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,Wenn du deine Reise nach Ithaka antrittst,
so hoffe, dald der Weg lang sei,

reich an Entdeckungen und Erlebnissen.

(...)
Bewahre stets Ithaka in deinen Gedanken.
Dort anzukommen ist dein Ziel.
Aber beeile dich auf der Reise nicht.
Besser, dal sie lange Jahre dauert,
daf’ du als alter Mann erst vor der Insel ankerst,
reich an allem, was du auf diesem Weg erworben hast,
ohne die Erwartung, daf Ithaka dir Reichtum schenkt.
Ithaka hat dir eine schone Reise beschert.
Ohne Ithaka warest du nicht aufgebrochen.

Jetzt hat es dir nichts mehr zu geben.
Und auch wenn du es arm findest, hat Ithaka
dich nicht enttauscht. Weise geworden mit solcher Erfahrung

begreifst du ja bereits, was Ithakas bedeuten.

Konstantin Cavafis: Ithaka



>

S & A DN =~

1.1.
1.2.
1.3.

1.3.1.

1.4.
1.5.
1.6.

1.6.1.
1.6.2.

INHALTSVERZEICHNIS

Einleitung 1
Uberblick 1
In-Stent Restenose 8
Behandlung der In-Stent Restenose 9
Ziel der Untersuchungen 10
Historischer Uberblick zum Stent 12

Historischer Uberblick zur Photodynamischen

Therapie 14
Material und Methoden 17
Versuchsdurchfiihrung 17
Versuchstiere 17
Der Palmaz-Schatz®-Stent 17
Die photosensible Substanz 19
Die photodynamische Wirkung 21
Der pordse Ballon 25
Laserlichterzeugung und Lichtfaser 26
Versuchsgruppen 27
Ubersicht Giber die Kontrollgruppe 28

Ubersicht (iber die photodynamisch behandelten Gruppen 29



1.7.

1.7.1.
1.7.2.
1.7.3.
1.7.4.
1.7.5.
1.7.6.
1.7.7.

2.1
2.2
2.3

AR L b~

Versuchsablauf

Einleitung und Aufrechterhaltung der Narkose

Praparation

Implantation der Stents

Lokale Medikamenten-Applikation (LDD)
Laserlichtapplikation

Abschluld der Praparation

Postoperative Versorgung der Versuchstiere

Aufarbeitung des Gewebes
Explantation und Praparation
Aufbereiten und Schneiden

Histologische Farbung

Auswertung der Geféal3schnitte
Morphometrie

Statistik

Ergebnisse

Allgemein
Makroskopische Beurteilung
Mikroskopische Beurteilung

Planimetrische Ergebnisse

II

29
29
31
32
32
33
34

34

36
36
37
42

43
43
45

46

46

46

46

48



Diskussion

Versuchsmodell
Medikamentenapplikation
Verfahren der lokalen
Medikamentenapplikation
Photosensible Substanz

Diskussion der Ergebnisse
Zusammenfassung

Anhang

Literaturverzeichnis
Danksagung

Lebenslauf

I

58

59

61

62

62

67

72

74

74

91

92



A. Einleitung

1. Uberblick

Die Differentialtherapie der koronaren Herzerkrankung umfalt die medikamentose
Verbesserung der Sauerstoffbilanz des Myokards, die operative

Myokardrevaskularisation und die interventionelle Angioplastie42.

Die Behandlung hamodynamisch relevanter arteriosklerotischer Stenosen im
koronaren Gefaltgebiet wurde durch die von Charles Dotter initiierten
Entwicklungen79 und den spater daraus entstandenen Kathetertechniken®”'?* bis
zum heutigen Tage malgeblich gepragt. Diese therapeutischen Optionen
ermoglichen es heutzutage, auch ausgepragte Gefallasionen erfolgreich zu

behandeln.

Insbesondere hat sich das von Grlntzig eingefuhrte Verfahren der Ballondilatation
(oder Ballonangioplastie = PTCA),39 das anfanglich nur auf eine geringe Akzeptanz
stiel3, zunehmend als das Verfahren der Wahl fur die interventionelle perkutane
Behandlung von Koronarstenosen etabliert. Die Einfuhrung des unabhangig
fuhrbaren intrakoronaren Fuhrungsdrahtes (over-the-wire-Prinzip) ermdoglichte eine
breite Anwendung dieser Methode’®’. Es kam weltweit zu einer exponentiellen
Zunahme der Durchfuhrung von Ballondilatationen®, so dafy beispielsweise die Zahl
der interventionellen Behandlungen weltweit von etwa 500 im Jahre 1980 auf mehr
als 1,3 Millionen im Jahre 1999 angestiegen ist. % Im Vergleich dazu sind im Jahre

1999 700.000 aortokoronare Bypassoperationen durchgefuhrt worden.”®

Aus der zunehmenden Anzahl von koronaren Bypassgefal3stenosen und durch die
arteriosklerotische Veranderung von Koronarien transplantierter Herzen ergibt sich
auch die Notwendigkeit bei dem hier vorliegenden erhdohten Reoperationsrisiko

verstarkt perkutane interventionelle Verfahren einzusetzen.>#52748



Der Vorteil der interventionellen Therapie ist darin zu sehen, dal3 die Behandlung
wenig invasiv, mehrfach wiederholbar und mit einer geringen Belastung des
Patienten und seines gesamten sozialen Umfeldes verbunden ist. 54,56,59,96

Ungunstigerweise  bedingt der Wirkungsmechanismus der erfolgreichen
Ballondilatation oft die Komplikationen.38’39 Entgegen der ursprunglichen Annahme
wirkt die Ballondilatation nicht Uber eine Kompression des Plaguemantels, sondern
Uber einen Ril3 zwischen undehnbaren Plaqueschichten und dehnbaren aulleren
GefalRarealen. Dieser Mechanismus fuhrt in Uber 90% der Falle zum Akuterfolg,
vereinzelt entsteht jedoch eine zirkulare Ablésung von Plaquematerial bis hin zu

einer akuten GefalRverlegung. Die Grenze zur Komplikation ist flieRend.

Die Limitationen der koronaren interventionellen Therapie wurden in den letzten
Jahren durch technische Weiterentwicklungen weitgehend reduziert. Dies sind im
einzelnen Akutkomplikationen, mangelhafter Angioplastieerfolg (,recoil*) und die
Entstehung der Rezidivstenose nach primar erfolgreicher Angioplastie (sogenannte
Restenose). Die Akutkomplikationen wie GefalRverschlufy, Dissektion, Perforation
und deren sekundaren Folgen, die durch die Verlegung der koronaren Strombahn
bedingt werden, sind durch die Entwicklung eines breiten Katheterspektrums und
hier insbesondere durch die EinfiUhrung und Weiterentwicklung der Gefalstitzen
weitgehend beherrschbar geworden.6’78’56’59

Mit internationalen prospektiv randomisierten Studien konnte gezeigt werden, dal}
die Gefalistutzenimplantation (Stentimplantation) ausgezeichnete
Langzeitergebnisse hat und dal} die akute Komplikationsrate drastisch reduziert
werden konnte 2" 777178121

Die Einfuhrung von koronaren Stents war der wichtigste Fortschritt in der perkutanen
Behandlung der koronaren Herzerkrankung seit der initialen Einfuhrung der
Ballonangioplastie. In der Graphik 1 sind die in Deutschland durchgefuhrten
Herzkatheteruntersuchungen und Koronarinterventionen von 1984 bis 2000
dargestellt. Als Quelle diente der 17. Bericht der Deutschen Gesellschaft fur
Kardiologie, Herz- und Kreislaufforschung Uber die Leistungszahlen der

Herzkatheterlabore in der Bundesrepublik Deutschland. Hervorzuheben ist, dal® im



ersten Jahr des Berichtes (1984) die Koronarinterventionen in Deutschland einen
Bruchteil der Herzkatheteruntersuchungen ausmachten (4,95%). Im Jahr 2000

machten die Koronarinterventionen 30,3% der Herzkatheteruntersuchungen aus.?
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Graphik 1: Graphische Darstellung der Entwicklung durchgefuhrter Herzkatheteruntersuchungen
und Koronarinterventionen in der BRD von 1984 bis 2000 (Erwachsenenkardiologie).

Bis 1990 sind nur die Zahlen der alten Bundeslander erfa[&t.25

Natlrlich sind hier unter dem Begriff Koronarinterventionen sowohl die perkutane
transluminale Koronarangioplastie (PTCA oder Ballonangioplastie) als auch die
koronare Stentimplantation zu verstehen. International entsprach im Jahr 1994 der
Anteil der Stentimplantationen an den interventionell kardiologischen Verfahren 10 -
15%. Im Jahr 2000 waren ca. 80% aller kardiologischen Interventionen koronare
Stentimplantationen. Es wird weiterhin eine Zunahme der Stentimplantationen
verzeichnet.? Diese Tatsache ist dem mit der Zeit groRerwerdenden

Indikationsspektrum der Stents zu verdanken.

