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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.



3. Material und Methoden 54

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).



4. Ergebnisse 58

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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