems zu einem zwei-dimensionalen bildgebenden
Verfahren. Klinische Anwendung fand das OCT zuerst in der Ophthalmologie
(Hrynchak und Simpson 2000). Heute kommt es auch in der Kardiologie zur
Darstellung und Beurteilung von Gefden und Stentimplantaten zum Einsatz

(Grube 2002; Tearney et al. 1996).

Abbildung 3: OCT Bild (Frame) eines gestenteten Gefidlles mit Neointimabildung
Pfeil = Stentstrebe; * = Fiihrungsdraht; ¥ = OCT Katheter
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Da Blut im OCT zu einer multiplen Streuung und hochgradigen Abschwichung
des Signals fiihrt ist es wichtig, bei der Untersuchung eine Blutleere des Gefélies
zu erzeugen (Jang et al. 2002; Kume et al. 2006a).

Wihrend die OCT Systeme der ersten Generation (time-domain OCT) hierfiir
einen kurzzeitigen Verschluss des Gefales mittels Ballonokklusion erforderten,
konnten die Systeme der zweiten Generation (Fourier-domain OCT), dank einer
Erhohung der Riickzugsgeschwindigkeit von 1 mm/s auf 20 mm/s (Lightlab C7-
XR), auf diese Okklusion verzichten. Stattdessen wird die Blutleere nun durch
eine stoBweise Spililung des Gefies mit Kontrastmittel oder Ringer-
Infusionslosung erreicht (Jang et al. 2005; Prati et al. 2010; Yamaguchi et al.
2008).

Mit Hilfe des OCT Verfahrens konnen sdmtliche Strukturen im GefdBlumen und
in der GefaBwand dargestellt und identifiziert werden. Dazu zihlen unter anderem
die Detektion von Thromben und Plaquerupturen sowie die Unterscheidung
verschiedener Plaquezusammensetzungen (Barlis et al. 2008; Kume et al. 2006a,
2006b; Yabushita 2002). Dariiber hinaus stellt es zurzeit die einzige
Untersuchungsmethode dar, um fibrose Kappen in vivo prizise zu beurteilen
(Manfrini et al. 2006). Ein weiterer Vorteil dieser Technologie ist die Messbarkeit
einzelner Gefidlparameter, wie z.B. die Neointimafldche und —dicke iiber den
Streben. Die Bestimmung der Anzahl der unbedeckten Streben bietet zudem die
Moglichkeit, die Einheilung von Stents nach einer Implantation zu bewerten
(Kume et al. 2005; Murata et al. 2010; Tahara et al. 2011). Lediglich die diinne
Endothelzellschicht kann nicht per OCT dargestellt werden, da sie unterhalb des
Auflosungsbereichs liegt (Gutiérrez-Chico et al. 2011). Derzeit bestehen jedoch
Bestrebungen, die axiale Auflosungsgrenze auf unter 1 pm herabzusetzen. Erste
ex vivo Daten des so genannten Micro-OCT deuten auf eine viel versprechende
Weiterentwicklung in diese Richtung hin. Mit diesem Verfahren war es sogar
gelungen, einzelne Entziindungszellen an der luminalen GeféaBseite zu detektieren

(Liu et al. 2011).
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2.5 Therapiemoglichkeiten der Atherosklerose/Koronaren Herz-

krankheit

2.5.1 Perkutane Koronarintervention (PCI)

Die Perkutane Koronarintervention (PCI) oder auch Ballonangioplastie genannt,
ist ein invasives Verfahren, dass zur Erweiterung eingeengter Gefidabschnitte
sowie zur Wiedereroffnung totaler GefidB3verschliisse eingesetzt wird (Zahringer
2006).

Sie wurde erstmals erfolgreich 1977 von Andreas Gruntzig an einem 38 jihrigen
Mann durchgefiihrt (Gruntzig 1978). Aufgrund der stetigen Verbesserungen von
Kathetern und bildgebenden Verfahren sowie der steigenden Erfahrung der
Interventionalisten, sank das Auftreten akuter Komplikationen nach einer
Angioplastie kontinuierlich ab. Dennoch entwickelten 30 bis 50 % der Patienten
eine Wiederverengung (Restenose) innerhalb des behandelten Segments, was
schlieBlich eine erneute Intervention notwendig machte (Bauters et al. 1996;
Hirshfeld et al. 1991; Nobuyoshi et al. 1988).

Bei der Ballonangioplastie wird ein Fithrungsdraht iiber eine Schleuse, welche ein
atraumatisches Einfiihren und Wechseln des Katheters ermoglicht, in das zu
behandelnde GefiB verbracht. Uber ihn kann anschlieBend der Ballonkatheter in
die Stenose vorgeschoben und platziert werden. Durch Inflation des Ballons wird
der atherosklerotische Plaque komprimiert, gesunde GefidBwandanteile {iberdehnt
und so umschriebene Gefaleinrisse in der Intima und der Media hervorgerufen

(Winkhardt 2005).

Zu den hiufigsten Komplikationen nach einer PCI zidhlt die erneute
Wiederverengung des behandelten GefdBabschnittes. Solch eine Restenose kann
durch die elastischen Riickstellkrifte des GefidBBes, Thrombusbildung oder
Proliferation der glatten GefdaBmuskelzellen hervorgerufen werden. Letzteres ist
eine natiirliche Reaktion des Gefilles auf ein Trauma (Lapp und Krakau 2009;
Waller 1989). Nach ihrer Proliferation beginnen die glatten Gefidlmuskelzellen
durch Liicken der teilweise gerissenen inneren elastischen Membran (IEL internal
elastic lamina) in die Intima zu migrieren und extrazellulire Matrix zu bilden.

Dies alles fiihrt letztendlich zu einer Verdickung der Intima (=Intimahyperplasie
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oder ,,Neointima*), deren Ausmal} unter anderem vom Grad der Verletzung
abhéngt. So zeigte sich in Gefdllen mit rupturierter IEL und fokal zerstorter Media
eine signifikant stirkere Neointimabildung als bei GefdB3en mit intakter IEL und
Media (Carter et al. 1999; Karas et al. 1992; Schwartz et al. 1992).

Entwickelt sich eine Restenose innerhalb eines implantierten Stents so spricht

man auch von einer In-Stent-Restenose.

Stentimplantation Neointimabildung

Stentstreben
EEL Plaqueablagerung D
|:> unmittelbar nach nach 1 bis 6
Ballonangioplastie Monaten

stenosiertes

GefaB D
O—

elastische Neointimabildung
Ruckstellkrafte

Abbildung 4: schematische Darstellung der Gefdlreaktion nach alleiniger Ballon-
angioplastie und Stentimplantation (modifiziert nach Rajagopal und Rockson

2003)

2.5.2 Stentimplantation

Bei Stents handelt es sich um endoluminale GefdBprothesen, welche die
GefidBwand abstiitzen und dadurch ein dilatiertes Lumen erweitern (Eberli et al.
2001).

Neben der Erzielung eines groBeren, glatten GefaBlumens wirken sie zudem den
elastischen Riickstellkrdften des behandelten Gefdes nach einer Ballon-

angioplastie entgegen.
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Generell lassen sich zwei Arten von Stents unterscheiden. Die einfachen Bare-
metal Stents (BMS) und die beschichteten Drug-eluting Stents (DES). Letztere
sollen mit Hilfe eines aufgebrachten Medikaments die Intimahyperplasie und
somit die Entwicklung einer In-Stent-Restenose verhindern (Holmes 2001; Lapp

und Krakau 2009; Post et al. 1997).

Abbildung 5: Photographie eines 20 mm langen, expandierten Stentgeriistes

Eindeutige Indikationen fiir eine Stentimplantation sind akute oder drohende
GefiBverschliisse, Restenosen nach konventioneller PCI, Venen-bypassstenosen,
Totalverschliisse sowie ein akuter Myokardinfarkt (Eberli et al. 2001).

Der Gefillzugang kann dabei iiber die A. femoralis, A. brachialis oder A. radialis
erfolgen. Aufgrund ihrer Gréfe und der einfacheren Durchfiihrbarkeit wird jedoch
meist die A. femoralis bevorzugt (Bonzel und Hamm 2009).

Nach dem Legen einer GefidB3schleuse, wird der Fithrungsdraht unter stidndiger
Durchleuchtung in das Koronargefil eingebracht und durch die Stenose
vorgeschoben. Uber den vorgelegten Draht kann nun ein Ballonkatheter bis in die
Verengung vorgefithrt und dilatiert werden (Steffel et al. 2011). Diese
Vordilatation fiihrt zu einer Reduktion des Stenosegrades und ermdglicht somit
ein leichteres Vorschieben und Platzieren des Stents (Bonzel und Hamm 2009;
Eberli et al. 2001). Danach wird der Ballonkatheter entfernt und stattdessen der
Ballonkatheter mit dem Stent bis in die bereits dilatierte Stenose vorgefiihrt,
positioniert und expandiert (Steffel et al. 2011).

Dabei konnen jedoch auch Komplikationen wie GefdBperforationen durch einen
zu grof3 gewihlten Stentdurchmesser, Seitastokklusionen oder Infektionen

auftreten (Eberli et al. 2001).
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dilatierter
Ballonkatheter mit
Stent

vorgeschobener
Ballonkatheter

dilatierter
Ballonkatheter

positionierter Stent

Abbildung 6: schematische Darstellung einer Stentimplantation (modifiziert nach
Boston Scientific 2012)

1. Ballonkatheter wird in die Stenose vorgeschoben, 2. Vordilatation mittels
Ballonkatheter, 3. ein zweiter Ballonkatheter wird in das vordilatierte Gefil3
vorgeschoben und der aufgebrachte Stent entfaltet 4. Position des Stents nach

Entfernung des Katheters

2.5.3 Medikamentose Therapie

Aufgrund der heutigen Revaskularisierungsmoglichkeiten wie Ballonangio-
plastien und Stentimplantationen, spielt die alleinige medikamentdse Therapie der
KHK eher eine untergeordnete Rolle, wohingegen die Privention einen sehr
wichtigen Stellenwert einnimmt (Bestehorn und Roskamm 2004). In diesem
Zusammenhang sind vor allem die Statine zu nennen. Durch die Hemmung der
Hydroxymethylglutaryl-Co-Reduktase vermindern sie die Bildung von korper-
eigenem Cholesterin. Des Weiteren haben sie aufgrund ihrer antioxidativen und
antiinflammatorischen Eigenschaften sowie ihrer Fihigkeit die Bioverfiigbarkeit
an vaskuldrem NO zu erhohen, einen schiitzenden Effekt auf das GefiBBendothel
(Beubler 2011; Bonetti et al. 2003).

Im Gegensatz hierzu besitzen Medikamente, welche unterstiitzend zur Therapie
der KHK eingesetzt werden, eine kardioprotektive Wirkung, indem sie die

myokardiale Sauerstoffbilanz durch eine Verminderung des Sauerstoffbedarfs
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bzw. durch eine Erhohung des Sauerstoffangebots verbessern (Plotz 2007). Dazu
zidhlen u.a. B-Blocker, ACE-Hemmern, Kalziumanatgonisten und Nitrate.

Thrombozytenaggregationshemmer wie die Acetylsalicylsdure (Cyclooxygenase-
hemmer) und Clopidogrel (Adenosindiphosphat-Rezeptor-Antagonist) werden
zum einen priventiv, aber auch nach interventionellen Eingriffen verabreicht
(Balletshofer und Haasis 2006). Da sich das Thromboserisiko, vor allem nach der
Implantation eines medikamentenbeschichteten Stents deutlich erhoht, ist eine
duale antithrombozytire Therapie, bestehend aus Acetylsalicylsdure und
Clopidogrel, fiir jeden Patienten essentiell (Joner et al. 2006). Doch die
langerfristige Anwendung dieser Medikamente birgt auch Risiken wie z.B.
Blutungskomplikationen wihrend und nach einer groBBeren Operation. Aufgrund
der mangelnden Erkenntnisse iiber den genauen  Einheilungsverlauf von
Stentimplantaten, ist auch die optimale Zeitdauer dieser risikobehafteten dualen

antithrombozytidren Therapie bis heute unbekannt.

2.6 Stentsysteme und ihre klinische Bedeutung

Um das Problem der Wiederverengung des Gefdes nach einer alleinigen
Ballonangioplastie zu beheben, implantierte Sigwart 1986 den ersten Koronarstent
in einen Menschen (Sigwart et al. 1987).

Trotz dieses Erfolges wurden sie in den darauf folgenden Jahren, aufgrund der
hohen Rate an akuten Stentthrombosen, duflert zuriickhaltend eingesetzt. Dies
dnderte sich jedoch durch die Weiterentwicklung der Stentdesigns, der
verbesserten Implantationstechnik sowie durch die Optimierung der begleitenden
antithrombozytdren Therapie. Heute werden nun iiber 90 % der koronaren
Ballonangioplastien mit einer Stentimplantation abgeschlossen (Lapp und Krakau
2009).

Die ersten kommerziell vertriebenen Stents waren einfache Metallstents (BMS)
aus rostfreiem Edelstahl. Im Vergleich zur Ballonangioplastie reduzierten sie die
Restenosierung der behandelten Gefde und machten somit die Notwendigkeit
einer weiteren Intervention iiberfliissig (Fischman et al. 1994; Serruys et al. 1994).
Doch auch trotz des Einsatzes von BMS lagen die In-Stent-Restenoseraten immer

noch bei 22 % (Serruys et al. 1994), in komplexen Lésionen, kleinen Gefdllen
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(<3,0 mm), bei Diabetes mellitus erkrankten Patienten oder mehreren
implantierten Stents sogar bei iiber 50 % (Elezi et al. 1998; Kastrati et al. 1997).
Der Durchbruch in der Behandlung koronarer GefidBlerkrankungen kam mit der
Einfiihrung medikamentenbeschichteter Stents (Drug-eluting Stents = DES) im
Jahre 2003 und mit der dadurch verbundenen Reduktion der In-Stent-
Restenoserate auf unter 5 % (Colombo et al. 2003; Holmes et al. 2004).

Die DES der ersten Generation bestanden aus drei Komponenten. Dazu zéhlen 1.
ein konventionelles Metallgeriist (Edelstahl), 2. mit einer Polymerbeschichtung,
welche die Medikamentenabgabe dosiert und 3. ein immunsuppressives,
antikoagulatives, antiinflammatorisches oder antiproliferatives Medikament (Lapp
und Krakau 2009; Zilberman et al. 2010).

Im Gegensatz zu den antiproliferativen Substanzen haben antiinflammatorische
und antikoagulative Medikamente jedoch nur einen geringen Einfluss auf die
Proliferation der glatten GefidBmuskelzellen und somit auf die Entstehung einer

In-Stent-Restenose (Zilberman et al. 2010).
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Abbildung 7: schematische Darstellung des Aufbaus medikamentenbeschichteter
Stents (Querschnitt durch eine Strebe)
1. Medikament (= = s ) ist im Polymer ( ) integriert, 2. Medikament ist von

Polymer bedeckt (,,Top Coat®)

Die ersten kommerziell erhiltlichen Drug-eluting Stents waren der Sirolimus
freisetzende Cypher™ (Cordis) und der Paclitaxel freisetzende Taxus'" (Boston
Scientific).

Diese medikamentenbeschichteten Stents hemmen zwar die Proliferation der

glatten GefdBmuskelzellen und wirken somit einer In-Stent-Restenose entgegen,



2. Hintergrund 24

gleichzeitig kommt es durch sie aber auch zu einer verlangsamten Gefidf3heilung.
Diese duflert sich in Fibrinakkumulationen, einer vermehrten Einwanderung von
Entziindungszellen (Lymphozyten, Makrophagen, Riesenzellen) in die
GefidBwand, einer verzdgerten Re-Endothelialisierung und der damit verbundenen
hohen Anzahl an freiliegenden Stentstreben (Joner et al. 2006; Poon et al. 1996;
Wiskirchen et al. 2004). In diesem Zusammenhang wird angenommen, dass die
antiproliferativen Substanzen, welche eine {iiberschieBende Proliferation der
glatten GefidBmuskelzellen verhindern sollen, auch die Proliferation der
Endothelzellen beeintriachtigen (Losordo et al. 2003). Hierzu haben Studien
gezeigt, dass vor allem Paclitaxel und Rapamycin einen hemmenden Effekt auf
die Re-Endothelialisierung besitzen (Farb et al. 2001; Guba et al. 2002).