Die Praxis der Stentimplantation muf3te bis zum heutigen Zeitpunkt verschiedene
Phasen der Entwicklung durchschreiten, von denen manche simultan abliefen: 1)
Der initiale Einsatz von Stents war gekennzeichnet von der Suche nach

Medikamenten zur Pravention der subakuten Thrombose. 2) Die ersten



antithrombotischen Regimes verlangerten die Hospitalisation, erhohten die
Blutungskomplikationen und waren nicht in der Lage, akute oder subakute
Arterienverschlisse zu vermeiden. 3) Man erkannte, dal3 die Stentimplantation
wichtig zur Behandlung eines akuten oder mit Ballonangioplastie behandelten
Gefaldverschlusses ist. 4) Dokumentation einer sinkenden Haufigkeit der Restenose
in eng definieten Populationen. 5) Wechsel von Antikoagulation zu
antithrombozytaren Therapieregimes. 6) Eintwicklung von Gefalistutzen, welche die
Behandlung einer gro3en Zahl von angiographisch-morphologisch unterschiedlichen

Lasionen erlaubten.

Mehrere Studien ergaben, dal3 die Stentimplantation im Vergleich zur PTCA,
durchgefluhrt in nativen Koronarien mit einem Durchmesser von mindestens 3 mm,
die bedrohlichen kardialen Ereingnisse innerhalb der ersten sechs Monate um ca.
30% vermindert hat und zwar aufgrund des geringeren Bedarfes an wiederholten
Revaskularisationen. Stents vermindern also bewiesenermalen die angiographische
und klinische Restenose in Koronargefalen mit einem Durchmesser von = 3 mm,
obwohl die Neointimahyperplasie nach Stentimplantation im Vergleich zur
Ballonangioplastie zunimmt (Graphik 2). Dies wird durch ihren gréReren initialen,
postinterventionellen Lumenzuwachs erreicht. Durch die Einbringung der
Gefalistutze wird das ,early recoil, also das frihe postinterventionelle Schrumpfen
des GefalRlumens durch Plaquereste und Ruckstellkrafte, und ,ate negative
remodeling” (Konstriktion) der behandelten GefalRe verhindert (Graphik 3).
Zumindest in den ersten grol3en Stent-Studien war somit erkennbar, daf der durch
den Einsatz von Stents bessere Akuterfolg durch einen hoheren ,late loss®, also
einen im Verlauf eintretenden Verlust an Gefalllumen, partiell aufgezehrt wurde.
Damit kuindigte sich an, dal} die Rezidivstenosen auch nach Stentimplantation eine

Rolle spielen WUrden.2’3’5’ 7,20,21,24,98,107,117,118,121,137,144
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Graphik 2: Summarische Darstellung der Akut- und Langzeitergebnisse der

BENESTENT-Studie.””’ Das erste Saulenpaar steht fiir die akute
Lumenzunahme (,acute gain“) durch Ballon- und Stentimplantation. Das zweite
Saulenpaar reprasentiert die Abnahme des Lumens wahrend der
Nachbeobachtungszeit (,late loss“) und das dritte Saulenpaar die verbliebene
Differenz zwischen PTCA und Stent (,net gain“). Der anfangliche deutliche
Lumenzuwachs beim Stent (1,4 mm) wird teilweise ausgeglichen durch eine
starkere Abnahme (0,65 mm). Somit verbleibt fir die Langzeitbeobachtung nur
noch eine relativ geringe Differenz der definitiven Lumenzunahme; die
statistische Relevanz sinkt dementsprechend.
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Graphik 3: ,,Acute gain“/“late loss“ Konzept zum Verstindnis der Restenose nach PTCA.

Ausgehend vom eigentlichen Lumendurchmesser ist die Restenose mit (- - - -)
symbolisiert. Mit der Intervention kann dieser geringe Lumendurchmesser (Stenose)
auf den eigentlichen Lumendurchmesser erweitert werden. In den ersten Stunden
bis Tagen geht ein Teil des gewonnenen Lumens durch Plaquereste und
Ruckstellkrafte (,early recoil®) verloren. In den darauffolgenden Wochen bis
Monaten kommt es infolge der Infiltration der Gefallwand mit Entziindungszellen,
der konsekutiven Aktivierung der glatten Muskelzellen und der Matrixbildung zu
weiteren Lumenverlusten. Alle genannten Faktoren werden als ,late loss®
zusammengefaldt; hier mit (....) symbolisiert. Sie schmalern den ,acute gain® und es
verbleibt zum Zeitpunkt der Kontrollangiographie ein bestimmter ,net gain“. Bei
relativ geringem ,late loss® (blau, oberer Linie) resultiert ein gutes Langzeitergebnis,
bei relativ hohem ,late loss” (rot, untere Linie) resultiert eine Restenose.

Durch die Stentimplantation wird ein maximales ,acute gain“ erreicht und das ,late
loss“ verhindert. Die Lumeneinbuf3e, die im Langzeitverlauf nach Stentimplantation
beobachtet wird, ist nicht durch das ,late loss“ (,negatives remodeling“ durch
Konstriktion) bedingt, sondern durch Intimahyperplasie.



Nicht nur in Koronarstenosen, sondern auch in chronisch okkludierten Gefalien
stellte sich eine Reduktion der angiographischen und der klinischen Restenoserate
heraus sowie eine Verringerung der Reokklusionsrate bei den Patienten, die einen
Stent an Stelle einer PTCA erhielten. Dementsprechend wird heute bei okkludierten
Koronargefallen mit einer GroRe von = 25 mm die Stentimplantation
empfohlen,%5577.103.110,122,125,136,138
Die Behandlung stenosierter vendser Bypassgrafts macht einen 10%igen Anteil bei
den perkutanen interventionellen Verfahren aus. Beobachtungsstudien zeigten eine
hohere Erfolgsrate der Stentimplantation in vendsen ,grafts® als nach
Ballonangioplastie.m AulRerdem kam es nach dem Einsatz von Gefal3stutzen
sowohl zu einer niedrigeren Restenoserate als auch zu einer langerfristigen
Durchgangigkeit der ,grafts®, die von einer niedrigeren Rate an Revaskularisationen
im Zielgefall und an unerwunschten Ereignissen begleitet wurde. Bei der alleinigen
Ballonangioplastie in vendsen ,grafts“ kommt es vermehrt zu akuten Komplikationen,
wie zum Beispiel zur distalen Embolisation und ,no reflow“ sowie hoheren
Restenoseraten. Bei der Stentgruppe zeigte sich ein Verlauf mit signifikant weniger

Komplikationen.

Auch beim akuten Myokardinfarkt zeigt die Stentimplantation in mehreren Studien
eine signifikante Reduktion des kombinierten Endpunktes von Tod, Reinfarkt,
Schlaganfall oder Revaskularisation der Ziellasion. Der Unterschied wurde fast
ausschliellich durch die unterschiedlichen Raten der Revaskularisationen im
ZielgefaR ausgemacht.#30.6579.108.112.116,133135 a5 Revaskularisation im ZielgefaR
wird die erneute Erdffnung des Gefallsegmentes bezeichnet, das schon eine

Intervention erfahren hat.

Unklar ist die Rolle der Stentimplantation in kleinen Gefa3en (< 3 mm). Zur Zeit wird
in drei grofRen Studien die PTCA mit der Stentimplantation in kleinkalibrigen

Koronargefalien verglichen.64’70

Zu erwahnen ist, dall neben der Entwicklung und der technischen Verbesserung

sowohl der Katheter als auch der Stents, die Indikationen flr die Stentimplantation



sukzessive Uberarbeitet wurden. Dariber hinaus hat sich ebenfalls die

t,73’”9 so dal} eine

Begleitmedikation zur Koronarintervention weiterentwickel
niedrigere Rate von Stentthrombosen, Gefal- und Blutungskomplikationen durch die
kombinierte Gabe von Acetylsalicylsdure und Clopidogrel erreicht werden konnte.
Dies ist der Durchbruch, der die Stentimplantation als komplikationsarmes Mittel der

Wahl zur Myokardrevaskularisation etabliert hat.

2. In-Stent Restenose

Obwohl Stents die Restenoserate bei KoronargefaRen reduzieren, ist die In-Stent
Restenose ein signifikantes klinisches Problem.?232450.53,56.85121  pAnhgnd
konservativer Schatzungen wird eine Restenose-Rate von ca. 25% fir die im Jahr
2000 schatzungsweise durchgefuhrten 1 Million  Koronarinterventionen
angenommen. Von diesen Patienten mit einer Restenose bendtigen mehr als
150.000 Patienten  weltweit  eine Nachbehandlung  aufgrund  einer
interventionspflichtigen In-stent Restenose.””%

Aus diesen Zahlen geht hervor, dal} eine Inhibition bzw. Reduktion der Restenose

von immenser Bedeutung ist, nicht zuletzt aus sozio-6konomischer Sicht.

In einem theoretischen Modell zu den dkonomischen Konsequenzen der In-Stent
Restenose ergaben sich bezuglich der Stentimplantation ca. 14% hoéhere
medizinische Folgekosten als nach konventioneller Ballondilatation (6.237,00 € vs.
5.345,00 €). Berucksichtigt man auch die indirekten Kosten (Produktivitatsverlust),
so ist die Stentimplantation (9.067,00 €) nur noch 5% teurer als die
Ballonangioplastie (8.581,00 €). Diese Reduktion der Kostendifferenz ergibt sich
durch die insgesamt niedrigere Revaskularisationsrate nach Stentimplantation und
die damit zusammenhangende durchschnittlich geringere Anzahl der Krankheitstage

der Patienten.”®



Die Restenose nach Angioplastie ist im Gegensatz zur klassischen Atherosklerose
durch eine rasche Progression charakterisiert, die mit einer intensiven proliferativen
Aktivitat einhergeht gefolgt von Stabilisation und klinischer Ruhe.® Im
Langzeitverlauf wird der Lumengewinn, der durch die Katheterbehandlung
entstanden ist, infolge der Gewebsvermehrung im Gefall wieder reduziert (Graphik
2). Die wichtigsten zellullaren Mechanismen, die die Restenose einleiten, sind die
Leukozyten- und Thrombozyten-Adhasion, die Migration glatter GefalRmuskelzellen
in die Subintima, die Proliferation glatter Gefallmuskelzellen in die Subintima, die
Deposition extrazellularer Matrix und die daraus resultierende Intimahyperplasie
(oder Neointima) einschliel3lich der adventitiellen Vernarbung.72’16’71 Nicht nur
arterielle intravaskulare Ultraschallanalysen, sondern auch systematische
experimentelle Langzeitbeobachtungen zeigten ein zirkumferentielles chronisches

Wachstum der Intimahyperplasie.27’58’727’740’742

3. Behandlung der In-Stent Restenose

In-Stent Restenosen, also Verengungen des Gefaldlumens in jenen
GefalRsegmenten, welche vormals mit einer Gefal3stutze versehen wurden, werden
mit einer erneuten PTCA (RePTCA) behandelt. Daneben sind eine Anzahl weiterer
Techniken zur Behandlung der In-Stent Restenose untersucht worden, wie z.B.
Excimer Laser, Rotations-Atherektomie sowie direkte Atherektomie und in jungster
Zeit intravaskulare Bestrahlung (Brachytherapie). Keines dieser Verfahren zeigte
eine hohere Reduktion der erneuten Restenose als nach RePTCA. Nach
Behandlung der In-Stent Restenose kommt es in 19% - 83% der Falle zur erneuten
Revaskularisation der Ziellasion.”®747:85.139

Um die wiederholte Revaskularisation der Ziellasion nach Stentimplantation zu
reduzieren, wird derzeit an verschiedenen Ansatzpunkten geforscht: Reduktion der
Plattchenaggregation, Inhibition der koronaren Thrombose, Reduktion sowohl der
Migration als auch der Proliferation glatter Gefallmuskelzellen und Verringerung

bzw. Vermeidung der adventitiellen Vernarbung. Vielversprechende neue



Technologien beinhalten gezielte medikamentose Therapien, neue Stentdesigns,
neue Stentmaterialien und -beschichtungen, lokale Applikation von Radioaktivitat,

von Medikamenten und von genetischem Material.®

Da das Gefalisegment nur wahrend des Eingriffes zuganglich ist, ist die beste

Strategie zur Reduktion der Restenose die Pravention.%

4. Ziel der Untersuchungen

Ziel dieser Arbeit war es, in einem Tiermodell am Hausschwein den praventiven
Effekt der Photodynamischen Therapie (PDT) auf die durch Stentimplantation
induzierte Neointimabildung in eine periphere Arterie mit lokal appliziertem

Photophrin® zu untersuchen.

Die PDT ist ein therapeutischer Ansatz, der in-vitro, aber auch in tierexperimentellen
Studien zu einer Reduktion bis hin zur Inhibition der Intimahyperplasie fuhrte unter
Verwendung von Substanzen, die mit Licht amplifizierbar sind.#°”® In einer von
unserer Arbeitsgruppe durchgefuhrten Untersuchung konnte gezeigt werden, daf}
die PDT zu einer Reduktion der stentinduzierten Neointimahyperplasie in der A.
femoralis des Hausschweines flihrt. Die Frage ob die Reihenfolge der Therapien,

also der Stentimplantation und der PDT, eine Rolle spielt, blieb jedoch offen.’’

Das Grundprinzip der photodynamischen Wirkung beruht auf der selektiven
Anreicherung von lichtempfindlichen Substanzen, den sogenannten
Photosensibilisatoren oder Photosensitizer, in den Zielzellen nach intraventser oder
lokaler endoluminaler Verabreichung. Die Ursachen fiur diese bevorzugte
Akkumulation sind durch die zielzellspezifische Morphologie und durch deren
rezeptorspezifischen Eigenschaften bedingt.W

Auf zellularer Ebene entfaltet sich die photodynamische Wirkung durch Absorption
von Licht. Die Wellenlange des benutzten Lichts mufld dem Absorptionsspektrum des

Photosensitizers angepal’t sein. Die Absorption der Photonen fuhrt zu angeregten

10



Energiezustanden der photosensiblen Substanz. Die Relaxation in ein metastabiles
Zwischenniveau ist Ausgangspunkt fur einen Energietransfer auf molekularen
Sauerstoff, der dadurch in Singulettsauerstoff Uberfuhrt wird (Typ-2-Reaktion) und
die Radikalbildung zur Folge hat. Diese Radikale sind in der Lage, die Zellen in die

Apoptose zu tiberfihren.’?

Vorteile und hervorzuhebende Eigenschaften der Photodynamischen Therapie sind
die lokale Aktivierbarkeit und unter anderem die Fahigkeit, an den mit der
photosensiblen Substanz behandelten und mit Licht bestrahlten Gewebsarealen
lokal Apoptose zu initiieren. Dies ist sowohl auf die kurze Diffusionsstrecke der
hochreaktiven Oxidantien als auch auf die selektive Akkumulation der

89,90,128

Photosensitizer im Zielgewebe zuruckzufuhren. In artifiziell erzeugten

Gefallasionen im Tiermodell zeigte sich nach PDT eine Inhibition der

35.45,61.71.90.94.147 Dariiber hinaus vermag die PDT nicht nur die Anzahl der

Neointima.
glatten Muskelzellen und Fibroblasten zu verringern, sondern auch deren
Migrationsfahigkeit als Folge des apoptotischen Zelltodes dieser Zellen.”” Ein Vorteil
der Photodynamischen Therapie ist das Fehlen einer Inflammationsreaktion, da

Wachstumsfaktoren und Chemoattraktanten inaktiviert werden, % 730,737,754

Eine inflammatorische Reaktion ist in BlutgefalRen naturlich unerwinscht, denn
Intimaproliferation und Thrombusformation waren die Folgen. Daruber hinaus wirde
es zum Verlust der GefalBwandintegritat mit konsekutiver Aneurysmabildung

kommen.

In dieser Studie wurde die lokale Applikation der photosensiblen Substanz gewahlt,
um den Medikamentenspiegel im Bereich der Ziellasion zu maximieren und die
systemischen Effekte, wie z.B. die kutane Phototoxizitat bei der systemischen Gabe,

zu minimieren, 2324985746

Die vorliegenden Untersuchungen sollten folgende Fragen beantworten:

- Reduziert die Photodynamische Therapie die Intimahyperplasie nach

Stentimplantation in arteriellen Gefalden ?
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- Hat die Reihenfolge der Photodynamischen Therapie und der Stentimplantation

einen Einflul auf das Ausmal} der Intimahyperplasie ?

- Wie verandern sich die Gefallwandschichten nach Photodynamischer Therapie

und Stentimplantation in arteriellen Gefalten ?

- Fuhrt die lokale Medikamentenapplikation mit dem porésen Ballon zu
GefalRwandverletzungen, die ihrerseits proliferative und damit

restenosefordernde Prozesse in Gang setzen ?