Die deutlich verzogerte GefdaBheilung der Drug-eluting Stents stellt dabei einen
bedeutenden Faktor bei der Entstehung einer spiten Stentthrombose dar (Joner et
al. 2006). Aus diesem Grund ist eine langere begleitende duale antithrombozytére
Medikamententherapie nach der Implantation eines Drug-eluting Stents essentiell
(Joner et al. 2006; Lagerqvist et al. 2007). Sie sollte iiber mindestens ein Jahr
gegeben werden, in bestimmten Fillen wie Implantation mehrerer Stents, Stents in
Bifurkationen oder dem linken Hauptstamm auch dariiber hinaus (Heller und
Dangas 2010).

Des Weiteren zeigten Virmani et al. (2004), dass die Polymere dieser Stents bei
empfindlichen Patienten massive Hypersensitivititsreaktionen hervorrufen
konnen, deren Erscheinungsformen vielfiltig sind. Sie reichen von milden bis hin
zu UberschieBenden eosinophilen Entziindungsreaktionen, die mit einer
Zerstorung der Media, Malapposition von Stentstreben und Aneurysmenbildung

einhergehen konnen.

Drug-eluting Stents der zweiten Generation wurden entwickelt, um die Nachteile
der ersten Generation abzuschwiéchen bzw. zu umgehen. Durch die Einfiihrung
solch neuartiger Stentsysteme verfolgte man das Ziel, die Effektivitit in der
Reduktion der Intimahyperplasie beizubehalten und gleichzeitig die Sicherheit in
der Verhinderung der Thromboseentstehung zu erhdhen.

Der Unterschied zu ihren Vorgidngern lag dabei in 1. diinneren Streben und
groferer Flexibilitit durch neue Metallgeriiste (Kobalt-Chrom, Kobalt-Nickel)

(Daemen und Serruys 2007; Turco et al. 2007), 2. in weiterentwickelten
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Polymeren (biodegradierbar oder biostabil) und 3. in den aufgebrachten
Medikamenten (Everolimus, Zotarolimus, Sirolimus, Pimecrolimus, Biolimus
(A9), Tacrolimus) (Zilberman et al. 2010).

Zu den am hédufigsten implantierten Drug-eluting Stents der zweiten Generation
zihlen der Xience V® und der Endeavor® Resolute Stent.

Das Stentgeriist des Xience Ve (Abbott Vascular, Santa Clara, CA, USA) besteht
aus Kobalt-Chrom und ist mit einer diinnen Schicht (100 pg/cm?) des
Medikaments Everolimus (Rapamycin-Derivat) in Verbindung mit einem
biostabilen Polymer (= Fluoropolymer) beschichtet (Ruygrok et al. 2007).

Die Basis des Endeavor® Resolute Stents (Medtronic Inc., Santa Rosa, CA, USA)
bildet der aus einer Kobaltlegierung bestehende Driver® Stent (Medtronic Inc.,
Santa Rosa, CA, USA). Auf ihn wird zusitzlich 160 pg/cm? des Medikaments
Zotarolimus (Rapamycin-Derivat) sowie ein permanentes, biokompatibles
Polymer (BioLinx"™) aufgebracht.

Neben der Verbesserung der Biokompatibilitit sollen die neuartigen Polymere des
Xience V® und Endeavor® Resolute auch zu einer Minimierung der Entziindungs-

reaktionen nach einer Stentimplantation beitragen (Gutiérrez-Chico et al. 2011).

277 Mechanismen der Stenteinheilung in atherosklerotisch

veranderten Gefiflen des Menschen

Bei der Stenteinheilung handelt es sich um eine Wundheilung. Sie ist eine
natiirliche Reaktion des Gefid3es auf eine Verletzung und wird von verschiedenen
chemotaktischen Faktoren, inflammatorischen Cytokinen, Wachstumsfaktoren
und mitotischen Signalen kontrolliert, welche in erster Linie eine Proliferation
und Migration der glatten GefaBmuskelzellen hervorrufen (Virmani und Kolodgie

2011).

Zeitlicher Verlauf der Stenteinheilung nach einer Implantation:
¢ Die initiale Phase ist durch Thrombozytenaggregationen, Ablagerungen
von Fibrin und durch Einwanderung von Entziindungszellen
(Granulozyten und Makrophagen) in die GefiBBwand gekennzeichnet

(Virmani und Kolodgie 2011).
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e Nach 7 Tagen zeigen sich erste Ansammlungen glatter GefaBmuskelzellen
(GMZ) in einer proteoglykanreichen Extrazelluldrmatrix (EZM) sowie
vereinzelte Endothelzellen an der Grenze zum Lumen. Der genaue
zeitliche Verlauf der Proliferation dieser glatter GefdBmuskelzellen,
welche fiir die Entstehung der In-Stent-Restenose verantwortlich sind, ist

bis heute noch ungeklart (Virmani und Kolodgie 2011).

<7 Tage 14-30 Tage

@ Granulozyten

o Thrombozyten

Fibrin

¥ e
A GMZ
. Endothel
@ Macrophagen
kalzifizierter Cholesterol- Stentstreben
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1-3 Monate 6-12 Monate

@® Granulozyten

©  Thrombozyten
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o . ° f
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Abbildung 8: schematische Darstellung des Einheilungsverlaufes eines Stents in

einem atherosklerotisch verinderten Gefafs (modifiziert nach Virmani et al. 2003)
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Die von glatten GefdBmuskelzellen gebildete Extrazelluldrmatrix der
Neointima, welche initial aus Proteoglykanen und Kollagen Typ III
besteht, wird innerhalb von 18 Monaten durch Kollagen Typ I ersetzt
(Grewe et al. 2000; Virmani und Kolodgie 2011).

Die Re-Endothelialisierung des Lumens ist nach ungefihr drei Monaten

abgeschlossen (Farb et al. 1999; Grewe et al. 2000).

Der zeitliche Verlauf mit der eine Stenteinheilung von statten geht, ist von

mehreren Faktoren abhingig:

der Art des implantierten Stents (BMS, DES):

Durch die aufgebrachten Medikamente der Drug-eluting Stents kommt es,
wie in 2.6 beschrieben, zu einer deutlich langsameren GefaBheilung im
Vergleich zu den Bare-metal Stents. Ebenso spielt die Polymer-
beschichtung eine wichtige Rolle. Vor allem bei permanenten Polymeren
kann es zu Hypersensitivitdtsreaktionen mit iiberméBiger Inflammation
kommen, was den Heilungsverlauf negativ beeinflusst.

dem Gesundheitszustand des Gefilles:

Kommen die Stentstreben in einem atherosklerotisch verdnderten Gefal3
direkt iiber einem nekrotischen Kern (NC, necrotic core), kalzifiziertem
oder fibrotischem Plaque zu liegen, weisen sie eine deutlich verzogerte
Einheilung auf. Aufgrund des Mangels an glatten Gefidlmuskelzellen
dieser Gewebe, miissen Zellen aus umliegenden Arealen ,rekrutiert*
werden, um eine neointimale Schicht iiber den Streben bilden zu konnen.
Dieser Vorgang dauert wesentlich langer als bei Streben, die direkten
Kontakt zu gesundem intimalen Gewebe mit reichlich glatten
GefidBmuskelzellen aufweisen (Virmani und Kolodgie 2011).

dem Schweregrad der Verletzung durch den implantierten Stent:

Das Ausmall der Neointimabildung in gestenteten Gefdlen verlduft
proportional zum Verletzungsgrad der Media. Kommt es bei der
Implantation zu einer Penetration des nekrotischen Kerns (NC) durch
einzelne Stentstreben, ist eine gesteigerte Entziindungsreaktion die Folge.
Diese fiihrt wiederum zu einer vermehrten Neointimabildung und somit zu

einer stirkeren Restenosierung des Gefédlles (Farb et al. 2002).
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2.8 Zielsetzung dieser Arbeit

Aufgrund der Reduktion der In-Stent-Restenoserate durch den Einsatz
medikamentenbeschichteter Stents (Drug-eluting Stents = DES), werden
heutzutage vor allem diese in atherosklerotische Lisionen des Menschen
implantiert. Uber den Einheilungsverlauf ist aber bisher nur bekannt, dass er in
solch pathologisch verdnderten Gefdfien deutlich langsamer von statten geht als in
gesunden. Des Weiteren bewirkt auch das aufgebrachte Medikament dieser Stents
eine stark verzogerte GefdBheilung und fiithrt dadurch zu einer zusitzlichen
Steigerung des Thromboserisikos fiir den Patienten.

Im Moment gibt es jedoch noch keine Moglichkeit, den Fortschritt der
Stenteinheilung im Menschen zuverldssig zu beurteilen. Folglich ist die
notwendige Zeitdauer der risikobehafteten dualen antithrombozytiren
Medikamententherapie nach einer Implantation bis heute unbekannt.

Somit waren die Ziele dieser Arbeit:

e die Validierung der Optischen Kohirenztomographie (OCT)
hinsichtlich der Beurteilung der Stenteinheilung durch einen Vergleich
von histologischen Daten mit den entsprechenden préklinischen OCT
Daten.

e die Gegeniiberstellung der priklinischen (nach 28 und 42 Tagen) mit
den klinischen OCT Daten nach 6 Monaten, um so den Fortschritt der
Stenteinheilung der beiden DES mit der Situation im Menschen zu
vergleichen.

e die Etablierung einer Graustufenmessung zur  Gewebe-
charakterisierung mittels OCT. Diese Methode soll ermoglichen, die
Gewebezusammensetzung und den Reifegrad von neu gebildetem
Gewebe iliber dem implantierten Stent zu bestimmen, um damit die
notwendige Dauer einer dualen antithrombozytédren Therapie fiir jeden
Patienten individuell anpassen zu konnen.

e cine zeitlich Abfolge der Einheilung aktueller DES im
atherosklerotischen Tiermodell mittels Histologie und OCT zu
definieren. Ein sekundires Ziel war es, den Einheilungsverlauf dieser
beiden medikamentenbeschichteten Stents untereinander sowie zum

unbeschichteten Bare-metal Stent zu charakterisieren.
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3. Material und Methoden

3.1 Tiermodell

3.1.1 Versuchstiere und Tierhaltung

Als Versuchstiere dienten 25 minnliche New Zealand White (NZW) Kaninchen
(Charles River Laboratories GmbH, Kisslegg, Deutschland). Zu Versuchsbeginn
waren die Tiere 24 Wochen alt und wogen zwischen 3,8 und 4,0 kg. Die Haltung
erfolgte in Einzelkdfigen in einem klimatisierten Raum mit kiinstlicher
Beleuchtung und einem 12 Stunden Tag-Nacht-Zyklus. Wihrend der gesamten
Versuchsdauer konnten die Tiere das pelletierte Futter und Wasser ad libitum zu
sich nehmen. Zudem erhielten sie tdglich eine Handvoll Heu sowie Saftfutter. Es
erfolgte eine tdgliche Kontrolle und eine Protokollierung des Gesundheits-
zustandes der Tiere. Der Antrag auf Genehmigung eines Tierversuchsvorhabens
nach §8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes wurde von der Regierung von Oberbayern
unter der Versuchsnummer AZ 55.2-1-54-2531-29-10 genehmigt.

Von den 25 Kaninchen wurden drei Tiere aus dem Versuch herausgenommen, da
sie eine Belastung widerfahren hatten, die einen sofortigen Abbruch gemifl den
Vorgaben aus dem TV-Antrag notwendig machte. Alle weiteren 22 Tiere
iberlebten die Prozedur und zeigten sich bei gutem Allgemeinbefinden ohne

erkennbare Beeintrachtigungen.

3.1.2 Stentauswahl und Gruppeneinteilung

Fiir diese Studie wurden den Kaninchen medikamentenbeschichtete Drug-eluting
Stents implantiert, die auch routinemifig im Menschen zum Einsatz kommen.
Dabei handelte es sich um den Xience V® (Abbott Vascular, Santa Clara, CA,
USA) und den Endeavor® Resolute Stent (Medtronic Inc., Santa Rosa, CA, USA)
mit permanentem Polymer. Als Kontrolle, inwieweit die aufgebrachten
Medikamente der DES den Einheilungsverlauf beeinflussen, diente der

unbeschichtete Driver® Stent (Medtronic Inc., Santa Rosa, CA, USA).
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In Abhingigkeit vom GefiBBdurchmesser der jeweiligen Arteria iliaca externa
wurden bei vier Tieren der 28-Tages-Gruppe ein 3,0 x 12 mm Stents implantiert
(vier Endeavor® Resolute und vier Driver®). Alle anderen Tiere erhielten 2,5 x 12

mm Stents.

18 Kaninchen wurden aufgrund der Versuchsdauer von 28 und 42 Tagen in zwei
Gruppen unterteilt. Je Gruppe erhielten die Tiere abwechselnd insgesamt sechs
Xience V® und sechs Endeavor® Resolute Stents. Als Kontrolle dienten je
Zeitpunkt sechs Driver® Stents.

Weiteren vier Tieren wurde zur Beurteilung der Endothelialisierung durch
rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen (REM) nach 28 Tagen, drei
Xience V® und drei Endeavor® Resolute Stents implantiert. Auch hier dienten

zwei Driver® Stents als Kontrolle.

22 atherosklerotische

Kaninchen
[ | |
9 Tiere 9 Tiere 4 Tiere
6 Driver® 6 Driver® 2 Driver®
6 EndRes* 6 EndRes* 3 EndRes*
6 Xience V® 6 Xience V® 3 Xience V®
Histologie + OCT REM

+ Graustufenmessung

Abbildung 9: Fliediagramm des Versuchablaufes

* EndRes = Endeavor® Resolute Stent
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3.1.3 Fiitterung einer cholesterinreichen Di:it

Nach einer zweiwochigen Eingewohnungsphase mit Standardfutter (2120,
Altromin, Lage, Deutschland) erhielten die Tiere spezielles 1 %-iges
Cholesterinfutter (1 % Cholesterin + 6 % Erdnussol, 2023 mod., Altromin, Lage,
Deutschland). Nach fiinf Wochen wurde den Tieren eine 0,025 %-ige
Cholesterindidt (0,025 % Cholesterin + 6 % Erdnussol, 2023 mod, Altromin,
Lage, Deutschland) angeboten.

Euthanasie
Denudation Stentimplantation 28 Tage 42 Tage

l L

Wochen |0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Fiitterung 1 % Cholesterin-Di:it 0,025 % Cholesterin-Dit

Abbildung 10: Darstellung des zeitlichen Versuchsablaufs mit Euthanasie der
Tiere 28 bzw. 42 Tage nach Stentimplantation
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3.2 Arterielle Denudation

Eine Woche nach Beginn der Anfiitterung mit 1 %-iger Cholesterindiit erfolgte
bei den Tieren beider Versuchsgruppen eine beidseitige katheterbasierte
Verletzung (Denudation) der Arteria iliaca externa.