5. Historischer Uberblick zum Stent

Etymologisch betrachtet wurde das Wort ,Stent® mindestens seit dem 14.
Jahrhundert benutzt. Im Norden von GroR3britannien waren ,Stents® in Gebrauch, um
Fischernetze Uber Flusse auszuspannen. Mit ,Stenting® wird das Starken von
Kleidungsstucken beschrieben.’” 2

Heute beschreibt man mit ,Stent® die Stutze eines tubularen Hohlorganes. So gibt es
bis zu diesem Zeitpunkt Stents zur intraluminalen Abstitzung von Hohlorganen in
der Gastroenterologie (biliare Stents, Ductus pancreaticus Stents), in der Urologie
(urethrale Stents, Harnleiter-Stents), in der Angiologie und Gefalichirurgie
(Gefaldstitzen fur die Karotiden und die Ubrigen peripheren Arterien oder fur
Aneurysmata der Aorta), in der Pneumonologie (tracheobronchiale Stents), in der
Gynakologie (Eileiter-Stents) und nicht zuletzt in der Kardiologie (koronare

Gefalistutzen).

1912 machte der Chirurg Alexis Carrel einige praliminare Ansatze, welche er als
.permanente Intubation” bezeichnete.?”""23 |n seinen Experimenten implantierte er
Glasrohren und paraffinbeschichtete Metallrohren in die Aorta thoracica von
Hunden.”® Trotz des nicht durchschlagenden Erfolges seiner Experimente war
Carrel Uberzeugt, dald diese Gefal3stutzen in Zukunft ihren Platz in der Medizin

finden wirden.
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Das Konzept der Implantation von intraluminalen Stutzen zur Erhaltung der
luminalen Integritat erkrankter Gefalle wurde im Jahre 1964 von Charles Dotter
wieder aufgegriffen. Dotter experimentierte mit intravaskularen Silikonschienen,
jedoch ohne Erfolg. In spateren Experimenten implantierte er Metallspiralen in
Hundearterien (Aa. femorales und popliteae). Obwohl diese frihen Stents gut zu
positionieren waren, kam es sekundar zu Dislokationen und zu signifikanten
Verengungen innerhalb der Stents. Diese Beobachtungen dampften etwas die
Hoffnungen, die man in die Stents gesetzt hatte. In den achtziger Jahren publizierte
Dotter vielversprechende Ergebnisse uber in peripheren Hundearterien plazierte
Spiralen. Diese Spiralen waren aus Nitinol, ein sogenanntes ,memory Metall“. Die

thermosensiblen Prothesen erreichten bei Korpertemperatur ihre Zielgrofle.

Weitere experimentelle Arbeiten wurden von der Gruppe um Kurt Amplatz und von
Cesare Gianturco am Beginn der achtziger Jahre durchgefuhrt. Gleichzeitig kam Ake
Senning auf die Idee, eine Doppelspirale durch Querbriicken zu verbinden und in
Venen zu implantieren. Julio Palmaz begann in San Antonio mit der Evaluation von
intraluminalen Gefalstutzen. Allen diesen Stents war gemeinsam, dal} sie in kleinen

Serien mafRgefertigt wurden.

Am 12. Juni 1986 kam es wahrend eines PTCA-Demonstrationskurses in Lausanne

zum Einsatz des ersten koronaren Stents bei einem Menschen durch Ulrich Sigwart.

Nachdem die Stents etwas ausgereifter geworden waren, gab es anfanglich drei
verschiedene Indikationen zu ihrer Implantation: Restenose nach vorangegangener
Ballondilatation, Stenosen in Venenbypassen und Verschluld einer Koronararterie

nach dem Versuch einer Ballondilatation.

Inzwischen haben die Indikationen zur Stentimplantation zugenommen (s.a.
Paragraph B. 1.). Auf dem Markt gibt es mittlerweile eine Vielzahl von Stents.
Ballonexpandierbare Stents werden am haufigsten eingesetzt, daneben stehen eine
kleine Anzahl von selbstexpandierbaren Stents zur Verflgung. Die Stentlangen
betragen 8 bis 38 mm und haben einen Durchmesser von 2,5 bis 4 mm. Sie
unterscheiden sich in den Verbindungsstlicken zwischen den Untereinheiten,

Flexibilitat, Roéntgendichte, Oberflachenbeschichtung, Metallgehalt und
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Metallzusammensetzung (das Gros der Stents wird aus 316L rostfreiem Stahl

produziert).m

6. Historischer Uberblick zur Photodynamischen

Therapie

Anthropologische Studien zeigten, dal im Agypten des Altertums, in Indien und in
China psoralenhaltige Pflanzenextrakte zur Behandlung von Hauterkrankungen, wie
Vitiligo oder Psoriasis eingesetzt wurden.?”""" Das Verbliffende daran war, daR der
kurative Effekt dieser Pflanzenextrakte erst nach Sonnenlichtexposition einsetzte.
Das heilende Potential war auch den Griechen in der Antike bekannt. Herodot, der

griechische Historiker und Geograph, wird als Vater der Heliotherapie angesehen.g7

Um die Jahrhundertwende (1899) legte der Medizinstudent Oscar Raab den
Grundstein fur die wissenschaftliche Untersuchung phototoxischer Erscheinungen.
Am Pharmakologischen Institut der Koniglichen Universitdt zu Mldnchen waren
Chinin und Akridin Gegenstand experimenteller Untersuchungen. Untersucht wurde
die Toxizitat dieser Substanzen auf Paramaecium caudatum. Bei der Suche nach
einem Wirkstoff gegen Malaria kam es ,in Folge des damals herrschenden
Witterungscharakters sehr wechselnden Lichtverhaltnissen® zu ,unerklarlichen
Versuchsergebnissen®. Dieser Zufall war Anlal} fur weitere Untersuchungen an
Chinin, Akridin, Phenylakridin und Eosin, welche zeigten, dal} diese im Dunkeln
wenig toxischen Stoffe erst unter dem EinfluR des Tageslichts eine aulerst
schadliche Wirkung auf Paramaecien entfalteten.’”” Von Tappeiner fuhrte den
Begriff ,photodynamisch® zur Abgrenzung gegenuber photographischen Prozessen
ein.”*

In den Jahren 1911 und 1913 berichteten Hausmann und Meyer-Betz Uber die
ausgepragte Phototoxizitat von Hélmatoporphyrin."[&83 1924 konnte Policard unter
Anwendung von Wood-Licht (UV-Licht) eine rétliche Fluoreszenz im nekrotischen
Zentrum von experimentellen Rattensarkomen beobachten. Hier wurde

Hamatoporphyrin durch hamolytische Bakterien gebildet. Erste Hinweise auf die
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tumorlokalisierenden Eigenschaften der Porphyrine kamen im Jahre 1942. Da fur
diesen diagnostischen Einsatz zu groRe Mengen an Hamatoporphyrin bendtigt
wurden, die eine massive Photosensibilisierung des Individuums und eine
verminderte Spezifitdt zur Folge hatten, war eine Weiterentwicklung der

photosensiblen Substanzen notwendig.

Schwartz analysierte 1959 Hamatoporphyrin und fand, dal® es sich dabei um ein
unterschiedlich zusammengesetztes Gemisch aus Porphyrinen mit verschiedenen
Eigenschaften handelte. Durch Acetylierung und Reduktion von Hamatoporphyrin
gewann er das sogenannte Hamatoporphyrinderivat mit einem deutlich héheren
Anteil an hydrophoben Porphyrinen, der eigentlich photodynamisch wirksamen
Fraktion. Lipson und Gregorie demonstrierten in den sechziger Jahren die im
Vergleich zu Hamatoporphyrin  deutlich verbesserten photodynamischen
Eigenschaften des Hamatoporphyrinderivats sowie dessen erhohte Akkumulation im
Gewebe. Es wurde bis dahin vereinzelt Uber klinische Anwendungen von
Hamatoporphyrinderivaten in der Photodynamische Therapie auf dem Gebiet der

Onkologie berichtet.

Die Einfuhrung des Lasers in den siebziger Jahren gab der Photodynamischen
Therapie einen neuen Impuls. Die ersten systematischen Studien am Menschen
wurden im Jahre 1978 von Dougherty et al. durchgefuhrt. In den spaten achtziger
Jahren begann man in kontrollierten Studien der Phase Il mit der
Hamatoporphyrinderivat-mediierten photodynamischen Behandlung von Karzinomen
der Harnblase, der Lunge und des Osophagus. Dies flihrte 1993 in Kanada zur
Zulassung des Hamatoporphyrinderivats Photofrin®  fir die Behandlung
oberflachlicher Blasenkarzinome. Es folgten Zulassungen in den Niederlanden
(Lungen- und Osophaguskarzinome), in Japan (Friihstadien des Lungen- und
Magenkarzinoms, sowie zervikale Dysplasie) und in den USA (obstruktives

Osophaguskarzinom).

Der primare Mechanismus der PDT-Wirkung ist mit der selektiven Akkumulation der
photosensiblen Substanz im Tumorgewebe bzw. in schnell teilenden Zellen in

Verbindung zu setzen.”
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Die photodynamische Therapie zeigt auch gewisse vielversprechende Ansatze auf
nicht-onkologischen Gebieten wie in der Behandlung der Psoriasis, der makularen
Retinadegeneration und der Inaktivierung von Viren in Blut oder Blutprodukten.
AulRerdem wird PDT zur Therapie atherosklerotischer Plaques, der Restenose, aber
auch an verschiedenen autoimmunen Erkrankungen untersucht einschlieBlich der

rheumatoiden Arthritis.5 "8
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B. Material und Methoden

1. Versuchsdurchfiihrung

In der Zeit von 1996 bis 1999 wurden die tierexperimentellen Untersuchungen am
Institut fur Chirurgische Forschung der Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen
(Direktor Prof. Dr. Dr. K. MeRmer) durchgefuhrt. Die Genehmigung flur die
Tierversuche war von der zustandigen Behorde der Regierung von Oberbayern

erteilt worden.

1.1. Versuchstiere

Die Untersuchungen wurden an 30 gesunden jungen, nicht vorbehandelten
Hausschweinen mit einem Durchschnittsgewicht von 30 kg £ 3 kg durchgefuhrt. Die
Tiere wurden aus der Zucht des Landesuntersuchungsamtes in OberschleilRheim
bezogen. Die Haltung erfolgte in Stallungen mit Freilauf. Zwischen Transport und
Versuchstermin lag eine Ruhezeit von mindestens 24 Stunden. Die Tiere wurden am

Tag der Narkose nicht mehr gefittert.

1.2. Der Palmaz-Schatz®-Stent

Bei dem Palmaz-Schatz®-Stent (Johnson & Johnson; Warren, New Jersey, U.S.A.)
handelt es sich um einen Ballon-expandierbaren ,Réhrchen“stent. Er ist aus Chrom-
Nickel-Stahl (316L) und wird mittels Lasertechnologie aus einem Stick gefertigt.
Dabei entstehen zwei gitterféormig ausgearbeitete Réhrchen, die mit einem einzelnen
geraden Steg verbunden sind.%

Der Palmaz-Schatz®-Stent weist makroskopisch eine glatte Oberflache auf,
mikroskopisch sind jedoch GuRblasen von 1 — 10 ym Durchmesser sichtbar. Diese

sind regelmafig Uber die gesamte Stentoberflache verteilt (Abbildungen 1 und 2).
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Die Kanten sind mit sehr kleinem Krimmungsradius abgerundet. Allerdings kommt

es bei der Expansion des Stents zu scharfkantigen Endstlicken die sich

trompetenférmig nach auflen aufwdlben (Abbildungen 4, 5 und 6).

Abbildung 1: Unebene Oberflache des
Palmaz- Schatz® Stents; hier abgebildet
ein Kreuzungspunkt der Metallstabe
(struts) [50fache VergroéRerung].

Abbildung 3: Der Palmaz-Schatz® Stent
im deflatierten und inflatierten Zustand,
bestehend aus zwei gitterférmigen
Réhrchen verbunden durch einen Steg.

Abbildung 5: Ballonmontierter Palmaz-
Schatz® Stent mit 3 atm inflatiert
[10fache Vergroferung].

Abbildung 2: Palmaz-Schatz® Stent;
hier abgebildet eine Metallstabschleife
an den Enden des Stents
[50fache Vergroferung].
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Abbildung 4: Ballonmontierter Palmaz-
Schatz® Stent mit 1 atm inflatiert
[10fache VergréRerung].
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Abbildung 6: Ballonmontierter Palmaz-

Schatz® Stent mit 16 atm inflatiert
[10fache VergrofRerung].



Wie oben beschrieben besteht der Palmaz-Schatz®-Stent aus Edelstahl (316L).
Folgende Materialzusammensetzung zeigt die Materialanalyse mittels Energie-

dispersiver Rontgenanalyse:

Element Anteil (gew. %)
Silizium 0,29
Molybdéan 1,42
Chrom 17,85
Eisen 66,76
Nickel 13,67

Tabelle 3 : Materialzusammensetzung des Palmaz-Schatz®-Stents.®

Der rostfreie Chrom-Nickel-Stahl (Chirurgenstahl) gilt als sehr korrosionsbestandig.
Die Biokompatibilitat und insbesondere die Hamokompatibilitdt werden als weniger
gut angesehen, jedoch hat er exzellente mechanische Eigenschaften.103 In unseren
Untersuchungen kamen Palmaz-Schatz®-Stents mit einem Durchmesser von 3,5

mm und einer Lange von 9 mm zur Anwendung.

1.3. Die photosensible Substanz

Die photosensible Substanz Photofrin® (Porfimer-Natrium; Quadra Logic
Technologies, Inc.; Vancouver, British Columbia) gehdért zu der Gruppe der
Fluorochrome. Photofrin® ist die kommerziell erhaltliche und die gereinigte Form des
Hamatoporphyrinderivates. Porphyrine wie Photofrin® und Hamatoporphyrinderivat
bestehen aus einem Gemisch von monomeren und oligomeren Porphyrinen, wobei
das Photofrin® einen Gehalt von 70% Dihamatoporphyrinether oder -ester besitzt,
die strukturell durch ein weitreichendes System von konjugierten Doppelbindungen
charakterisiert sind, welchen sie ihre fluoreszierenden Eigenschaften verdanken.

Porphyrine besitzen eine intensive Lichtabsorption im ultra-violetten Bereich (200 —

400 nm), die Soret Bande genannt wird und sich bei ca. 370 nm befindet. AuRerdem
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besitzt dieser Photosensitizer vier zusatzliche Absorptionsbanden absteigender
Intensitat zwischen 500 und 630 nm. Trotz der Tatsache, dal} Photofrin® sein
Absorptionsmaximum bei ca. 370 nm besitzt, wird klinisch das infrarote Spektrum
(400 — 800 nm) verwendet. Grinde hierflr sind die langeren Wellenlangen des
infraroten Lichts und die Eigenschaft von Saugetiergeweben, ihre maximale
Lichteindringtiefe im hoheren Wellenlangenbereich von 600 — 850 nm (infrarotes

Licht) aufzuweisen.?%:%2

Photofrin® ist ein lipophiles Substanzgemisch, das innerhalb der Zelle in
Mitochondrien, Zellkern, Zellmembran und Lipoproteinen akkumuliert.””
In frGheren in vivo und in vitro Untersuchungen wurde gezeigt, dal} Photofrin® eine

lineare Korrelation zwischen Substanzgehalt und emittierter Fluoreszenz besitzt.>?

,Soret“-Bande

Absorptionsspektrum

I I I
400 550 650  Wellenlange (nm)

Graphik 4: Absorptionsspektrum von Photofrin®. Zu erkennen sind die Soret-Bande bei ungefahr
370 nm und noch vier weitere Absorptionsmaxima absteigender Intensitat zwischen 500 und 630 nm.
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COOH

COOH

(A) (B)

Abbildung 7: Chemische Strukturen der aktiven Komponenten des Photofrins II. Di-
hematoporphyrinether (A) und Dihematoporphyrinester (B). (modifiziert nach Ochsner M. et al.”*®)

1.3.1. Die photodynamische Wirkung

Der Mechanismus der Gewebedestruktion (z.B. in Tumorgewebe) bzw. der Prozel}
des induzierten Zelltods werden bei allen heute bekannten photosensiblen

Substanzen vermutlich von zwei Reaktionstypen vermittelt, Typ | und Typ 11.92
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Durch Absorption von Photonen geht der Photosensibilisator aus dem Grundzustand

S, in den angeregten und kurzlebigen (10 bis 10° s) Singulett-Zustand ('PS*) tiber

und anschlieBend via ,Intersystem Crossing“ (ISC) in den angeregten Triplett-

Zustand (°PS*).

PS+he+v>'PS=—5¢ p °pg*

Die Reaktionen, die dem angeregten Triplett-Zustand (*PS*) folgen unterteilt man in

Typ-I und Typ-lI-Reaktionen.