Zur Schmerzprivention erhielten sie pridoperativ 0,025 mg/kg KGW
Buprenorphin (Temgesic®, Essex Chemie AG, Luzern, Schweiz) s.c. Die
Narkoseeinleitung erfolgte iiber einen Ohrvenenkatheter mit einem Bolus von
1 %-igem Propofol (,Fresenius®“ Kabi, Bad Homburg, Deutschland).
AnschlieBend wurden die Tiere intubiert, beatmet und die Narkose mittels eines
2 %-igen Propofol-Perfusors (100 mg/kg/h) aufrechterhalten. Die chirurgische
Toleranz und Analgesie konnte durch eine zusitzliche, kontrollierte Gabe von
0,01 mg/kg KGW Fentanyl (DeltaSelect, Dreieich, Deutschland) erreicht werden.
Nach Uberpriifung der volligen Schmerzfreiheit anhand des Zwischen-
zehenreflexes wurde eine ca. 2 cm lange Inzision im linken Halsbereich gesetzt,
die oberfldchlichen Halsmuskeln und Faszien stumpf prédpariert und die tiefe
Halsmuskulatur dargestellt. Anschlieend erfolgte die Durchtrennung der Faszie
der tiefen Halsmuskulatur linksseitig der Trachea und die Priparation der Arteria
carotis communis. Diese wurde vom umgebenden Nervus vagus getrennt und
schlieBlich am proximalen und distalen priparierten Ende angeschlungen. Die
Arteria carotis communis wurde nun mittels eine Mikrodissektionsschere inzidiert
und eine 5 French GefiBschleuse (Radiofocus® Introducer 11, TERUMO®, Tokyo,
Japan) eingebracht. Uber diese konnte ein 4 French Swan-Ganz-Katheter
(ARROW® Balloon Wedge Pressure Catheter, Arrow International, Reading,
USA) eingefiihrt und unter Durchleuchtung iiber den Aortenbogen bis in die
Aorta abdominalis, kurz vor der Aufzweigung der Arteria iliaca communis, gelegt
werden. Nach Anfertigung eines initialen Angiogramms mit 1:1 verdiinntem
Kontrastmittel (Imeron®, Bracco Imaging, Konstanz, Deutschland) wurde die
Schleuse vorsichtig iiber den Aortenbogen geschoben. Der als Fithrung dienende
Swan-Ganz-Katheter konnte danach entfernt und ein 3 French Fogarty®-Katheter
(Edwards Lifesciences™, Irvine, USA) in das distale Ende der Arteria iliaca
externa platziert werden. Zur Denudation des Gefides wurde der Katheterballon
mit ca. 0,1 ml Kontrastmittel gefiillt und zweimal bis zur Bifurkation

zuriickgezogen.
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AnschlieBend wurde diese Prozedur in der kontralateralen Arteria iliaca externa
wiederholt und ein Angiogramm zum Ausschluss einer GefidBdissektion
angefertigt.

Nach Entfernung der Schleuse erfolgte eine permanente Ligatur der linken Arteria
carotis communis sowie ein zweischichtiges Vernihen der Wunde.

Eine Antikoagulation wurde durch die intraoperative Gabe von 150 IE/kg Heparin
(Heparin-Natrium-25000, Merckle GmbH, Blaubeuren, Deutschland) und 40 mg
Aspirin 1.v. (Aspirin i.v., Bayer Schering Pharma AG, Leverkusen, Deutschland)
erreicht. Postoperativ erhielten die Tiere einmalig Buprenorphin (0,025 mg/kg
KGW) s.c.

Abbildung 11: Legen der Gefdschleuse in die Arteria carotis communis als
Vorbereitung zur Denudation

1. Préparation der Arteria carotis communis (Pfeil), 2. nach dem Anschlingen und
der Inzision der Arterie wird die Gefdschleuse (Pfeil) eingefiihrt, 3. Vorschieben
der GefiBschleuse, 4. Fixierung der Schleuse mit einer Backhausklemme und

Einfiihrung des Swan-Ganz-Katheters (Pfeil)
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Abbildung 12: angiographische Aufnahmen zur Darstellung beider externer
Iliakalarterien (Pfeile)

1. vor Denudation weisen die GefidBe einen physiologischen Durchmesser auf

2. nach der Denudation ist der GefdBdurchmesser beider Arterien aufgrund von

Spasmen deutlich verringert

3.3 Stentimplantation

Die Primedikation, Narkoseeinleitung sowie —aufrechterhaltung erfolgte wie
schon bei der Denudation. Unter der gleichen Operationsmethode wurde nun der
GefiBzugang liber die rechte Arteria carotis communis gelegt. Nach Einfiihrung
des Swan-Ganz-Katheters und Anfertigung eines Angiogramms zur Lokalisierung
der atherosklerotischen Gefdverdnderungen beider Iliakalarterien, erfolgte das
Vorlegen des Fiihrungsdrahtes. Uber diesen wurden nun die Stents in den
verdnderten Bereichen platziert und durch Kontrastmittelinflation (8-9 atm) fiir 30
Sekunden aufgedehnt. Zum Ausschluss einer GefidBdissektion oder eines
Aneurysmas wurde ein erneutes Angiogramm angefertigt.

Nach Entfernung der Schleuse erfolgte eine permanente Ligatur der rechten
Arteria carotis communis sowie eine zweischichtige Naht der Wunde.

Postoperativ erhielten die Tiere einmalig Buprenorphin (0,025 mg/kg KGW) s.c.
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Abbildung 13: angiographische Darstellung beider externer Iliakalarterien vor (1.)
und nach (2.) Stentimplantation
1. atherosklerotische Stenosierung (Pfeile)

2. deutliche Lumenerweiterung nach Stentimplantation (Pfeile)

3.4 Blutentnahmen und antithrombozytire Therapie

Zur Bestimmung der Blutparameter wurde den Tieren zum Zeitpunkt der
Futterumstellung auf 0,025 % Cholesterindidt, wihrend der Denudation, der
Stentimplantation und unmittelbar vor der Euthanasie jeweils 2 ml vendses Blut
aus der Vena auricularis lateralis bzw. direkt aus der gelegten Schleuse
entnommen. Sofort nach der Entnahme wurden die Proben zu je 1 ml in
Serumrohrchen gekiihlt gelagert und noch am selben Tag zur Analyse der
Gallensduren zu Idexx (Vet Med Labor GmbH, Ludwigsburg, Deutschland)
versendet sowie zur Bestimmung des Cholesteringehalts in das Himatologielabor
des Deutschen Herzzentrums, Miinchen verbracht.

Um eine Thrombenbildung zu vermeiden, erhielten die Tiere wihrend der ersten
14 Tage nach der Denudation und ab dem Zeitpunkt der Stentimplantation bis
zum Versuchsende, tiglich 40 mg Aspirin (Aspirin Migridne, 500 mg, Bayer
Schering Pharma AG, Leverkusen, Deutschland) per os.
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3.5 Versuchsende

Je nach Versuchsgruppe erfolgte die GefdBentnahme 28 bzw. 42 Tage nach
Stentimplantation. Hierfiir wurden die Tiere mit der oben beschriebenen
Pramedikation und Narkosetechnik narkotisiert und das Abdomen nach Erreichen
der chirurgischen Toleranz entlang der Linea alba eroffnet. Nach Vorverlagerung
des Darmkonvolutes erfolgte die Préaparation der Aorta abdominalis sowie der
Vena cava caudalis. Beide Gefidle wurden nun kranial ligiert und distal der
Ligatur inzidiert, um so eine 6 French Gefdf3schleuse nach kaudal einbringen zu
konnen. Nach Anfertigung eines Angiogramms erfolgte die Euthanasie der
Kaninchen mit 300 mg/kg KGW Pentobarbital-Natrium (Narcoren®, Merial,
Hallbergmoos, Deutschland). AnschlieBend wurden die Gefdfle mit ca. 500 ml
heparinisierter Ringer Infusionslosung gespiilt und in situ per Optischer

Kohérenztomographie (OCT) untersucht.

Abbildung 14: angiographische Darstellung beider externer Iliakalarterien (Pfeile)
direkt nach Stentimplantation (1.) und zum Zeitpunkt der Euthanasie (2.)
1. Lumenerweiterung durch Stentimplantate, 2. erneute Restenosierung beider

GefilBe (mittelgradig bis hochgradig)
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Abbildung 15: Vorbereitungen fiir die OCT Untersuchung zum Versuchsende

1. Prédparation der Aorta abdominalis (Pfeil), 2. Priparation und Anschlingen der
Vena cava caudalis (Pfeil), 3. Angeschlungene Aorta abdominalis (*) und Vena
cava caudalis (Pfeil), 4. Ligatur der Aorta abdominalis (Pfeil), 5. Schieben der
ersten Gefillschleuse in die Aorta abdominalis, 6. Schieben der zweiten

GefiBschleuse in die Vena cava caudalis
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3.6 Untersuchung der GefiaBe mittels Optischer Kohirenz-

tomographie

Bei dem verwendeten OCT Gerit handelte es sich um das nicht-okklusive C7-
XR™ - System (LightLab Imaging Inc., Westford MA, USA) mit einer
automatischen Riickzugsgeschwindigkeit von 20 mm/s und einer axialen
Auflosung von 20 um. Mit Hilfe eines Fiihrungsdrahtes wurde der OCT-C7
Dragonfly™ Katheter (LightLab Imaging Inc., Westford MA, USA) erst in die
linke, spéter in die rechte Arteria iliaca externa vorgeschoben und 1 cm distal des
implantierten Stents platziert. Die OCT Untersuchung erfolgte dann unter Spiilung
mit 20 ml (10 ml/s) heparinisierter Ringer Infusionslosung. Da das Gerit alle
0,2 mm ein Bild (Frame) generierte, konnten von einem 12 mm langem Stent

insgesamt 60 Frames gewonnen werden.

03/02/2010 11:48:36
0001 (1 mm)

<< 54.0 mm, 20.0 mm/sec

<> = >]

Abbildung 16: Darstellung eines gestenteten Gefédlles als Querschnitt = Frame
(obere Abb.) und als Lingsschnitt (untere Abb.) wihrend der OCT Untersuchung
Pfeile markieren das distale und proximale Ende des Stents

* = OCT Katheter

I = Gefillschleuse
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3.7 GefaBentnahme und Fixierung der gestenteten Gefiflsegmente

Im Anschluss an die OCT Untersuchung wurden die gestenteten Gefidlle in situ
mit 10 %-igem gepuffertem Formaldehyd fixiert und freiprapariert. Die
Explantation erfolgte ca. 0,5 cm proximal sowie unmittelbar distal der gestenteten
GefiBabschnitte. AnschlieBend wurden die entnommenen Segmente vorsichtig
vom umgebenen Gewebe befreit, mit 4 %-igem gepuffertem Formaldehyd gespiilt
und bis zur weiteren histologischen Aufarbeitung in 4 %-igem gepuffertem

Formaldehyd fixiert.

3.8 Histologische Aufbereitung der Proben

3.8.1 Methylmetacrylat — Einbettung

Um zu verhindern, dass die Stents wihrend des Zuschneidens zerbrechen, wurden
sie zuvor in Methylmethacrylat (MMA) eingebettet. MMA besitzt den Vorteil
schnell zu polymerisieren und durch seine Festigkeit, im Gegensatz zu Paraffin,
den Stent wihrend des Schneidens sicher zu fixieren.

Zur Einbettung wurde das MMA-Einbettprotokoll nach Milz und Putz (1994)

verwendet.

Tabelle 1: MMA-Einbettprotokoll nach Milz und Putz (1994)

1. Entwisserungsreihe fiir Stentproben

"4 % gepuffertes Formaldenyd 1 Tag
100 % Ethanol 1 Tag
Aceton 1 Tag
Aceton + 100 % Methanol (1:1) 1 Tag

100 % Methanol 3 Tage
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2. Einbettung

MMA + 100 % Methanol (1:1) 3 Tage
1. Wechsel MMA 3 Tage
2. Wechsel MMA 3 Tage

3. Polymerisation

Da MMA die Eigenschaft besitzt Plastik zu zersetzen ist es wichtig, die Proben in
Glasbehiltnissen aufzubewahren. Nach dem zweiten MMA-Wechsel wurden die
Proben in einem stets frisch angesetztem MMA-Polymerisationsgemisch
eingebettet. Unmittelbar danach wurden sie in einen Dessikator verbracht und mit
Hilfe einer Vakuumpumpe (Laboport; KNF Neuberger; Freiburg, Deutschland)
fiir 10 Minuten unter Vakuum gesetzt. Anschlieend erfolgte die Aushértung der

Proben fiir 3 - 4 Tage in einem Wirmeschrank (37 °C).

3.8.2 Anfertigung von histologischen Schnitten

Nach Aushirtung des Methylmetacrylats wurden die Glasformen zerschlagen, die
Proben mit Hilfe einer Bandsige (metabo BAS317 Precision; Metabowerke
GmbH, Niirtingen, Deutschland) in rechteckige Blocke (Kantenldnge ca. 1 cm x 3
cm) gesigt und anschlieBend mit Cyanolit® Kleber (Typ 201, Biirklin,
Oberhaching, Deutschland) auf einer Rundhalterung fixiert.

Die Anfertigung der 5 um diinnen Schnittprdparate pro Schnittebene erfolgte
unter Verwendung eines Grof- und Hartschnittmikrotoms (SM2500, Leica
Microsystems GmbH, Nussloch, Deutschland) in Verbindung mit einem
speziellem Hartmetallmesser (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland).
Der Abstand zwischen den einzelnen Schnittebenen betrug 1000 um und wurde
mit Hilfe einer Innenlochsidge (Sdgemikrotom SP1600, Leica Microsystems
GmbH, Nussloch, Deutschland) bewerkstelligt. Pro Stent wurden insgesamt 9
Schnitte angefertigt, die gleichformig iiber die Linge des Stent verteilt waren.
Nachdem die Schnitte auf Objekttriger (Superfrost® Plus, Thermo Scientific,
Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig, Germany) aufgebracht, mit 70 %-igem

Ethanol geglittet und mit selbst hergestelltem Haupt's Adhédsions Reagenz fixiert
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wurden, erfolgte die Trocknung der Proben bei 60 C° fiir 24 Stunden im

Wirmeschrank.

prox 1

= | prox 2

- | prox 3

= | mid1

- | mid 2

mid 3

= | dist1l

- | dist2

- | dist3

Abbildung 17: ein in MMA eingebettetes gestentetes Gefdll mit den neun Schnitt-
ebenen (proximal 1-3; mid 1-3; distal 1-3)

3.8.3 Modifizierte Movat-Pentachrom-Fiarbung

Um die Proben beziiglich ihrer morphometrischen Parameter auswerten zu
konnen, wurde jeweils ein Schnitt pro Ebene nach der modifizierten Movat-
Pentachrom-Fiarbung angefdrbt. Die Durchfithrung erfolgte nach folgendem
Protokoll:

Tabelle 2: Movat-Pentachrom Férbeprotokoll

1. Entplastinieren und Rehydrieren

Xylol iber Nacht bei Raumtemperatur
2 - Methoxyethylacetat 30 min.

100 % Ethanol 2x 10 min.

96 % Ethanol 2x 10 min.

70 % Ethanol + 1 % HCL 10x dippen

Waschen in warmen Leitungswasser (36 °C)  3x
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2. Farbung

Alcian Blau*

Waschen in heiflem Leitungswasser (70 °C)
Working Hematoxylin-Losung*

Waschen in warmen Leitungswasser (36 °C)
2 % FeCls*

Waschen in warmen Leitungswasser (36 °C)
5 % Natriumthiosulfat™®

Waschen unter laufendem Leitungswasser
Spiilen in Aqua dest.

Woodstain Scarlet Working Solution*
Waschen in Aqua dest.

0,5 % Essigsidure*

5 % Phosphowolframsédure*

Waschen in Aqua dest.

0,5 % Essigsdure*

Schnitte abtropfen lassen

96 % Ethanol

100 % Ethanol

100 % Ethanol

Alkoholische Safran-Losung*

30 min.
3x

20 min.
3x

30 sek.
3x

1 min.

1,5 min.
Ix

20 min.
5x dippen
10x dippen
5 min.

2x dippen
8 sek.

1 min.
1 min.
1 min.

25 min.

3. Dehydrieren

2x 100 % Ethanol
2x Xylol

jeweils 15x dippen
jeweils 15x dippen

* Losungen wurden selbst hergestellt
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3.8.4 Hamatoxylin-Eosin-Fiarbung

Zur Beurteilung der Einheilungsparameter wurde pro Schnittebene jeweils ein

histologisches Priparat mit Himatoxylin-Eosin (H&E) angefirbt.