Typ | - Reaktion:

Eine direkte Interaktion der durch Licht angeregten und sich im
Triplett-Zustand befindenden Farbstoffmolekile mit den
Biomolekulen des Zielgewebes. Solch eine Interaktion vermag
zu einem Elektronentransfer zwischen der photosensiblen
Substanz und den Gewebemolekilen zu fuhren (reduktives
Quenching) oder zur Freisetzung von Radikalen in
Wasserstoffatomen (oxidatives Quenching). Die Mehrzahl
dieser Radikale reagiert sofort mit Sauerstoff und verursacht
eine Vielfalt von hochreaktiven Sauerstoff-Intermediarstufen
wie O,", H,O, und 'OH, also Molekille, die mit vielen und

unterschiedlichen Biomolekulen oxidierend reagieren.m’zs’83

Reduktives Quenching: *PS + RSH oder RNR; 2 PS ™ + (RSH)ox oder (RNR2)ox
Oxidatives Quenching: °PS + O, > PS " O, "> Folgereaktionen

Typ Il - Reaktion:

Aus dem angeregten  Singulett-Zustand kann  der
Photosensitizer entweder auf seinen Grundzustand abfallen,
was zur Lichtemission (Fluoreszenz) fihrt, oder er wird einem
ointersystem Crossing“ (ISC) zugefuhrt. Letzteres hat die
Uberfiihrung des Photosensitizer-Molekiils vom Singulett-
Zustand zum stabileren und langer lebigen (102 s) Triplett-
Zustand zur Folge. In diesem angeregten Triplett-Zustand hat

die photosensible Substanz eine hdhere Wahrscheinlichkeit mit
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Sauerstoff in Wechselwirkung zu treten. Der Energietransfer
vom Triplett-Zustand des Farbstoffes auf den im energetischen
Grundzustand  befindlichen  Sauerstoff  (Triplett-Zustand)
erzeugt hochreaktiven Singulett-Sauerstoff ('0,). Singulett-
Sauerstoff ist elektrophil und reagiert mit elektronenreichen
Regionen von Biomolekulen. Hieraus entstehen oxidierte

Formen dieser Molekiile.?% 732

3PS +°%0, > PS ™+ '0, > Folgereaktionen

Angeregtes Triplett-Porphyrin kann auch direkt mit einem
Biomolekul reagieren. Als Konsequenz kommt es zu einem
Transfer von Elektronen oder Wasserstoffatomen, wobei
radikale Formen der photosensiblen Substanz entstehen
(Reaktion Typ 1). Diese Porphyrinradikale koénnen mit
Sauerstoff reagieren, wobei die Porphyrinmolekile auf ihren
Grundzustand  zurtickkehren und  Wasserstoffperoxid,

Hydroxylradikale oder Hydroxylperoxide gebildet werden.

Die Sauerstoffradikale oder die Radikale der photosensiblen Molekule, die durch die
Typ | — Reaktion gebildet werden, kdnnen eine direkte oder indirekte Zelldestruktion
induzieren.’”” Photochemische Reaktionen dieses Typs sind bevorzugt unter

anaeroben Bedingungen zu beobachten.%

Biomolekulare Struktureinheiten, die an solchen Reaktionen beteiligt sein konnen,

sind z.B. die Aminosauren Tryptophan, Histidin, Methionin.

Im Falle von hohen Sauerstoffkonzentrationen im Gewebe kommt die Typ Il —
Reaktion zum Tragen."8 Bei diesem Reaktionstyp entsteht, wie oben beschrieben,
Singulett-Sauerstoff. Der hochreaktive Singulett-Sauerstoff ('O,) ist fiir jede ihn
bildende Zelle todlich. Reaktionspartner von 'O, sind Lipide, Proteine, Cholesterin
und Nukleinsduren. Nukleinsauren werden an Thymin und/oder Uracil enthaltenden

Nucleotidyl-Einheiten durchtrennt (DNA-Bruch). Im Falle von Enzymen und
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Proteinen treten durch die Reaktion schwerwiegende Schadigungen hauptsachlich
an Strukturen auf, welche die Aminosauren Cystein, Histidin-, Methionin, Tryptophan
und/oder Tyrosin enthalten. Enzyme erfahren dadurch eine teilweise Einschrankung
oder gar einen vollstandingen Verlust ihrer biokatalytischen Aktivitat. Dartber hinaus
resultieren aus diesen photochemischen Reaktionen Defekte an transmembranen
lonenpumpen, an Zucker- und Aminosauretransportsystemen. Als Konsequenz der
Zellmembranzerstorung wird die Freisetzung von Phospholipiden initiiert, welche
durch Phospholipasen (A1, A, C) attackiert werden. Insgesamt kommt es zur
Freisetzung einer Fulle von pathophysiologisch hochreaktiven Produkten wie
Prostaglandinen (PGD,, PGE,, 6-keto-PGF,,), Thromboxanen (A,, B), Leukotrienen
(B4, C4, D4), Hydroxycarbonsauren und D-Myo-inositol-1,4,5-trisphosphat. Die
Aktivierung des Komplementsystems und die Infiltration von immunologisch aktiven
Blutzellen im Zielgewebe verstarken den Zerstorungseffekt dieser aggressiven

Intermediarsubstanzen.

Zur Zeit werden neuere Generationen von photosensiblen Substanzen untersucht,
die einen hoheren chemischen Reinheitsgrad und ein Absorptionsmaximum in der
roten Spektralregion besitzen. AulRerdem mufd nach der systemischen Gabe von
Porphyrinen der Photosensibilisierung der Haut begegnet werden, die bis zu sechs
Wochen anhalten kann. Doch Photofrin® ist gegenwértig der einzige Photosensitizer,
welcher von den verschiedenen Registrierungsbehdrden fur klinische Studien der
Phase Ill und IV zugelassen ist. In den letzten 15 Jahren sollen - meist in
unkontrollierten klinischen Studien - weltweit 10.000 Patienten mit dieser Substanz
behandelt worden sein, wobei die Mehrzahl der Erkrankungen onkologischer Natur

48,62,92,132
war.

1.4. Der porose Ballon

Zur lokalen Medikamentenapplikation (Local drug delivery, LDD) wurden pordse
Ballons eingesetzt. Bei der Fertigung dieser porésen Ballons kamen herkdmmliche
Ballonkatheter mit einem Durchmesser von 3 mm und einer Ballonlange von 25 mm

(Fabrikat Viva) zur Anwendung. Durch fokussierte CO,-Laserlichtapplikation wurden
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die Ballons perforiert. Dabei entstanden 50 Poren mit einem Durchmesser von
jeweils 25 ym. Die Poren waren symmetrisch uUber die ganze Ballonperipherie
verteilt, so dal® ein weitgehend gleichmaliger Flussigkeitsaustritt in die umgebende
GefalRwand maglich war. Der Abstand der Perforationen betrug 2 mm. Der Ballon

ermoglichte einen Inflationsdruck bis zu 10 atm Uber mehr als 60 s aufzubauen.?’

Abbildung 11: Pordser Ballon mit Austritt einer Graphik 6: Schemazeichnung eines porésen
Indikatorflissigkeit. Ballonkatheters.
1.5. Laserlichterzeugung und Lichfaser

Zur Erzeugung der Lichtenergie, die zur Anregung von Photofrin® notig ist, wurde ein
Argon-dye Laser (AOC PDT Lasercare 25, Applied Optronics Corporation; New
Jersey, USA) eingesetzt (Abbildung 12). Verwendet wurde Laserlicht mit einer

Leistung von 0,5 Watt und eine Wellenlange von 630 nm.
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Zur Leitung des Laserlichts an einer definierten intravaskularen Stelle wurde eine
Lichtfaser verwendet (C.R. Barth). In umfangreichen in vitro Untersuchungen hatten
Fasern mit einem Durchmesser von 300 pm sowie einer 20 mm langen
zirkumferentiellen Lichtbeugungsschicht am distalen Ende und einem distalen
Lichtabsorber, die beste Lichteinbringungscharakteristik (Abbildung 13).27
Herkdbmmliche Optiken mit Reflektoren, Prismen und/oder Linsen waren in der

Streucharakteristik limitiert und zeigten ungentigende Ergebnisse.129

Die Messung der insgesamt applizierten Lichtmenge erfolgte mit einer Ulbrichtkugel

vor und nach jedem PDT Versuch.

Abbildung 12: Laserlichtquelle Abbildung 13: Proximales und distales Ende der
Lichtfaser.

1.6. Versuchsgruppen

Es wurden insgesamt drei Versuchsgruppen gebildet.

In der Kontrollgruppe (Gruppe K) wurden zehn Tiere eingeschlossen. Es erfolgte die
Implantation von Palmaz-Schatz®-Stents (Johnson & Johnson; Warren, New Jersey,
USA) in die Arteria femoralis superficialis. Die angewandte Methode wird unter

Paragraph 1.7.3. naher beschrieben.