Tabelle 3: H&E Farbeprotokoll

1. Entplastinieren und Rehydrieren

Xylol iiber Nacht bei Raumtemperatur
2 - Methoxyethylacetat 30 min.

100 % Ethanol 2x 10 min.

96 % Ethanol 2x 10 min.

70 % Ethanol + 1 % HCL 10x dippen

Waschen in warmen Leitungswasser (36 °C)  3x

2. Farbung

Mayers Hematoxylin 36 min.
Waschen in heilem Leitungswasser (70 °C)  3x
Ammoniumwasser* 15x dippen
Waschen in warmen Leitungswasser (36 °C)  4x

Eosin Y/Phloxine B Working Solution* 3 min.

3. Dehydrieren

2 x 96 % Ethanol jeweils 15x dippen
2 x 100 % EtOH jeweils 15x dippen
2 x Xylol jeweils 15x dippen

* Losungen wurden selbst hergestellt

Zum Schluss wurden alle Proben mit Eukitt® (quick-hardening mounting medium,
FLUKA, Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland) eingedeckt und zwei

Tage bei Raumtemperatur getrocknet.
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3.9 Histopathologische Auswertung

Fiir die morphometrische Auswertung (Abb. 18) wurden alle Movat-Pentachrom
gefdrbten Schnitt-Priparate zuerst mit Hilfe eines Mikroskops mit integrierter
Kamera (BX41, Olympus, Hamburg, Deutschland) abphotographiert und
anschliefend mit dem Cell*F-Programm (Cell*F Software, Olympus, Hamburg,
Deutschland) vermessen.

Die Messung der Lumenfliche erfolgte, indem eine Linie (—) entlang der
Grenze zwischen Lumen und GefiBBwand gezogen wurde. Auf diese Art wurde
auch die Fliche innerhalb der Lamina elastica externa (EEL) ermittelt (—).
Aufgrund der teilweise rupturierten Lamina elastica interna (IEL), konnte die
Flache innerhalb der IEL nicht immer eindeutig identifiziert und nachverfolgt
werden. Somit wurde, bei fehlender IEL, eine gerade Linie zwischen den
AuBenkonturen der Stentstreben gezogen (—). Als nidchstes konnte durch die
Verbindung der Innenkonturen der einzelnen Stentstreben die Stentfliche ()
ermittelt werden.

Mit Hilfe dieser gemessenen Parameter wurde nun die Neointimafliche (Fliche
der IEL - Lumenfldche) sowie die prozentuale Stenose [(Neointimafldche/Fliche
der IEL)*100 %] berechnet.

Fiir die Messung der mittleren Neointimadicke iiber den einzelnen Stentstreben
(weille Pfeile) wurde der Abstand zwischen der Lumengrenze und der luminal
gerichteten Strebenseite bestimmt. Zusitzlich konnte durch die Messung der
Abstinde von der IEL (bzw. Linie zwischen den AuBlenkonturen der Streben) zur
Lumengrenze zwischen den einzelnen Streben, die mittlere Neointimadicke
zwischen den Streben (schwarze Pfeile) ermittelt werden. Aus den Werten der
beiden letztgenannten Parametern errechnete sich dann die mittlere Gesamt-
neointimadicke mit der Formel: [(mittlere Neointimadicke iiber den Streben +

mittlere Gesamtneointimadicke zwischen den Streben)/2].
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Abbildung 18: Movat-Pentachrom geférbte histologische Schnittprédparate
1. natives Priparat (* = Plaqueablagerungen); 2. mit eingezeichneten morpho-

metrischen Messungen

Plaqueablagerungen und Mineralisierungen innerhalb der GefdBwinde wurden
optisch vom umliegenden Gewebe abgegrenzt, umfahren und deren Fliche vom

Cell"F-Programm automatisch berechnet.

Abbildung 19: Movat-Pentachrom gefédrbte histologische Schnittpriparate zur

Darstellung der Messung der Plaqueablagerungen und Mineralisierungen
1. Plaqueablagerung mit eingeschlossenen Cholesterinkristallen (Pfeile)

2. herdférmige Mineralisierung in der Media
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Da es anhand des OCT nicht moglich ist, die Lamina elastica interna vom
umliegenden Gewebe abzugrenzen, mussten fiir den direkten Vergleich zwischen
Histologie und OCT noch zwei weitere Parameter eingefiithrt werden. Dabei
handelte es sich um die Neointimafliache (Stentfliche — Lumenfliche) und die
prozentuale Stenose [(Neointimafliche/Stentfliche)*100], welche beide noch

mal zusitzlich anhand der Stentfldche ermittelt wurden.

Die Beurteilung der Einheilungsparameter erfolgte anhand der H&E-gefirbten
Schnitte. Hierbei interessierten insbesondere die Parameter Fibrin, Riesenzellen
und Inflammation (neutrophile und eosinophile Granulozyten). Alle Stentstreben

die Fibrin und Riesenzellen aufwiesen wurden gezihlt und daraus der prozentuale

Anteil berechnet. Die Bewertung der Inflammation erfolgte anhand eines Scores

(Tab. 4).

Abbildung 20: H&E gefirbte
Schnittpriparate zur Beurteilung der
Einheilungsparameter

1. Fibrin (*) stellt sich pink dar

2. mehrkernige Riesenzelle (Pfeil)

3. massive, fokal-akzentuierte
Ansammlung von Entziindungszellen

(neutrophile Granulozyten)
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Tabelle 4: Score-Tabelle zur Beurteilung der Inflammation (modifiziert nach

Carter et al. 2004)

Inflammation Score

0 keine Entziindungszellen vorhanden
1 es sind vereinzelt Entziindungszellen vorhanden
2 einige Streben weisen deutliche Entziindungszell-

ansammlungen auf

3 massive Entziindung aller Streben

Einen weiteren wichtigen Parameter zur Beurteilung der Stenteinheilung stellte
der RUTSS Score (Ratio of Uncovered to Total Stents Struts) dar. Hierfiir wurden
alle von Gewebe bedeckten sowie unbedeckten Streben ausgezidhlt und der
RUTSS Score mit der Formel: Anzahl der unbedeckten Streben/Anzahl aller
Streben, berechnet. Je mehr er sich ,,1 annédherte, desto mehr Stentstreben lagen
frei. Folglich konnte mit Hilfe dieses Scores das Verhiltnis zwischen den
freiliegenden und bedeckten Stentstreben bestimmt und somit die Hohe des

Thromboserisikos abgeschitzt werden.

3.10 Auswertung der OCT Aufnahmen und Korrelation mit

histologischen Schnitten

Die Auswertung der OCT Aufnahmen erfolgte mit Hilfe der OCT System
Analysis Software (LightLab Imaging, Westford, MA, USA) und des OCT
Standard Operating Procedure 4.0 (Imaging Core Laboratory, ISAResearch
Center, Deutsches Herzzentrum und 1. Medizinische Klinik, Klinikum rechts der
Isar, Miinchen, Deutschland). Mit der Messung wurde, nach einer manuellen
Kalibrierung, bei dem ersten Bild (Frame) begonnen, das eine ausreichende
Kontinuitdt an Stentstreben aufwies. Anschliefend konnte jeder fiinfte der
insgesamt 60 Frames/Stent begutachtet und hinsichtlich Lumenfléche,
Stentfliche, Anzahl unbedeckter Streben und Neointimadicke iiber den Streben

untersucht werden (Abb. 21). Da die Auflésung des verwendeten OCT Gerites
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20 um betrdgt, musste dieser Wert bei der Messung der Neointimadicke iiber den
einzelnen Stentstreben beriicksichtigt werden. Folglich wurden Streben mit einer
Neointimadicke unter 0,02 mm als unbedeckt, iiber 0,02 mm dementsprechend als
bedeckt angesehen.

Am Ende konnte mit den ermittelten Daten, analog zur Histologie (Kapitel 3.9),
die Neointimaflache, die prozentuale Stenose sowie der RUTSS Score berechnet

werden.

A Lumen Area: 2.51mm?
Mean Diameter: 1.78mm
Min: 1.65mm, Max: 1.91mm
B Stent Area: 3.97mm?
Mean Diameter: 2.25mm
Min: 2.21mm, Max: 2.29mm
C Thickness: 0.36mm
D Thickness
E Thickness: g
F Thickness: 0.27mm
G Thickness: 0.23mm
H Thickness: 0.22mm

Q Thickness: 0.35mm
R Thickness: 0.37mm
S Thickness A B: Min=0.04 mm; Mean=0,
T %AS: AB =36.8%

Abbildung 21: mit der OCT System Analysis Software ausgemessener OCT
Frame
A=Lumenfliche; B=Stentfliche; C bis R= Neointimadicke iiber den einzelnen

Stentstreben; S=mittlere Neointimadicke; T=prozentuale Stenose

Zur Bewertung der Zuverldssigkeit und Genauigkeit der OCT Untersuchung
wurden in einem zweiten Schritt einige OCT Frames mit den entsprechenden
histologischen Schnitten korreliert. Als Anhaltspunkte hierfiir dienten zum einem
der Abstand vom proximalen Stentende, die Anzahl und Verteilung der
Stentstreben in der Arterienwand, Seitastabginge sowie die Neointimadicke.

AnschlieBend wurden die gemessenen Parameter der abgeglichenen OCT Frames
den Parametern der histologischen Schnitte gegeniibergestellt und die

entsprechenden Korrelationskoeffizienten berechnet.
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Abbildung 22: Gegeniiberstellung eines Movat-Pentachrom gefirbten
histologischen Schnittes (links) mit dem entsprechenden OCT Frame (rechts);

die Pfeile markieren freiliegende Stentstreben

Um die Verteilung der freiliegenden Streben innerhalb der Stents und somit die
Homogenitidt der Einheilung besser beurteilen zu kdnnen, wurden so genannte
»dpread out vessel“ Graphiken angefertigt. Hierfiir wurde jedem Strut pro OCT
Frame, ausgehend von dessen Lage, ein Winkel (0° bis 360°) zugeteilt und dieser
dann graphisch in einem Punktediagramm dargestellt (Abb. 23). Dabei erhielten

unbedeckte Streben eine rote, bedeckte eine blaue Farbe.
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Abbildung 23: Spread out vessel Graphik eines Drug-eluting Stents
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3.11 Rasterelektronenmikroskopische  Untersuchung der

gestenteten GefiaBsegmente

Acht Stents von vier Tieren wurden 28 Tage nach Implantation einer
rasterelektronenmikroskopischen Untersuchung (REM) der Stentoberfliche
unterzogen, um die Re-Endothelialisierung der Gefidlle beurteilen zu konnen. Die
Stents verteilten sich folgendermalien: zwei Driver®, drei Xience V® und drei
Endeavor® Resolute Stents.

Die gestenteten Gefidllsegmente wurden nach der Entnahme in 4 %-igem
gepuffertem Formaldehyd an ein externes Labor (CVPath Institute, Inc.,
Gaithersburg, USA) versendet, wo die weitere Aufbereitung der Proben nach
unten genanntem Protokoll sowie die rasterelektronenmikroskopischen

Aufnahmen erfolgten.

Tabelle 5: Protokoll von CVPath Institute, Inc., Gaithersburg, USA zur
Aufbereitung der REM Probe

Waschen in PBS 3x 1545 min.
1 % Osmium 3045 min.
Waschen in Leitungswasser 3x 1545 min.
50 % Ethanol 1545 min.
70 % Ethanol 1545 min.
95 % Ethanol 1545 min.
100 % Ethanol 4x 1545 min.

Kritischer-Punkt-Trockner (CPD)

Nach der Trocknung der gestenteten GefdBproben im Kritischen-Punkt-Trockner
(CPD 030, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany), wurden sie

longitudinal aufgeschnitten und die luminale Seite mit Gold bespriiht.

Bei 15facher VergroBerung wurden zunichst Ubersichtsaufnahmen angefertigt

und anschliefend Detailaufnahmen in 50 - 600 facher Auflosung (Variable
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Pressure Scanning Electron Microscope S-3600N, Hitachi Ltd. Corporation,
Tokio, Japan) aufgenommen.

Diese wurden schlieBlich in digitaler Form von CVPath Institute, Inc.,
Gaithersburg, USA {iibermittelt und anhand des Cell*F-Programms (Cell'F
Software, Olympus, Hamburg, Deutschland) ausgewertet.

Durch Messung der Flache der freiliegenden (Pfeil) und der endothelialisierten
Stentstreben  (gestrichelter Pfeil) konnte der prozentuale Anteil der
Endothelialisierung berechnet und somit die Endothelialisierung der einzelnen

Stentmodelle vergleichend beurteilt werden (Abb. 24).

Xience V® Driver®

Abbildung 24: Bewertung der Endothelialisierung 28 Tage nach Stentimplantation
anhand rasterelektronenmikroskopischer Aufnahmen (x15 und x600)

Pfeile: unbedeckte Stentstreben

Gestrichelte Pfeile: von Endothel bedeckte Stentstreben

Die 600-fache VergroBerung des Endeavor® Resolute (oben links) zeigt eine
unbedeckte Strebe (Pfeil) mit anhaftenden Entziindungszellen und Fibrin (*)

Die 600-fache VergroBerung des Driver® (oben rechts) lisst durchgehend

Endothelzellen erkennen
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3.12 Etablierung einer Graustufenmessung zur Gewebe-

charakterisierung mittels OCT

Wie bereits erwihnt, eignet sich das OCT zur Bewertung von morphometrischen
Parametern und der Stenteinheilung. Beziiglich der Zusammensetzung sowie des
Reifegrades von Geweben iiber und zwischen den Stentstreben, erlaubt es jedoch
keine Aussage. So kann es vorkommen, dass Streben welche zwar von
neointimalem Gewebe bedeckt sind als gut eingeheilt angesehen werden, in
Wahrheit aber von unreifer, thrombogener Neointima umgeben sind.

In diesem Zusammenhang wird eine gesunde Neointima von Farb et al. (1999)
und Virmani et al. (2003) als ,,reich an glatten Gefid3muskelzellen* und eine in der
Heilung verzogerte Neointima als ,,proteoglykanreiche Matrix mit einem Mangel
an glatten GefidBmuskelzellen* bezeichnet.

Ein Ziel dieser Arbeit war es, durch die Etablierung einer Graustufenmessung, das
luminal liegende Gewebe iiber den Streben zuverléssig als verheilt (,,reif*) oder
unreif charakterisieren zu kdnnen.

Hierzu wurde eine Auswahl an H&E-gefidrbten Schnitten, die reife und unreife
neointimale Anteile aufwiesen, den exakt korrespondierenden OCT Frames
gegeniibergestellt. Der entsprechende OCT Frame wurde nun mit Hilfe der
Adobe® Photoshop® CS4 Software (Adobe Systems GmbH, Miinchen,
Deutschland), zur besseren Unterscheidbarkeit der einzelnen Gewebeschichten, in

Graustufen umgewandelt (Abb. 25).
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Abbildung 25: Korrelation von
Histologie mit OCT zur Messung der
Graunmittelwerte

1. und 2. Gegeniiberstellung eines
H&E-gefirbten histologischen
Schnittes mit dem entsprechenden
OCT Frame

3. Umwandlung des OCT Frame in

ein Graustufenbild zur Messung der

Graunmittelwerte

Die Messung selbst erfolgte ebenfalls mit diesem Programm. Nach einer
Helligkeitsanpassung jedes einzelnen OCT Frames konnten die Bereiche, welche
zuvor anhand der histologischen Schnitte als ,reif* oder ,,unreif* identifiziert
wurden, umfahren werden (Abb. 26). Das Programm errechnete danach
automatisch den Graumittelwert fiir jedes einzelne Areal. Insgesamt wurden auf
diese Art und Weise 177 Areale von 11 Tieren vermessen und aus den erhaltenen
Werten eine Receiver-Operating-Characteristic (ROC) Kurve erstellt sowie der
Cut-Off Wert berechnet. Mit Hilfe dieses Wertes und der ROC Kurve konnte
bestimmt werden, bei welchen Graumittelwerten es sich mit einer x %-igen

Spezifitdt und einer x %-igen Sensitivitit um reifes neointimales Gewebe handelt.
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Abbildung 26: Gegeniiberstellung von H&E-gefirbten histologischen
Vergroerungen (x 20) (1. und 2.) mit den entsprechenden, in Graustufen
umgewandelten OCT Ausschnitten (3. und 4.)

1. und 3.: —— zeigt unreife, proteoglykanreiche Neointima; ¢----) zeigt reife
Neointima mit glatten GefaBmuskelzellen

2. und 4.: Ausschnitte stellen reife Neointima mit glatten GefiBmuskelzellen dar

3.13 Humane OCT Daten

Ein Ziel dieser Arbeit war es, den Einheilungsverlauf von Drug-eluting Stents im
atherosklerotischen Tiermodell mit der Situation im Menschen zu vergleichen. Zu
diesem Zweck wurden humane OCT Daten von 12 Patienten, welche an einer
Studie (Clinical Trial Registration: NCT NCTO01230723) des Deutschen
Herzzentrums Miinchen teilgenommen haben, erhoben. Jeder Patient mit einer
stabilen Koronarerkrankung und ohne Anzeichen akuter Symptome, erhielt 1:1
randomisiert entweder einen Xience V® oder einen Endeavor® Resolute Stent. Bei
den gestenteten Koronargefidflen handelte es sich um unbehandelte (naive) Gefille

mit einer nach AHA Klassifizierung Typ A oder B1 einfachen atherosklerotischen
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Lision. Dies bedeutet, dass die Stents, wie auch bei den Kaninchen,
ausschlieBlich in gerade, nicht thrombosierte Gefifle ohne Bifurkationen
implantiert wurden.

Im Zuge der Follow-up Koronarangiographie sechs Monate nach Stent-
implantation, erfolgte die OCT Untersuchung mit dem nicht-okklusiven C7-XR™
FD-OCT Imaging System (LightLab Imaging, Westford, MS, USA). Hierbei
handelte es sich um das gleiche System, dass auch bei den Kaninchen angewendet
wurde.

Die Vermessung der einzelnen Frames wurde, analog zu den Kaninchen, mit Hilfe
der OCT System Analysis Software (LightLab Imaging, Westford, MA, USA)
und gemidB dem OCT Standard Operating Procedure 4.0 (Imaging Core
Laboratory, ISAResearch Center, Deutsches Herzzentrum and 1. Medizinische

Klinik, Klinikum rechts der Isar, Miinchen, Deutschland) durchgefiihrt.

Nachdem die Graustufenmessung zur Gewebecharakterisierung mittels OCT im
Tiermodell etabliert werden konnte, wurde sie in einem zweiten Schritt auch auf
humane OCT Frames angewendet.

Hierfiir wurden 22 OCT Frames von fiinf Patienten herangezogen, um die
Graumittelwerte der Gewebeareale iiber den Stentstreben zu bestimmen. Nach
Messung von 66 Gewebearealen und der Berechnung aller Graumittelwerte,
konnten diese nun dem zuvor im Tiermodell errechneten Cut-Off Wert

gegeniibergestellt und so die Art des Gewebes bestimmt werden.

3.14 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung aller Daten erfolgte mit dem Programm IMP®
(Version 9.0.0, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) und MedCalc® (MedCalc
Software, Version 12.3.0., Mariakerke, Belgien). Als deskriptive Statistiken zur
Beschreibung der Lage und Streuung wurden fiir die stentbezogenen Mittelwerte
der interessierenden Parameter Durchschnittswerte + Standardabweichungen
angegeben.

Eine Uberpriifung aller Parameter hinsichtlich signifikanter Abweichungen von

der Normalverteilungsannahme wurde durch den Shapiro-Wilk—W-Test
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vorgenommen. Bei nicht normal verteilten Werten kam, je nach Anzahl der
Vergleichsgruppen, der nicht-parametrische  Kruskal-Wallis  Test  (>2
Vergleichsgruppen) bzw. der Mann-Whitney U (2 Vergleichsgruppen) zum
Einsatz. War der globale Test auf Gruppenheterogenitiit mittels Kruskal-Wallis
Test signifikant, erfolgten paarweise post-hoc Vergleiche ebenfalls mittels Mann-
Whitney U Test. Fiihrte der Shapiro-Wilk-W-Test nicht zur Ablehnung der
Nullhypothese (Vorliegen normalverteilter Daten), kam als inferenzstatistisches
Auswertwertverfahren fiir den Vergleich von mehr als zwei Gruppen die einfache
Varianzanalyse (ANOVA: analysis of variance) zum Einsatz. Bei Zwei-
Gruppenvergleichen bzw. im Falle signifikanter ANOVA-Omnisbustests wurde
der Student t-Test angewendet.

Fiir alle statistischen Tests wurde ein zweiseitiges Signifikanzniveau von 5% zu
Grunde gelegt. Aufgrund der Komplexitit der Fragestellung und der daraus
resultierenden Vielzahl an statistischen Vergleichs- und Zusammenhangs-
untersuchungen, konnte der Problematik des multiplen Testens (Erhéhung der
Wahrscheinlichkeit eines Fehlers 1. Art mit zunehmender Anzahl durchgefiihrter
Tests) nicht effizient Rechnung getragen werden. In Anlehnung an Savilles (1990)
Vorschlag eines praktikablen Umgangs mit dem multiplen Testproblem, wurden
alle durchgefiihrten Vergleiche vollstindig offen gelegt, um eine informelle
Adjustierung der berichteten p-Werte im Zuge der Ergebnisinterpretation zu
ermoglichen.

Die Uberpriifung der Ubereinstimmung von OCT Daten mit den entsprechenden
histologischen Daten erfolgte deskriptiv mittels Bland-Altman-Plots unter Angabe
des mittleren systematischen Fehlers (Bias) und der 95% Ubereinstimmungs-
grenzen (limits of agreement), welche den Wertebereich angeben, in dem mit
95%-iger Wahrscheinlichkeit Einzelabweichungen zwischen OCT- und
Histologiemessungen erwartet werden konnen. Bei diesen Auswertungen wurde
dem Gegenstand wiederholter Messungen je Individuum (mehrere Frames pro
Stent) Rechnung getragen (Bland und Altman 2007).

Weiterfithrend wurden, um die Stirke des Intra-Individuellen Zusammenhangs
zwischen OCT- und Histologiemessungen zu quantifizieren, partielle
Korrelationskoeffizienten berechnet (Bland und Altman 1995). Die statistische

Auswertung erfolgte unter beratender Hilfestellung des Instituts fiir Medizinische
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Statistik und Epidemiologie des Klinikums rechts der Isar der Technischen

Universitdt Miinchen (Diplom Statistiker Dr. rer. nat. Tibor Schuster).
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4. Ergebnisse

4.1 Praklinische Daten

4.1.1 Blutparameter

Im Zuge der Fiitterung mit der cholesterinhaltigen Diét zeigten alle Tiere einen
kontinuierlichen Anstieg des Plasma-Cholesterins bis zur Denudation und einen
leichten Abfall zum Zeitpunkt der Futterumstellung. Mit Wechsel auf die Nieder-
Cholesterindidt stieg der Cholesterinspiegel wieder an und erreichte seinen
Hohepunkt 13 Wochen nach Fiitterungsbeginn. Die Tiere aus der 42-Tages
Gruppe wurden noch 14 Tage ldanger (insgesamt 15 Wochen) gefiittert wobei der
Cholesterinwert wieder etwas abfiel (Abb. 27). Die Konzentrationen der
Gallensduren stiegen bis zur Umstellung auf die Nieder-Cholesterindiét stetig,
sanken zum Zeitpunkt der Implantation kurz ab und erreichten, wie auch die
Cholesterinwerte, ihren Hohepunkt nach 13 Wochen, wobei der Gehalt zum

Zeitpunkt der Euthanasie nach 42 Tagen nicht untersucht wurde (Tab. 6).

Tabelle 6: Plasmaparameter der Kaninchen zu unterschiedlichen Zeitpunkten

Denuda- Futter- Implan- Eutha. Eutha.

tion umstellung tation 28 Tage 42 Tage

Cholesterin 9274380 878+626  973+425 12444846  888+299
mg/dl

Gallenséduren 7+6 20+10 14+11 30+20 n.u.
umol/l

n.u. = nicht untersucht
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Abbildung 27: graphischer Verlauf der Plasma-Cholesterinwerte mit einfachen
Standardabweichungen (es sei zu beachten, dass die Plasma-Cholesterinwerte
nicht zu dquidistanten Messzeitpunkten erhoben wurden, so dass die abgebildeten
Mittelwertanstiege nur unter Beriicksichtigung des jeweils gegebenen Zeit-

intervalls interpretiert und verglichen werden konnen.)

Abbildung 28: makroskopisch sichtbare Lipdmie zum Zeitpunkt der Euthanasie
42 Tage nach Stentimplantation
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4.1.2 Histologische Ergebnisse nach 28 Tagen

4.1.2.1 Morphometrie

Nach Messung der morphometrischen Parameter (Tab. 7) wies der Xience V®
deutlich niedrigere Werte bei den Fldachen innerhalb der EEL und IEL sowie der
Stentfldche auf als die beiden anderen Stents. Beziiglich der Lumenfldche lief er
signifikant geringere Wert gegeniiber dem Endeavor® Resolute erkennen.

Des Weiteren entwickelte der Driver® Stent eine deutlich groBere
Neointimafliche (IEL) im Vergleich zu den medikamentenbeschichteten Stents.
Bei der Neointimaflidche (Stentfldche), der prozentualen Stenose (Stentfliche) und
der mittleren Gesamtneointimadicke unterschied er sich jedoch nur vom Xience
V® Stent signifikant.

Die GroBe der Plaquefliche und der Mineralisierung war bei allen drei

untersuchten Stents nahezu identisch.

Tabelle 7: Vergleich der histomorphometrischen Parameter der einzelnen Stents

28 Tage nach Implantation

Driver® Xience V® Endeavor” p - Wert
Resolute
Fliche innerhalb der ~ 7.3x1,1  6,3:04  7,6£04  0,014*

EEL, mm?
Fléiche innerhalb der 5,120.,6 35404  53:1,0 0,083
IEL, mm?2
Lumenfldche, mm?2 3,4+0,8 2,7+0,3 4,0+1,1 0,0353t
Stentfldche, mm?2 4,2+0,5 3,0+£0,3 4,5+0,9 0,006"‘:{E
Neointimafldche 1,7+0,3 0,8+0,3 1,2+0,4 0,001>I<+i
ermittelt anhand der
IEL, mm?2
Neointimafliche 0,8+0,4 0,3£0,2 0,4+0,3 0,028*

ermittelt anhand der

Stentfliche, mm?
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Weiterfiihrung der Tabelle 7

% Stenose ermittelt 33,4+8.4 23,1+5,9 24,5+10,3 0,103

anhand der IEL

% Stenose ermittelt 19,9+10,8 9,24+6,8 10,8+9,1 0,031*
anhand der Stentfliche

Neointimadicke uiber 0,14+0,07 0,06+0,04  0,08+0,06 0,130

den Streben, mm

Neointimadicke zw. 0,21+0,09 0,12+0,04  0,15+0,07 0,114

den Streben, mm

Mittlere Gesamt- 0,17+0,07 0,09+0,04  0,12+0,06  0,031*
neointimadicke, mm

Plaquefliche, mm? 1,814 1,1+0,3 1,2+0,7 0,372

Mineralisierung, mm? 0,01+0,01 0,02+0,02  0,05+0,07 0,324

* Driver® vs. Xience V®; *Driver® vs. Endeavor® Resolute; * Xience V® vs.

Endeavor® Resolute

4.1.2.2 Einheilungsparameter

Alle drei Stents wiesen signifikant unterschiedliche Werte im Hinblick auf das
Vorkommen von Fibrin auf (Tab. 8). Wihrend beim Driver® nur 2,2 % der
Streben Fibrinansammlungen erkennen lieen, waren es beim Endeavor® Resolute
28,4 % und beim Xience V® 55,5 %. Im Gegensatz hierzu zeigte der Xience A
eine signifikant geringere Anzahl an Streben mit Riesenzellen als die beiden
anderen Stents. Beim Inflammationscore wies der Driver® die deutlich hochsten
Werte auf. Des Weiteren hob er sich mit seinem niedrigen Anteil an unbedeckten

Stentstreben (RUTSS) signifikant von den anderen beiden Stents ab.
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Tabelle 8: Vergleich der Einheilungsparameter der einzelnen Stents 28 Tage nach

Implantation
Driver® Xience V® Endeavor” p - Wert
Resolute

"% Strebenmit  22+#34 5553243  284+27,0  0,002%°
Fibrin
% Streben mit 66,3£16,5 39,4+10,5 67,2+14,2 0,005%*
Riesenzellen
Inflammation- 1,120,4 0,5+0,1 0,6+0,3 0,011**
score

RUTSS Score 0,001+0,002 0,32+0,17 0,21+0,14 0,005%*

* Driver® vs. Xience V®; *Driver® vs. Endeavor® Resolute; * Xience V® vs.

Endeavor® Resolute

4.1.3 Histologische Ergebnisse nach 42 Tagen

4.1.3.1 Morphometrie

42 Tage nach der Implantation zeigten sich bei den morphometrischen Parametern
(Tab. 9) signifikant niedrigere Werte des Xience V® beziiglich der Neointima-
fliche (IEL) und der prozentualen Stenose (IEL). Bei der prozentualen Stenose
(Stentfliche), der Neointimadicke {iber den Streben und der mittleren
Gesamtneointimadicke wiesen seine geringen Werte nur gegeniiber dem
Endeavor® Resolute deutliche Unterschiede auf.

Beziiglich der Plaquefliche und der Mineralisierung lieen die untersuchten

Stents annidhernd identische Werte erkennen.
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Tabelle 9: Vergleich der histomorphometrischen Parameter der einzelnen Stents

42 Tage nach Implantation

. ® ) ® Endeavor®
Driver Xience V p - Wert
Resolute

Flache innerhalb der 6,0+0,7 5,8+0,7 6,6+0,8 0,176
EEL, mm?
Flache innerhalb der 4,4+0,4 4,0+0,1 4,4+0,4 0,078
IEL, mm?2
Lumenfliache, mm?2 2,7+0,6 2,9+0,2 2,6+0,5 0,601
Stentfliche, mm? 3,7+0,4 3,4+0,1 3,6+0,3 0,250
Neointimafldche 1,7+0,7 1,1+0,1 1,7+0,7 0,023*]t
ermittelt anhand der
IEL, mm?2
Neointimafldche 1,0+0,7 0,5+0,1 1,0+0,7 0,05
ermittelt anhand der
Stentfliche, mm?
% Stenose ermittelt 39,2+13.,5 27,842.8 39,4+13,3 0,031*]F
anhand der IEL
% Stenose ermittelt 26,7+16,2 14,8+2,6 27,3+15,4 0,0421E
anhand der Stentfliche
Neointimadicke tiber 0,17+0,12 0,10+0,02 0,19+0,13 0,0311E
den Streben, mm
Neointimadicke zw. 0,25+0,12 0,14+0,02 0,25+0,13 0,137
den Streben, mm
Mittlere Gesamt- 0,21+0,12 0,12+0,02 0,22+0.13 0,047 *
neointimadicke, mm
Plaquefliche, mm? 1,3+0,1 0,8+0,1 1,5+0,1 0,203
Mineralisation, mm? 0,002+0,002 0,009+0,01  0,009+0,02 0,443

B . B ® ® 7 . ®
* Driver® vs. Xience V®; *Driver® vs. Endeavor® Resolute; * Xience V® vs.