Die Ubrigen zwei Gruppen bestanden aus weiteren 20 Tieren. Hier wurde die
Moglichkeit der Restenoseprophylaxe nach Stentimplantation durch die
Photodynamische Therapie untersucht. Ein wichtiger Punkt der

Versuchsdurchfihrung innerhalb dieser Gruppen war die Untersuchung der
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Effektivitat unterschiedlicher zeitlicher Abfolgen der Photodynamischen Therapie
und der Stentimplantation. Dazu wurden die Photodynamische Therapie und die
Stentimplantation in unterschiedlicher Reihenfolge an den Femoralarterien der

Versuchstiere angewandt, wodurch zwei Gruppen entstanden sind:
- Gruppe A: 1. Stent + 2. PDT*-Gruppe und
- Gruppe B: ,1. PDT + 2. Stent“-Gruppe.

Pro Tier wurde in allen drei Gruppen jeweils nur ein Gefall behandelt. Die

Explantation der GefalRe fand jeweils 14 Tage nach Intervention statt.

1.6.1. Ubersicht iiber die Kontrollgruppe

In der folgenden Tabelle sind die behandelten Tiere aufgefuhrt, die einer
Stentimplantation zugefuhrt worden sind. Jedes Tier entspricht einem Femoralgefal.

Alle zehn Tiere wurden am 14. postoperativen Tag geopfert.

Kontrollgruppe

Stentimplantation bis
Gefallexplantation 14 Tage
Tieranzahl = Gefalkanzahl 10

Tabelle 1: Tabellarische Darstellung der Versuchsgruppe ,Kontrollgruppe®.
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1.6.2. Ubersicht liber die photodynamisch behandelten Gruppen

AnschlieBend sind diejenigen Versuchstiere tabellarisch aufgefuhrt, welche die
Photodynamische Therapie erhielten (Gruppe A und Gruppe B). Nach 14 Tagen
wurden die Versuchstiere geopfert. Ein Versuchstier, welches in der Gruppe A

randomisiert wurde, ist perioperativ aufgrund maligner Hyperthermie verstorben.

Photodynamische Behandlung

Behandlungsmodus Gruppe A (1.Stent + 2.PDT) | Gruppe B (1.PDT + 2.Stent)
Behandlung bis
GefaRexplantation 14 Tage 14 Tage
Perioperativ
1 0
verstorben
Gefaltanzahl 9 10

Tabelle 2: Tabellarische Darstellung der Versuchsgruppe ,Photodynamische Behandlung.

1.7. Versuchsablauf

1.7.1. Einleitung und Aufrechterhaltung der Narkose

Die Einleitung der Narkose erfolgte durch eine intramuskulare Injektion in die Regio
nuchae von 20 mg/kg Ketamin (Ketanest®, Parke Davies & Co; Berlin), 0,2 mg/kg
Midazolam (Dormicum® Hofmann-LaRoche AG; Grenzach-Whylen) und 1 mg

Atropinsulfat (Atropinsulfat Braun®, Braun-Melsungen AG, Melsungen).

Durch Platzierung einer Venenverweilkanule (Pfrimmer-Viggo GmbH & Co KG;
Erlangen) in die Ohrvene wurde die Narkose intravenés mit Thiopental-Natrium

(Trapanal®, Byk Gulden; Konstanz) weitergefiihrt.

Darauf erfolgte die laryngoskopische orotracheale Intubation mit einem 6,0 mm
starken Endotrachealtubus (ASID Bonz GmbH; Boblingen) und die kontrollierte
maschinelle Beatmung mittels eines Respirators (Servo Ventilator 900 B, Siemens
Elema; Elema Solna, Schweden) als intermittierende positive Uberdruckbeatmung

mit einer inspiratorischen Sauerstoff-Konzentration (FiO;) von 100 %.
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Abbildung 8: Versuchsanord-
nung in situ mit Respirator.

Nach kurzer Beatmung von ca. einer halben Minute wurde die Narkose mit Isofluran
als Inhalationsanasthetikum (Forene®, Deutsche Abbott GmbH; Wiesbaden) und
einem N,O/O,-Gemisch aufrecht erhalten. Die fraktionelle inspiratorische
Sauerstoffkonzentration wurde wahrend des gesamten Versuchs durch einen O-
Monitor (Oxydig, Dragerwerk AG; Lubeck) bei 50% gehalten. Zur Muskelrelaxation
erfolgte die kontinuierliche Infusion von 1 mg/kg x h Pancuroniumbromid
(Pancuronium Organon®, Organon; Freiburg). Die endexpiratorische CO,-
Konzentration wurde wahrend des Experiments mittels eines
Ultraabsorptionsspektrometers (Ultramat M-CO,, Siemens AG; Erlangen) gemessen
und durch Variation des Atemminutenvolumens (5 - 7 I/min) auf 4,5 Vol% konstant
gehalten. Die Atemfrequenz wurde auf 12 — 15 min™ mit einem Zugvolumen von 400
— 500 mL eingestellt sowie das EKG fortlaufend abgeleitet durch vier subkutan an
den Extremitaten platzierte Stichelektroden (Hellige Recomed, Hellige GmbH;
Freiburg). Zusatzlich erfolgte eine kontinuierliche Temperaturiberwachung tber eine

Rektalsonde.

Zur Unterstiitzung der Basisanalgesie wurde intermittierend Piritramid (Dipidolor®,
0,5 - 1,0 mg, Janssen GmbH; Neuss) gegeben. Die Volumensubstitution erfolgte mit
Elektrolyt-Grundlésung (Fresenius AG; Bad Homburg) bzw. mit isotoner
Kochsalzlésung (Braun Melsungen AG; Melsungen).
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1.7.2. Praparation

Alle Versuche erfolgten unter sterilen Bedingungen.

Vor Beginn der Praparation wurde in der Leistenregion die Behaarung durch
Einmalrasierer entfernt. Nach der Desinfektion mit Alkohol und Polyvidonlésung
(Braunol®, Braun Melsungen AG; Melsungen) erfolgte die sterile Abdeckung des
Operationsfeldes. Die kutane Inzision wurde langs des Musculus adductor longus
durchgeflihrt.

Die jeweils unter dem Musculus adductor longus und Musculus vastus medialis
liegenden Gefalstrukturen wurden langs der Vena femoralis stumpf durch
Fasziendurchtrennung freiprapariert. Darauf folgte das Anschlingen der Arteria
femoralis superficialis mit zwei Haltefaden (2-0 Ethicat®, Ethicon GmbH & Co KG;
Norderstedt) proximal und distal der praparierten Strecke (Abblidung 9). Bei der
Praparation der Arteria femoralis superficialis wurde darauf geachtet, dal® diese fur
die Einbringung der Katheter nur auf kurzer Strecke vom umgebenden Bindegewebe

abgeldst wurde (2 — 3 cm), um moglichst das gesamte GefalRbindegewebe erhalten

zu konnen.

Abbildung 9: Anschlingen der Arteria
femoralis superficialis mit Haltefaden
proximal und distal der praparierten
Strecke.
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Abbildung 10: Einbringung des
stenttragenden Ballonkatheters in die
A. femoralis superficialis.

1.7.3. Implantation der Stents

Es wurden Palmaz-Schatz®-Stents (Lange: 9 mm; Johnson & Johnson; USA)
verwendet, die auf herkdmmliche PTCA-Ballonkatheter (3,5 mm nominaler

Durchmesser; Viva, Boston Scientific; USA) montiert wurden.

Nachdem, wie in Paragraph B.1.7.2. beschrieben, die Arteria femoralis superficialis
freiprapariert und proximal sowie distal durch Faden angeschlungen worden war,
fugte man dem Gefal} eine circa 5 mm grol3e Inzision bei. AnschlieRend konnte man
durch diese Inzision den mit einem Stent versehenen Ballonkatheter in die Arterie
einfuhren. Die Eindringtiefe des Ballonkatheters betrug 10 bis 15 cm. Nach
Positionierung des Ballons an der Zielstelle und Inflation mit einem Druck von 18

atm entfaltete sich auch der darauf montierte Stent.

1.7.4. Lokale Medikamenten-Applikation (LDD)

In der Gruppe A wurde direkt nach der Praparation der Arteria femoralis superficialis
die Stentimplantation durchgefiuhrt. Im Gegensatz dazu applizierte man in der
Gruppe B zuerst die photosensible Substanz Photofrin® danach folgte die

Aktivierung des Photofrins® mit Licht sowie die Implantation des Stents in die Arterie.
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Die Kontroligruppe (Gruppe K) erhielt weder die lokale Medikamentenapplikation

noch die Laserlichtapplikation.