Endeavor® Resolute
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4.1.3.2 Einheilungsparameter

Die Einheilungsparameter (Tab. 10) lieBen nach 42 Tagen einen signifikanten
Unterschied zwischen dem niedrigen Wert des Driver® und dem héheren Wert des
Xience V® im Hinblick auf Fibrinansammlungen erkennen. Im Gegensatz hierzu
zeigte der Driver® deutlich mehr Inflammation als die medikamenten-

beschichteten Stents.

Tabelle 10: Vergleich der Einheilungsparameter der einzelnen Stents 42 Tage

nach Implantation

. ® ) ® Endeavor®
Driver Xience V p - Wert
Resolute

% Streben mit Fibrin 5,3+6,3 29,1+20,6 14,7+6,0 0,019*
% Streben mit 56,2+8,8 48,1+11,2 46,6+21.4 0,502
Riesenzellen
Inflammationscore 1,2+0,3 0,8+0,3 0,8+0,2 0,039**
RUTSS Score 0,028+0,05 0,15+0,18 0,11+0,12 0,177

* Driver® vs. Xience V®; *Driver® vs. Endeavor® Resolute; * Xience V® vs.

Endeavor® Resolute
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4.1.4 priklinische OCT Ergebnisse

4.1.4.1 OCT Daten nach 28 Tagen

Bei den OCT Ergebnissen nach 28 Tagen (Tab. 11) wies der Driver® beziiglich
der Neointimafliche einen signifikant hoheren Wert auf als der Xience V°.
Zudem unterschied er sich hinsichtlich seines geringen Anteils an unbedeckten
Streben (RUTSS) deutlich von den beiden medikamentenbeschichteten Stents.

Bei den restlichen Parametern wies der Xience V® die niedrigsten Werte auf,
wobei sich seine geringe Stentfliche signifikant vom Driver® und Endeavor®

Resolute abhob.

Tabelle 11: Vergleich der OCT Parameter der einzelnen Stents 28 Tage nach

Implantation
. ® . ® Endeavor®

Driver Xience V Resolute p - Wert
Lumenfldche, mm?2 3,3+0,5 2,9+0.4 3,9+0,8 0,052
Stentfliche, mm? 42404 3,3+0.4 4,5+0,7 0,002*3IE
Neointimafliche, 0,9+0,3 0,4+0,2 0,7%0,3 0,042%*
mm?
% Stenose 20,7489 10,8+6,7 14,5+7,6 0,119

Neointimadicke iiber 0,13+0,05 0,07+£0,04  0,10+0,05 0,107

den Streben, mm

RUTSS Score 0,03+0,03 0,45£0,17  0,32+£0,22"  0,001%"

* Driver® vs. Xience V®; *Driver® vs. Endeavor® Resolute; * Xience V® vs.

Endeavor® Resolute
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4.1.4.2 OCT Daten nach 42 Tagen

42 Tage nach Stentimplantation lieBen die OCT Daten (Tab. 12) signifikante
Unterschiede zwischen dem Xience V® und dem Endeavor® Resolute beziiglich
der Neointimafliche und der Neointimadicke iiber den Streben erkennen. Es
zeigte sich tendenziell, dass der Xience V® im Vergleich zu den anderen beiden
Stents den geringsten Grad an Neointimawachstum aufwies, was wiederum mit
einer geringeren prozentualen Stenose und einem erhohten RUTSS Score

verbunden war.

Tabelle 12: Vergleich der OCT Parameter der einzelnen Stents 42 Tage nach

Implantation
o o Endeavor®
Driver Xience V Resolute p - Wert
Lumenfldche, mm?2 2,7+0,5 2,9+0,1 2,7+0,4 0,589
Stentfliche, mm?2 3,6+0,3 3,6+0,1 3,8+0,2 0,341
Neointimafldche, mm?2 0,9+0.4 0,7+0,2 1,1+0,5 0,0461E
% Stenose 26,5+11,8 19,6+4.,9 29,5+11,4 0,166

Neointimadicke iiber den  0,16+0,08 0,12+0,03 0,19+0,09 0,0251E

Streben, mm

RUTSS Score 0,03+0,06  0,15+£0,14  0,09+0,11 0,125

* Driver® vs. Xience V®; *Driver® vs. Endeavor® Resolute; * Xience V® vs.

Endeavor® Resolute

4.1.4.3 Validierung der OCT Messung anhand der Histologie

Insgesamt konnten 136 OCT Frames von 9 Tieren den entsprechenden
histologischen Schnitten gegeniibergestellt werden. Die Auswertung aller 1:1
korrelierten histologischen Schnitte und OCT Frames ergab fiir alle Parameter
starke  positive und  durchgingig  statistisch  signifikante  partielle

Korrelationskoeffizienten (r mner-subjekt) (Tab. 13).
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Tabelle 13: Korrelationskoeffizienten der gemessenen und berechneten Parameter

Lumenflidche, Stentfliche, Neointimaflidche ermittelt anhand
mm?2 mm?2 der Stentfldche, mm?2

I Inner- +0,93 +0,93 +0,93
Subjekt

% Stenose ermittelt anhand RUTSS

der Stentfldche

I Inner-
Subjekt +0,92 +0,85

Diese Ergebnisse, in Verbindung mit der sich fiir alle Individuen konsistent
abbildende lineare Beziehung der OCT-Histologie-Vergleichsmessungen (Abb.
29), unterstiitzen zunichst die Hypothese einer moglichen Gleichwertigkeit beider
Verfahren. Dennoch wurde, um das Ausmal} individueller- sowie potenziell
systematischer Abweichungen beider Messmethoden zu quantifizieren, eine
Bland-Altman-Ubereinstimmungsanalyse durchgefiihrt. Diese Ergebnisse finden
sich in Abbildung 30.

Fiir die Lumenflidche zeigte sich eine mittlere systematische Abweichung (Bias)
von lediglich 0,02 mm? (geringfiigig hohere Werte bei OCT). Die 95% Grenzen
der Ubereinstimmung einzelner Messwerte wurden auf -0,72 bis +0,68
(Histologie minus OCT). Es war eine leichte Tendenz erkennbar, dass
insbesondere auf hoherem Messniveau (mittlere Lumenfldchen >= 4 mm?) die
histologischen Messwerte etwas hoher ausfielen als die OCT Werte.

Dieser Trend war auch bei der Stentfliche (Bias = 0,12) und der Neointimafliche
(Bias = 0,56) erkennbar. Der RUTSS Score (Bias = 0,06) hingegen zeigte
insgesamt eine groflere Streuung und wies bei mittleren Werten zwischen 0,4 und

0,9 tendenziell etwas hohere OCT Werte auf als die Histologie.
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Abbildung 29: graphische Darstellung der Intra-individuellen Korrelationen
zwischen den Parametern der Histologie und des OCT (durchgezogene Linien

entsprechen der idealen Ubereinstimmungslinie (Winkelhalbierende)).
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Abbildung 30: Bland-Altman-Plots zur graphischen Darstellung der individuellen

Abweichungen zwischen den Parametern der Histologie und des OCT
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4.2 Rasterelektronenmikroskopische Ergebnisse nach 28 Tagen

Bei der Rasterelektronenmikroskopie 28 Tage nach der Stentimplantation liel der
Driver® eine vollstindig abgeschlossene Endothelialisierung erkennen und

unterschied sich damit signifikant von den beiden DES (Tab. 14).

Tabelle 14: Ergebnisse der rasterelektronenmikroskopischen Untersuchung 28

Tage nach Stentimplantation

o o Endeavor®
Driver Xience V Resolute p-Wert
% endothelialisierte 1000 78,0£11,4 89,3+7,9 0,0114%*

Stentflache

* Driver® vs. Xience V®; *Driver® vs. Endeavor® Resolute; * Xience V® vs.

Endeavor® Resolute

4.3 Klinische Daten

4.3.1 Patientendaten

Die fiir diese Arbeit eingeschlossenen 12 Patienten wiesen folgende Baseline

Charakteristika auf:

Tabelle 15: Baseline Charakteristika der 12 Patienten

Geschlecht (m:f) 9:3
@ Alter 67
Hypercholesterinimie, % 67
Hypertension, % 92
Diabetes, % 42

Aktive Raucher, % 17
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4.3.2 klinische OCT Daten nach 6 Monaten

Die humanen OCT Ergebnisse sechs Monate nach Stentimplantation (Tab. 16)
lieBen keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Drug-eluting Stents

erkennen.

Tabelle 16: Vergleich der humanen OCT Parameter der beiden DES 6 Monate

nach Implantation

' o Endeavor®
Xience V Resolute p - Wert
‘Lumenfliche, mm? 6,843, 65+25 0844

Stentfldche, mm? 7,3£3,0 7,242.5 0,966
Neointimafliche, 0,5+0,1 0,7+0,3 0,076
mm?
% Stenose 8,5+6,7 11,0£6,6 0,531
Neointimadicke tiber 0,07+0,03 0,09+0,04 0,342
den Streben, mm
RUTSS Score 0,28+0,16 0,20+0,20 0,440

* Driver® vs. Xience V®; *Driver® vs. Endeavor® Resolute; * Xience V® vs.

Endeavor® Resolute

4.4 Vergleich priklinischer und klinischer OCT Daten

4.4.1 DES nach 28 Tagen (priklinisch) und 6 Monaten (klinisch)

Beim 28 Tages - Vergleich der priklinischen mit den klinischen OCT Daten (Tab.
17 und 18) wiesen die DES keine signifikanten Unterschiede beziiglich der
gemessenen Parameter auf. Der Anteil an unbedeckten Streben (RUTSS) fiel im
Tiermodell nach 28 Tagen, sowohl beim Xience V® als auch beim Endeavor®

Resolute, hoher aus als bei den Patienten sechs Monate nach Stentimplantation.
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Tabelle 17: Vergleich der préaklinischen OCT Daten des Xience V® nach 28

Tagen mit den klinischen OCT Daten des Xience V® nach 6 Monaten

Préklinisch Klinisch p - Wert

Lumenfliache, mm?2 2,9+04 6,8+3,1 0,055
Stentfliche, mm?2 3,3+0,4 7,3+3,0 0,055
Neointimafldche, mm?2 0,37+0,2 0,5+0,1 0,200
% Stenose 10,8+6,7 8,5 +6,7 0,337
Neointimadicke tiber 0,07+0,04 0,07+0,03 0,522
den Streben, mm

RUTSS Score 0,45+0,17 0,28+0,16 0,150

* Driver® vs. Xience V®; *Driver® vs. Endeavor® Resolute; * Xience V® vs.

Endeavor® Resolute

Tabelle 18: Vergleich der préiklinischen OCT Daten des Endeavor® Resolute

nach 28 Tagen mit den klinischen OCT Daten des Endeavor® Resolute nach 6

Monaten
Priéklinisch Klinisch p-Wert
‘Lumenfliche, mm>  39+08  65#25 0055

Stentfldche, mm? 4,5+0,7 7,242.5 0,066
Neointimafldche, mm?2 0,65+0,3 0,7+0,3 0,689

% Stenose 14,5+7,6 11,0£6,6 0,298
Neointimadicke iiber den 0,10+0,05 0,09+0,04 0,810
Streben, mm

RUTSS Score 0,32+0,22 0,20+0,20 0,575

* Driver® vs. Xience V®; *Driver® vs. Endeavor® Resolute; * Xience V® vs.

Endeavor® Resolute
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Die Spread out vessel Graphiken beider DES zeigten zu diesem Zeitpunkt (Abb.
31), dass die hochste Anzahl an unbedeckten Streben im Kaninchen vor allem in
den mittleren Stentbereichen, z.T. auch proximal lokalisiert waren. Beim
Menschen hingegen lieen die Graphiken eine gleichmifBigere Verteilung iiber

den gesamten Stent erkennen.
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Abbildung 31: Spread out vessel Graphik eines Endeavor® Resolute Stents (obere
Abb.) und eines Xience V® Stents (untere Abb.) nach 28 Tagen im Kaninchen und

6 Monaten im Menschen; rot = unbedeckte Streben, blau = bedeckte Streben
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4.4.2 DES nach 42 Tagen (priklinisch) und 6 Monaten (Kklinisch)

Beim 42 Tages - Vergleich der priklinischen mit den klinischen OCT Daten (Tab.
19 und 20) wies nur der Endeavor® Resolute deutliche Differenzen beziiglich der
Lumen- und Stentfldche auf. Des Weiteren zeigten die beiden DES im Tier ein

signifikant stirkeres Neointimawachstum als im Vergleich zum Menschen.

Tabelle 19: Vergleich der priklinischen OCT Daten des Xience V® nach 42

Tagen mit den klinischen OCT Daten des Xience V® nach 6 Monaten

Préklinisch Klinisch p - Wert
‘Lumenfliche, mm? 290,  68#31 0055

Stentfliche, mm?2 3,6+0,1 7,3+3,0 0,066
Neointimafldche, mm?2 0,7+0,2 0,5+0,1 0,025%
% Stenose 19,6+4.9 8,5 6,7 0,025*
Neointimadicke iiber den 0,12+0,03 0,07£0,03 0,037*
Streben, mm

RUTSS Score 0,15+0,14 0,28+0,16 0,200

* Xience V® vs. Endeavor® Resolute

Tabelle 20: Vergleich der préaklinischen OCT Daten des Endeavor® Resolute

nach 42 Tagen mit den klinischen OCT Daten des Endeavor® Resolute nach 6

Monaten

Préklinisch Klinisch p-Wert

Lumenfliche, mm2  27+04  65+25  0,010%

Stentfliache, mm? 3,840,2 7,2+2.5 0,037*
Neointimafldche, mm?2 1,1+0,5 0,7+0,3 0,078
% Stenose 29,5114 11,0+6,6 0,004*
Neointimadicke iiber 0,19+0,09 0,09+0,04 0,010%*
den Streben, mm
RUTSS Score 0,09+0,11 0,20+0,20 0,199

* Xience V® vs. Endeavor® Resolute
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Wie bereits erwihnt zeigten die Spread out vessel Graphiken der humanen Daten
eine gleichmiBige Verteilung der unbedeckten Streben iiber den gesamten Stent.
Die priklinischen Daten 42 Tage nach der Implantation (Abb. 32) lieBen hingegen

nur wenige freiliegende Streben im proximalen bzw. mittleren Abschnitt

erkennen.
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Abbildung 32: Spread out vessel Graphik eines Endeavor® Resolute Stents (obere
Abb.) und eines Xience V® Stents (untere Abb.) nach 42 Tagen im Kaninchen und

6 Monaten im Menschen; rot = unbedeckte Streben, blau = bedeckte Streben
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4.5 Ergebnisse der Gewebecharakterisierung mittels Grau-

stufenmessung

Bei der Gewebecharakterisierung im Tiermodell waren bei den als ,reif*
identifizierten Gewebearealen hohere Graumittelwerte messbar, als bei den als
,Hunreif* definierten Bereichen. Die zum Vergleich gemessenen Grauwerte der
Streben und des Lumens zeigten die hochsten bzw. niedrigsten Mittelwerte (Tab.

21).

Tabelle 21: errechnete Graumittelwerte der einzelnen Gewebe

reifes unreifes
Streben Lumen
Gewebe Gewebe

Graumittelwerte 101,6%16,6 48,5+17,9 210,6£19,9  4,1+0,9

Die Receiver Operating Characteristic (ROC) Kurve (Abb. 33) lieB3 eine sehr hohe
Spezifitit (85 %) sowie eine sehr hohe Sensitivitit (98 %) mit einer Area Under
the Curve (AUC) von 0,98 fiir die Graumittelwerte der reifen Gewebeareale
erkennen. Der berechnete Cut-Off Wert lag bei 70,7. Dies bedeutet, dass es sich
bei gemessenen Graumittelwerten iiber 70,7 mit einer 98 %-igen Sensitivitit und

einer 85 %-igen Spezifitiat um reifes neointimales Gewebe handelt.
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Abbildung 33: ROC-Kurve aus den Graumittelwerten der reifen Gewebeareale

Nach Auswertung der humanen OCT Frames zeigte sich, dass 34,8 % der
Gewebeareale iiber den Stentstreben einen Graumittelwert aufwiesen, der iiber
dem zuvor im Kaninchenmodell errechneten Cut-Off Wert von 70,7 lag. Somit
kann davon ausgegangen werden, dass bei diesen Patienten 34,8 % der Streben

von reifem neointimalem Gewebe bedeckt waren.
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5. Diskussion

Das primire Ziel dieser Studie war es, die Optische Kohdrenztomographie als
Untersuchungsmethode zur Beurteilung der Stenteinheilung im Menschen zu
validieren. In diesem Zusammenhang wurden zwei unterschiedliche
medikamentenbeschichtete Stents im atherosklerotischen Kaninchenmodell nach
28 und 42 Tagen mittels Optischer Kohidrenztomographie und Histologie
untersucht. Der nichste Schritt zielte darauf ab, anhand des Vergleichs der
praklinischen mit den humanen OCT Daten, eine zeitliche Korrelation der
Stenteinheilung zwischen Tiermodell und Mensch zu gewinnen. Dariiber hinaus
sollte eine neue Untersuchungsmethode (Graustufenmessung) etabliert werden,
mit deren Hilfe die unterschiedlichen Gewebe im OCT charakterisiert und so der

Fortschritt der Stenteinheilung im Menschen zuverlédssig bestimmt werden kann.

Im Bezug auf diese Ziele, gab es folgende Beobachtungen:

1. die Gegeniiberstellung der mittels Histologie und OCT erhobenen Daten zeigte
eine ausgezeichnete Korrelation fiir alle gemessenen und berechneten Parameter.
2. der Vergleich der préklinischen OCT Daten mit den humanen OCT Daten lief3
erkennen, dass die Stenteinheilung nach 28 Tagen im atherosklerotischen
Kaninchenmodell der Situation im Menschen nach 6 Monaten nahe steht.

3. durch die Etablierung einer Graustufenmessung war es moglich, die einzelnen
Gewebeareale mittels OCT als reif oder unreif zu charakterisieren und dadurch
den Fortschritt der Stenteinheilung zuverlédssig zu beurteilen.

4. die Untersuchung des Einheilungsverlaufs der beiden DES mittels Histologie
und OCT im atherosklerotischen Kaninchenmodell zeigte eine ausgezeichnete
Hemmung der Neointimaproliferation im Vergleich zum unbeschichteten Stent 28
Tage nach Implantation. Im weiteren Verlauf lie8 diese beim Endeavor® Resolute
nach, so dass die prozentuale Restenose nach 42 Tagen der des Driver® Stent

entsprach.
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5.1 Validierung des OCT als Untersuchungsmethode der Stent-

einheilung

Die Optische Kohidrenztomographie gilt als eine neue, viel versprechende
Untersuchungsmethode zur Evaluierung der Stenteinheilung im Menschen und
wird bereits mehrfach in humanen Studien angewendet (Barlis et al. 2008;
Gutiérrez-Chico et al. 2011; Jang et al. 2005). Hinsichtlich der Interpretation der
gewonnenen Informationen aus atherosklerotisch verdnderten Gefdllen gibt es
jedoch noch keine ausreichenden Erfahrungswerte.

Im Jahr 2008 zeigte eine Studie (Prati et al. 2008) anhand gesunder gestenteter
Kaninchenkarotiden, dass eine ausgezeichnete Korrelation zwischen den
histomorphometrischen und den im OCT gemessenen Parametern besteht. Eine
weitere Studie (Murata et al. 2010), in der die Einheilung von Stents in gesunden
Schweinekarotiden untersucht wurde, bestitigte schlieBlich diese Ergebnisse. Da
der direkte Vergleich zwischen Histologie und OCT jedoch beide Male in
gesunden GefiBen erfolgte bleibt unbekannt, ob die Korrelationen auch dann noch
so hervorragend sind, wenn das kohédrente Licht nicht nur auf gesunde, sondern
auch auf atherosklerotisch verdnderte Gefifle trifft, wie sie in erster Linie im
Menschen zu finden sind. Die unterschiedliche Dichte der einzelnen
Gewebebestandteile in solchen humanen atherosklerotischen Lisionen (bestehend
aus Plaqueablagerungen, Fibrinansammlungen, organisierten Thromben und
ausgepragten Entziindungsreaktionen), fithren im OCT zu sehr heterogenen
Signalen die eine Differenzierung der einzelnen GefalBstrukturen und somit auch
eine Beurteilung der Stenteinheilung deutlich erschweren (Nakano et al. 2012).
Aus diesem Grund war es ein Ziel dieser Arbeit, histomorphometrische Daten mit
den entsprechenden OCT Daten zu vergleichen, um so die Optische
Kohirenztomographie nun auch in atherosklerotisch verdnderten Gefidlen zu
validieren.

Nachdem hierfiir 136 histologische Schnitte mit den entsprechenden OCT Frames
korreliert und die gemessenen morphometrischen Parameter mittels partiellem
Korrelationskoeffizienten und Bland-Altman-Plots untersucht werden konnten,
zeigt sich auch im atherosklerotischen Kaninchenmodell, sowohl nach 28 als auch

nach 42 Tagen, eine ausgezeichnete Korrelation zwischen Histologie und OCT.
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Einzig der Anteil an unbedeckten Stentstreben fillt im OCT bei hoheren RUTSS
Score Werten (zwischen 0,4 und 0,9) etwas hoher aus als in der Histologie. Dieser
Umstand ist allerdings auf die geringe Auflosung des OCT zuriickzufiihren,
welche eine Detektion von neointimalem Gewebe unterhalb der Auflésungsgrenze
von 0,02 mm nicht zulidsst (Nakano et al. 2012). Somit stellen sich im OCT bei
frithen Untersuchungszeitpunkten, die durch eine geringe Neointimabildung und
einen hohen RUTSS Score gekennzeichnet sind, mehr unbedeckte Stentstreben
dar, als tatsichlich vorhanden sind. Da jedoch die Neointimadicke im weiteren
Einheilungsverlauf kontinuierlich zunimmt, féllt der Anteil an falsch unbedeckt
bewerteten Streben im OCT ab und weist somit zu spiteren Zeitpunkten
anndhernd identische Werte zur Histologie auf.

Trotz dieser Abweichungen ldsst der RUTSS Score einen stark positiven
Korrelationskoeffizienten (+0,85) erkennen. Folglich stellt die Optische
Kohirenztomographie eine zuverldssige Methode dar, um die Einheilungs-
situation von Stents in gesunden, aber auch in atherosklerotisch veridnderten

GefiBlen zu beurteilen.

5.2 Vergleich von priklinischen mit klinischen OCT Daten

Bereits 2003 zeigte eine Studie, dass die Einheilung von Drug-eluting Stents im
Tier etwa sechs mal schneller verlduft als im Menschen (Virmani et al. 2003).
Folglich ging man davon aus, dass die Stenteinheilung nach 28 Tagen im
Tiermodell der Situation nach 6 Monaten im Menschen entspricht. Dabei gilt
jedoch zu beachten, dass dieser Zeitpunkt anhand gesunder Tiere ermittelte wurde
und keine direkte Gegeniiberstellung, sondern nur ein indirekter Vergleich mit
unselektierten humanen Autopsieprédparaten stattfand.

In diesem Zusammenhang muss auch erwdhnt werden, dass die Stenteinheilung in
atherosklerotisch verdnderten Gefdalen aufgrund der Plaqueablagerungen, der
vermehrten Ansammlung von Entziindungszellen und der verzdgerten
Endothelialisierung nachweislich langsamer von statten geht als in gesunden
GefiBlen. Da ein Ziel dieser Arbeit die zeitliche Korrelation der Stenteinheilung
zwischen Mensch und atherosklerotischem Kaninchenmodell darstellte,
entschieden wir uns zusétzlich zu den bereits etablierten 28 Tagen im Tier, noch

einen zweiten Zeitpunkt mit 42 Tagen anzuschlieBen.
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Beim direkten Vergleich der préklinischen mit den klinischen OCT Daten zeigt
sich schlieBlich, dass nahezu alle Parameter der 42-Tages-Gruppe, ausgenommen
des RUTSS Scores, signifikante Unterschiede im Vergleich zum Menschen
aufweisen. Im Gegensatz hierzu weicht kein Parameter der 28-Tages-Gruppe
signifikant von den humanen Daten ab. Die hoheren Lumen- und Stentflachewerte
der Patienten gegeniiber dem Tiermodell konnen dabei auf die Verwendung
unterschiedlicher Stentdurchmesser zuriickgefiihrt werden.

Des Weiteren zeigen die 28-Tages-Daten, dass sowohl der Xience V® als auch der
Endeavor® Resolute trotz der fortgeschritteneren Neointimabildung und der
grofleren prozentualen Stenose im Tiermodell, eine hohere Anzahl freiliegender
Stentstreben aufweisen als im Menschen. Dieser Umstand deutet auf eine
heterogenere Einheilung beider Stents zu diesem Zeitpunkt im Tiermodell hin, die
sich auch in den Spread out vessel Graphiken darstellen ldsst. Darin zeigt sich,
dass vor allem der mittlere Stentbereich eine hohe Anzahl freiliegender Streben
aufweist, wihrend beim Menschen eine gleichméfigere Verteilung iiber den
gesamten Stent zu erkennen ist. Als mogliche Ursache dieser heterogenen
Einheilung nennt Finn et al. (2007a) eine hohere Medikamentenkonzentration in
diesem Bereich aufgrund unterschiedlicher Strebendurchmesser oder auch
malappositionierter Streben, die zu einer Stagnation des Blutflusses und somit zu

einer lokal erhohten Medikamentenkonzentration fithren konnen.

Basierend auf diesen Ergebnissen kann man sagen, dass die Einheilung der beiden
Stents nach 28 Tagen im atherosklerotischen Tiermodell, unabhingig vom
aufgebrachten Medikament, der Situation im Menschen sechs Monate nach
Implantation am nédchsten kommt.

Jedoch gilt hierbei zu beachten, dass trotz der anndhernd identischen
morphometrischen Werte, der RUTSS Score im Tiermodell nach 28 Tagen hoher
und nach 42 Tagen geringer ausféllt als im Menschen. Bei der Gegeniiberstellung
eines atherosklerotischen Tiermodells mit dem Menschen, geht es aber in erster
Linie um die Stenteinheilung und um die Abschitzung der notwendigen Dauer der
dualen antithrombozytdren Therapie. Deshalb ist es duBerst wichtig, dass die
Anzahl der freiliegenden Streben im priklinischen Modell auch der Anzahl im
Menschen entspricht. Aus diesem Grund wére zu iiberlegen, ob ein zusétzlicher
Versuchszeitpunkt im Tiermodell zwischen 28 und 42 Tagen getestet werden

sollte.
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5.3 Gewebecharakterisierung mittels Graustufenmessung im OCT

Die Optische Kohidrenztomographie stellt zurzeit eine gute Untersuchungs-
methode dar, um die Einheilung von Stents im Bezug auf das Vorhandensein von
freiliegenden Streben zu beurteilen. Jedoch bietet sie bisher keine Moglichkeit,
die Zusammensetzung sowie den Reifegrad des neointimalen Gewebes genauer zu
charakterisieren. So kann es vorkommen, dass Streben, welche von unreifem,
gerinnungsforderndem Gewebe bedeckt sind als gut eingeheilt beurteilt werden,
aber in Wahrheit immer noch ein hohes Risiko fiir die Entstehung einer
Stentthrombose darstellen.

Erste Versuche Gewebe mittels OCT zu charakterisieren wurden bereits 2010
unternommen (Templin et al. 2010). Durch die Gegeniiberstellung von
lichtmikroskopischen ~ Bildern,  Rasterelektronenmikroskopie =~ und  OCT
Aufnahmen gelang es, eine optische Dichtemessung zur Detektion von Fibrin um
die Stentstreben zu etablieren. Anhand der Relation von Gewebeintensitdt zur
Strebenintensitit konnte schlieBlich eine Aussage iiber das Vorhandensein von
Fibrin getroffen werden. Nachdem in dieser Arbeit mehrere histologische Bilder
mit den entsprechenden OCT Frames korreliert wurden fiel jedoch auf, dass die
Intensitidt der Streben, unabhingig von der Art des luminal liegenden Gewebes
oder der Lage der Lichtquelle des OCT Katheters, deutlich variiert. Aus diesem
Grund war es ein Ziel dieser Arbeit, eine neue Methode zur Gewebe-
charakterisierung zu etablieren, welche unabhiingig von der Intensitét der Streben
ist.

Nach Auswertung der einzelnen Gewebeareale im Tiermodell wurde anhand der
Graumittelwerte eine ROC Kurve erstellt und damit ein Cut-Off Wert von 70,7
berechnet. Dies bedeutet, dass bei Graumittelwerten iiber 70,7 mit einer
Sensitivitidt von 98 % und einer Spezifitit von 85 % von ,reifer” Neointima
ausgegangen werden kann.

In einem nichsten Schritt konnte dieser errechnete Cut-Off Wert auf die humanen
OCT Frames angewendet werden. Dabei zeigt sich, dass knapp 35 % der
untersuchten Areale iiber den Streben einen Wert iiber 70,7 aufwiesen. Folglich
kann bei diesen Geweben von gesunder Neointima ausgegangen werden.

Neben der bisherigen Moglichkeit, die Stenteinheilung anhand des RUTSS Scores
zu beurteilen, soll nun mit Hilfe der Graustufenmessung auch der Reifegrad und

somit das Thromboserisiko des neu gebildeten Gewebes zuverlidssig bestimmt
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werden. Hierdurch konnte die notwendige Dauer der risikobehafteten dualen
antithrombozytidren Therapie nach einer Stentimplantation fiir jeden Patienten

individuell angepasst werden.

Jedoch ist diese neue Technik auch mit Limitationen behaftet. So zeigte sich z.B.
wihrend den Messungen, dass die OCT Bilder von sehr guter Qualitit sein
miissen, um vergleichbare Graumittelwerte zu erhalten. Des Weiteren konnen
aufgrund der noch zu geringen Auflosung des OCT, kleinere Ansammlungen von
Entziindungszellen sowie Fibrin in der Neointima nicht eindeutig vom
umliegenden Gewebe abgegrenzt werden. Aus diesem Grund ist eine
Charakterisierung solch kleiner Gewebebestandteile nicht moéglich. Da jedoch
Bestrebungen bestehen, die Auflosung des OCT auf unter 1 um zu erhéhen (Liu
et al. 2011), konnte die Graustufenmessung in Verbindung mit dieser verbesserten
OCT Technik zukiinftig auch kleinere neointimale Bestandteile detektieren und

charakterisieren.

5.4 Beurteilung der Stenteinheilung mittels Histologie und OCT

im atherosklerotischen Kaninchenmodell

Wie bereits in anderen Publikationen erwihnt (Finn et al. 2007b; Nakazawa et al.
2011), zeigen die DES eine geringere Neointimabildung und somit auch eine
geringere prozentuale Stenose als der unbeschichtete Driver® Stent. Dieses
Verhalten ist auf die antiproliferative Wirkung der aufgebrachten Medikamente
zuriickzufiihren, die einer iiberschiefenden Neointimabildung in den ersten 28
Tagen nach der Implantation entgegenwirken. Allerdings kommt es dadurch auch
zu einer erhohten Anzahl an unbedeckten Streben, zu einer deutlich verzogerten
Endothelialisierung sowie zum vermehrten Auftreten von Fibrin im Bereich der
Stentstreben. Das Resultat dieser verzogerten Einheilungstendenz der DES ist ein
erhohtes Risiko fiir die Entstehung einer Stentthrombose (Joner et al. 2006).
Aufgrund der geringen Neointimabildung, der hohen Anzahl an freiliegenden
Stentstreben sowie des vermehrten Vorkommens von Fibrin, ist diese Gefahr
beim Xience V® auch nach 42 Tagen noch gegeben. Des Weiteren zeigt sich in
diesem Zusammenhang, dass der Endeavor® Resolute zu diesem Zeitpunkt

genauso viel Neointima entwickelt wie der unbeschichtete Driver® Stent,
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gleichzeitig aber auch mehr unbedeckte Streben erkennen ldsst. Betrachtet man
hierzu die hohen Standardabweichungen, so kann dieser Umstand auf ein
exzentrisches Neointimawachstum und somit auf ein heterogenes Einheilungs-
verhalten des beschichteten Stents zuriickgefiihrt werden.

Neben der antiproliferativen Wirkung der Medikamente nach 28 Tagen, zeigt sich
anhand des signifikant erhéhten Inflammationscores des unbeschichteten Driver®

auch der antiinflammatorische Effekt der DES nach 28 und 42 Tagen.

Die OCT Werte der morphometrischen Parameter zeigen sowohl nach 28 als auch
nach 42 Tagen dieselben Tendenzen wie in der Histologie. Einzig der Anteil an
unbedeckten Streben fillt im OCT nach 28 Tagen hoher aus. Wie bereits erwihnt,
ist diese Abweichung jedoch auf die geringe Auflosung des OCT zuriickzufiihren,
die eine Detektion von neointimalem Gewebe unterhalb der Auflosungsgrenze
von 0,02 mm nicht zuldsst (Nakano et al. 2012). Da die Neointimadicke tiber den
Streben bei allen drei Stents nach 42 Tagen zugenommen hat, féllt der Anteil an
falsch unbedeckt bewerteten Streben im OCT nun geringer aus als nach 28 Tagen.
Somit weist zu diesem spiten Zeitpunkt jetzt auch der RUTSS Score annédhernd

identische Werte zur Histologie auf.
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6. Zusammenfassung

Durch die Einfiihrung medikamentenbeschichteter Stents (DES) konnte die hohe
Restenoserate ihrer unbeschichteten Vorginger (BMS) erfolgreich reduziert
werden. Aufgrund der antiproliferativen Substanzen kam es jedoch auch zu einer
deutlich verzogerten GefdaBheilung sowie zu einem gesteigerten Risiko der
Stentthrombosebildung. Der daraus resultierende konventionelle Einsatz einer
dualen antithrombozytiren Medikation nach einer DES Implantation geht
allerdings mit einer erhohten Blutungsneigung einher und fiihrt bei den Patienten
oftmals zu Komplikationen. Aus diesem Grund war das Ziel dieser Arbeit, eine
Untersuchungsmethode zu etablieren, mit der die Stenteinheilung zuverlédssig
beurteilt werden kann, um somit die Dauer einer dualen antithrombozytéren
Therapie fiir jeden Patienten individuell anzupassen.

Hierfiir wurden 22 atherosklerotischen Kaninchen abwechselnd 15 Xience V®
(DES), 15 Endeavor® Resolute (DES) und 14 Driver® (BMS) Stents in die
externen Iliakalarterien implantiert. Nach 28 bzw. 42 Tagen wurden die Gefille
mittels Optischer Kohidrenztomographie (OCT) dargestellt, explantiert und
histologisch sowie rasterelektronenmikroskopisch anhand von speziellen
Einheilungsparametern analysiert. Danach erfolgte eine Gegeniiberstellung der
Daten aus der Histologie und des bildgebenden Verfahrens, um so die Optische
Kohirenztomographie als Untersuchungsmethode der Stenteinheilung zu
validieren. Nach der Methodenvalidierung wurden in einem weiteren Schritt die
priklinischen OCT Daten mit klinisch erhobenen Daten verglichen. Zweck war
es, den Zeitpunkt im Tiermodell entsprechend der humanen Befunde 6 Monate
nach Stentimplantation anzupassen. Zum Schluss wurde anhand der priklinischen
OCT Bilder eine Graustufenmessung zur Gewebecharakterisierung etabliert und
diese anschliefend auf humane OCT Aufnahmen iibertragen.

Sowohl 28 als auch 42 Tage nach der Stentimplantation lie sich eine
ausgezeichnete Korrelation von Histologie und OCT im atherosklerotischen
Tiermodell erkennen. Hinsichtlich der morphometrischen Parameter kam der 28
Tageszeitpunkt der humanen Situation 6 Monate nach Stentimplantation zwar am
nichsten, jedoch war die Einheilung noch etwas verzogert, so dass der optimale

Untersuchungszeitpunkt im Tiermodell zwischen 28 und 42 Tagen liegt.
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Mit Hilfe der Graustufenmessung ist es in dieser Arbeit gelungen, die
Beschaffenheit und den Reifegrad des neu gebildeten Gewebes zu
charakterisieren. Die Auflosungskraft reichte allerdings nicht aus um einzelne
zellulare Komponente oder Fibrin zu detektieren.

Eine Verbesserung der Auflosungskraft in Kombination mit der Graustufen-
messung konnte zukiinftig dazu fiihren, dass die Stenteinheilung im Menschen
verldsslich bestimmt und somit die Dauer der dualen antithrombozytiren Therapie

individuell angepasst werden kann.
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7. Summary

The introduction of drug eluting stents highly reduced the restenosis rates of their
uncoated predecessors. However, the antiproliferative potential of their drugs
significantly delayed vascular healing and increased the risk of thrombus
formation. Therefore, patients receiving drug eluting stents are submitted to
prolonged dual antithrombotic therapy and concomitantly are at higher bleeding
risk along with other complications. Under these circumstances the aim of this
study was to establish a new diagnostic tool to characterize the progress of stent
healing and to reliably judge the optimal time point for discontinuation of dual
antithrombotic therapy.

For this purpose, 15 Xience V®, 15 Endeavor® Resolute and 14 Driver® bare
metal stents were alternately implanted into the external iliac arteries of 22
atherosclerotic rabbits. Vessels were imaged 28 and 42 days later by optical
coherence tomography (OCT), explanted and evaluated by histology and scanning
electron microscopy (SEM) based on special healing parameters. To validate OCT
as an examination method for stent healing in atherosclerotic vessels, the OCT
images were matched to their corresponding histological cross sections followed
by data correlation. In a further step, the preclinical acquired OCT data was
compared the clinical data in order to adjust the time point of stent healing in the
animal model to the human situation 6 months after stent implantation. After this
adjustment, OCT-based tissue characterization was established by grey scale
measurement and translated to human OCT frames.

Preclinical OCT-acquired morphometric data showed an overall significant
correlation for both time points (28 and 42 days) after stent implantation when
compared to the histological data. Especially the data assessed at 28 days were
close to human OCT data 6 months following implantation. However, at 28 days,
vascular healing was delayed compared to the human 6 months data, indicating
that an optimal time point for comparing animal to human stent healing data lies
between 28 and 42 days in the atherosclerotic rabbit model.

Grey scale measurement as a means for tissue characterization was for the first
time established in this work and was able to distinguish between mature and
immature neointimal tissue. Yet, due to the still low resolution of the current OCT
system, the detection of cellular components or fibrin deposition was not possible.

With improvement of the systems resolution, this new technique, in combination
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with the grey scale measurement, could represent a reliable method for the
evaluation of stent healing in humans and thereby contribute to customize the

optimal duration of the dual antithrombotic therapy for each patient.
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11. Anhang

11.1 Abkiirzungsverzeichnis

A. Arterie

AHA American Heart Association

Aqua dest. Destilliertes Wasser

atm physikalische Atmosphére

BMS Bare-metal Stents = unbeschichtete Stents

Chol Cholesterin

CPD Critical Point Dryer = Kritischer-Punkt-Trockner
CRP C-reaktives Protein

d Tag

DES Drug-eluting Stents = medikamentenbeschichtete Stents
EEL External Elastic Lamina = Lamina elastica externa
FeCI3 Eisen-III-Chlorid

g Gramm

HCL Salzsédure

HDL High Density Lipoprotein

H&E Héamatoxylin -Eosin-Fiarbung

H,O Wasser

IEL Internal Elastic Lamina = Lamina elastica interna
IL-1 Interleukin-1

KHK Koronare Herzkrankheit

LDL Low Density Lipoprotein

MCP-1 Monocyte Chemoattractant Protein-1

2-MEA 2-Methoxyethylacetat

mg Milligramm

min. Minuten

ml Milliliter

MMA Methylmetacrylat

NO Stickoxid

NZW New Zealand White

OCT Optical Coherence Tomography = Optische Kohédrenz-

tomographie
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PBS Phosphate Buffered Saline = Phosphatgepufferte Salzlésung

PCI Percutaneous Coronary Intervention Perkutane Koronar-
intervention

PDGF Platelet Derived Growth Factor

PLA Poly-Lactid Acid = Polylaktat

PTCA Perkutane Transluminale Coronare Angioplastie

REM Rasterelektronenmikroskopie

sek. Sekunden

TF Tissue Factor

TNFa Tumornekrosefaktor-o

VCAM-1 Vascular Cell Adhesion Molecule-1

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor

VLDL Very Low Density Lipoprotein

vWF Von-Willebrand-Faktor

11.2 Implantationsmatrix

11.2.1 Untersuchung mittels Histologie und OCT nach 28 und 42

Tagen

Tier-1D

28 Tage

linkes

Iliakalgefal3

rechtes

Iliakalgefaf3

Tier-1ID

42 Tage

linkes

Iliakalgefafl

rechtes

Iliakalgefall

37_09

38_09

39_09

40_09

17_10

EndRes
3,0x12 mm
Driver®
3,0x12 mm
EndRes
3,0x12 mm
Driver®
3,0x12 mm
Xience V®

2,5x12 mm

Driver
3,0x12 mm
EndRes
3,0x12 mm
Driver®
3,0x12 mm
EndRes
3,0x12 mm
EndRes
2,5x12 mm

3_11

4_11

5_11

7_11

9_11

2,5x12 mm
EndRes
2,5x12 mm
Driver®
2,5x12 mm
Xience V®
2,5x12 mm
Xience V®

2,5x12 mm

Driver®
2,5x12 mm
Xience V®
2,5x12 mm

EndRes
2,5x12 mm

Driver®
2,5x12 mm
EndRes
2,5x12 mm
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18_10 Xience V¢ Xience V® ([ 10_11 Driver® EndRes
2,5x12mm  2,5x12 mm 2,5x12mm  2,5x12 mm
12 11 Xience V® Driver® 11 11 EndRes Xience V®
2,5x12mm  2,5x12 mm 2,5x12mm  2,5x12 mm
14_11 Driver®  Xience V® [ 13_11 EndRes Driver®
2,5x12mm  2,5x12 mm 2,5x12mm  2,5x12 mm
15 11 Xience V® EndRes 16_11 Driver® Xience V®
2,5x12mm  2,5x12 mm 2,5x12mm  2,5x12 mm

EndRes = Endeavor® Resolute

11.2.2 Untersuchung mittels Rasterelektronenmikroskopie nach

28 Tagen
Tier-ID linkes Iliakalgefif3 rechtes Iliakalgefif3
2310 Driver® 2,5x12 mm Xience V& 2,5x12 mm
2410 EndRes 2,5x12 mm Driver® 2,5x12 mm
2510 Xience V® 2,5x12 mm EndRes 2,5x12 mm
26_10 EndRes 2,5x12 mm Xience V® 2,5x12 mm

EndRes = Endeavor® Resolute

11.3 Verzeichnis der verwendeten Chemikalien

Aceton Rotipuran® >99,8%; Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

— Acid Fuchsin; Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland

— Alcian Blue 8GX; Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland

— Ammoniaklosung, A.C.S. Reagenz; Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

— Aniline Blue, diammonium salt, Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

— Benzoylperoxide (with 25% H20); Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

— Crocein Scarlet 7B; Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland
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Eisen-1II-Chlorid; Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Eosin Y, spirit soluble; Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland
Essigsdure 100%; AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Ethanol absolut reinst; Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Formaldehydlosung sdurefrei > 37%; Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Fuchsin basisch; Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Gelatine, Type B: From Bovine Skin; Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

Glycerol, Electrophoresis Reagent >99%; Sigma-Aldrich GmbH,
Steinheim, Deutschland

Héamatoxylin krist.; Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Jod >99,5%, Ph.Eur., resumbliert; Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Kaliumjodid; Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Mayers Hematoxylin; Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland
Methanol Rotipuran® >99.9%; Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

(2-Methoxyethyl)-acetat; Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Methylmetacrylat; Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Natriumthiosulfat, wasserfrei; Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Nonylphenyl-polyethylenglykol Acetat; Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,
Deutschland

Osmium Tetroxide; VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland
PBS (1x) Dulbecco’s; PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich
Phenol krist., reinst; NeolLab Migge Laborbedadrf-Vertriebs GmbH,
Heidelberg, Deutschland

Phloxine B; Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland
Phosphowolframsidure Hydrat; FLUKA (Sigma-Aldrich), Steinheim,
Deutschland

Ponceau Xylidine; Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland

Safran du Gatinais; Waldeck GmbH & Co. KG, Miinster, Deutschland
Salzsiure 25%; Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
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Toluidine Blue O; Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland
Xylol (Isomere) >98% rein, fiir die Histologie; Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

Protokolle zur Herstellung der Farbelosungen/sonstige

Reagenzien

Losungen fiir modifizierte Movat-Pentachrom-Féirbung

Working Hematoxylin-Losung
- 30 ml 10 % alkoholisches Himatoxylin
- 30 ml 96 % Ethanol
- 30 ml 10 % Eisen-III-Chlorid
- 30 ml Verhoeff's Jod-Losung
o 10 % alkoholisches Hamatoxylin
- 10 g Hamatoxylin
- 100 ml 100 % Ethanol
o Verhoeff s Jod-Losung
- 2 g Jodkristalle
- 4 g Kaliumjodid
- 100 ml deionisiertes Wasser
o 10 % bzw. 2 % Eisen-III-Chlorid
- 10 g bzw. 2 g Eisen-III-Chlorid
- 100 ml deionisiertes Wasser
5 % Natriumthiosulfat
- 5 g Natriumthiosulfat
- 100 ml deionisiertes Wasser
1 % Alzianblau
- 1 g Alzianblau
- 100 ml 1 % Essigsdure
Woodstain Scarlet Working Solution
- 80 ml der Losung ,,A*
- 20 ml der Losung ,,B*
o Losung , A
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- 0,1 g Crocein Scarlet
- 99,5 ml deionisiertes Wasser
- 0,5 ml Eisessig
o Losung ,B*
- 0,1 g Acid Fuchsin
- 99,5 ml deionisiertes Wasser
- 0,5 ml Eisessig
e 0,5 % Essigsiure
- 0,5 ml Eisessig
- 99,5 ml deionisiertes Wasser
® 5 % Phosphowolframsédure
- 5 g Phosphowolframséure
- 100 ml deionisiertes Wasser
e alkoholische Safran-Losung
- 6 g Safran du Gatinais
- 100 ml 100 % Ethanol
gut vermischen, Losung iiber Nacht stehen lassen und am nichsten Tag

dekantieren

Losungen fiir Himatoxylin-Eosin-Firbung

¢ Eosin Y/Phloxine B Working Solution
- 100 ml 1 % Eosin Y Stammldsung
- 10 ml 1 % Phloxin B Stammldsung
- 780 ml 95 % EtOH
- 4 ml Eisessig
o 1% Eosin Y Stammldsung
- 1 g Eosin Y, wasserloslich
- 100 ml deionisiertes Wasser
o 1 % Phloxin B Stammlosung
- 1 g Phloxin B
- 100 ml deionisiertes Wasser
e Ammoniumwasser
4-5 Tropfen konzentriertes ~Ammoniumhydroxid in 1000 ml

Leitungswasser geben
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Herstellung des MMA-Polymerisationsgemisches:

- 200 ml Methylmethacrylat
- 7 g getrocknetes Benzoylperoxid Pulver

- 50 ml Nonylphenyl-polyethylenglykol Acetat

Herstellung der Haupt's Adhésions Reagenz:

- 1 g Gelatine in 100 ml Aqua dest bei 30 °C losen
- 2 g Phenol
- 15 ml Glycerol
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