Die Applikaton von 2 mL Photofrin® (2,5 mg/mL) erfolgte analog einer
herkdbmmlichen Angioplastie mit einem pordsen Ballon bei 2 atm. Dabei ist eine
Applikation direkt in die GefalRwand madglich, da der Ballon nach seiner Inflation
festen Kontakt mit der Gefallwand hat. In frGheren Untersuchungen zeigte man, daf}
das pro Zeiteinheit und konstantem Druck ausgetretene FlUssigkeitsvolumen einen

linearen Zusammenhang mit der Austrittsflache besitzt. *® "%

1.7.5. Laserlichtapplikation

Im infraroten Bereich hat Photofrin®, wie schon unter B.1.3. beschrieben, eines
seiner Absorptionsmaxima (Graphik 4). Es wurden 100 mW/cm? und eine
Gesamtenergie von 100 Joule fur die Dauer von 1.000 Sekunden und zwar 5 min
nach Applikation des Photofrins® gegeben. In Dosimetrieversuchen, die von der
Arbeitsgruppe Gonschior et al. 67,108 durchgefuhrt wurden, zeigten sich bei
Lichttreppen bis 1 Watt und 100 J keine akuten Komplikationen, keine
Vasokonstriktion (angiographisch seriell dokumentiert) und keine makroskopischen
oder histologischen Veranderungen. Aullerdem wurde gezeigt, da 5 min nach
lokaler Applikation der photososensiblen Substanz per porésem Ballon ein
Konzentrationsmaximum dieser Substanz in den intimanahen Gefallwandschichten

zu dokumentieren ist. %

Die Lichtenergie wurde dem Gewebe mittels einer Lichtfaser zugefuhrt. Die
Lichtfaser wurde in die A. femoralis superficialis eingefuhrt und an der Stelle
positioniert, an der die lokale Applikation von Photofrin® erfolgt war. Die exakte
Positionierung der Lichtfaser an der mit Photofrin® vorbehandelten GefaRstelle
wurde durch Markierung der Eindringtiefe an den Ballonkathetern und der Lichtfaser
garantiert. Nach 1.000 Sekunden und erfolgter Applikation der gewiinschten Menge

Lichtenergie wurde die Lichtfaser aus dem Gefal} entfernt.
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1.7.6. AbschluB der Praparation

Nach Beendigung der Interventionen wurde die Wunde steril verschlossen.

Da die Tiere nach 14 Tagen erneut zur Explantation operiert werden sollten, erfolgte
der Verschlul® der inzidierten Arterie durch Einzelknopfnaht mit nicht resorbierbarem
monofilem Faden (6-0 Prolene, Ethicon GmbH & Co KG; Norderstedt). Es folgte ein
schichtweiser Wundverschlufy mit Adaptation der Muskeln und der Faszien durch
Einzelknopfnaht (3-0 Ethilon, Ethicon GmbH & Co KG; Norderstedt). Die Haut wurde
mit fortlaufender Naht vernaht (2-0 Ethilon, Ethicon GmbH & Co KG; Norderstedt)

und die so versorgte Wunde steril verbunden.

1.7.7. Postoperative Versorgung der Versuchstiere

Die Narkose wurde nach Beendigung des Wundverschlusses durch Insufflation von
100% Sauerstoff und kontrollierter Hypoventilation ausgeleitet. Vor der Extubation
wurde durch den Tubus intratracheal abgesaugt. Um eine ausreichende
Analgesierung in der Aufwachphase und den ersten postoperativen Stunden zu
gewshrleisten, wurde sowohl Droperidol 0,2 mg/kg (Dehydrobenzperidol®, Janssen
GmbH; Neuss) per infusionem als auch Piritramid 0,1 mg/kg (Dipidolor®, Janssen
GmbH; Neuss) intravenos verabreicht. Nach dem Rucktransport der Versuchstiere in
den Tierstall standen diese unter standiger Uberwachung um sicherzustellen, dafR
keine medikamentds induzierte Atemdepression auftrat. Die Wunde wurde taglich

versorgt.
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2. Aufarbeitung des Gewebes

21. Explantation und Praparation

Nach Ablauf des vorgesehenen Zeitintervalls von 14 Tagen wurden die behandelten

arteriellen Segmente entnommen.

Die Durchfuhrung der Explantation entsprach den Schritten des Ersteingriffes:

Narkoseeinleitung, Narkoseaufrechterhaltung und Praparation.

Bei der erneuten Praparation der Gefalistrukturen dienten die belassenen
Nahtfaden, die bei der Gefall- und Muskeladaptation benutzt wurden, als

Leitstrukturen.

Nach intravendser Gabe eines 40 mL KCI Bolus (Kaliumchlorid 7,45%, Braun
Melsungen AG; Melsungen) und Sistieren der Herzaktion wurden sowohl die
Hautnahte der Erstoperation als auch die adaptierten Muskel- und Faszienschichten
durchtrennt. Das zu explantierende Gefal® wurde stumpf freipapariert und mit einem
Skalpel mit genugend Sicherheitsabstand proximal und distal des implantierten
Stents enthommen. Bei der Explantation wurde grof3ter Wert darauf gelegt, da® die
gesamten Strukturen mit Vene, Arterie, Nerven und umgebendem Gewebe in toto

entfernt werden konnten, um mechanische Artefakte auszuschliessen.

Nach Entnahme des Gewebes erfolgte die Aufbereitung und Auswertung der

Praparate nach einem standardisierten Schema.
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2.2. Aufbereiten und Schneiden

Die explantierten Femoralarterien wurden als Gewebeblock sofort in 4%-iges

Formalin eingebracht und bei ca. 6 C bis zur weiteren Verarbeitung aufbewahrt.

Nach mindestens zwei Wochen Verweildauer in Formalin folgte die Entwasserung
der Praparate in aufsteigender Alkoholreihe (Ethanol 50% - 100%). Fur je 24
Stunden wurden die Praparate in immer hdher konzentrierten Ethanol-Losungen
(50%, 70%, 80%, 90%, 96% und zwei Mal 100%) eingelegt und schlie3lich
zweimalig in 100%-igem Aceton entfettet. Nachdem die Gewebeblocke in
zylindrischen Glasbehaltern positioniert waren, konnten sie in Methylmethacrylat
(MMA) eingebettet werden. Es wurde darauf geachtet, da} die Achse des im
Gewebeblock befindlichen Arteriensegmentes parallel zur Achse des Glasbehalters
verlief, so dall bei der weiteren histologischen Aufarbeitung bzw. Schnittfihrung
vollstandige  Querschnitte  resultieren. Eine Mischung aus ungel6stem
Methylmetacrylat (Merck, Schuchardt), Plastid N (Rohm und Haas, R6hm Pharma;
Darmstadt) und dem Harter Benzoylperoxid (Merck; Schuchardt) wurde zu den
einzubettenden Arterien in den Glasbehaltern gegeben. Diese Mischung wurde
wahrend der Inkubation im Exsikkator jeden dritten Tag gewechselt (insgesamt
viermal), nach Abschlul3 der Inkubation wurden die Methylmetacrylatblocke im

Wasserbad ausgehartet (ca. eine Woche).
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Die so entstandenen Methylmetacrylatblocke wurden mit einem Diamant-
Sagemikrotom (Sagemikrotom 1600 - Innenlochsage, Leitz; Wetzlar; Abb.: 15) seriell
geschnitten. Die angefertigten Schnitte hatten eine Dicke von 120 — 200 um. Das
Diamantmesserblatt hatte eine Dicke von 300 pm. Aus der Dicke des
Diamantenblattes und der speziellen Technik der Schnittfihrung des Diamant-
Sagemikrotoms gingen 300 um zwischen zwei Schnitten verloren. Es wurde der
gesamte Gefaliblock aufgeschnitten, wobei durchschnittlich 45 Schnitte pro Gefal
anfielen. In den mittleren 16 - 18 Schnitten pro Block war der Stent enthalten.

Abbildung 14: 120 um dicker Schnitt eines in Methylmethacrylat eingebetteten und mit modifizierter
Laczko-Levai-Losung gefarbten GefalRes der Gruppe A; die Schnittflhrung ist beim unbehandelten

Schnitt zu erkennen.
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2.3. Histologische Farbung

Die angefertigten Schnitte wurden mindestens 24 Stunden zwischen Glasplatten
aufbewahrt, um eine ebene Beschaffenheit zu gewahrleisten. Sowohl in der
Kontrollgruppe als auch in den Versuchsgruppen A und B wurde jeder gewonnene
Schnitt mit modifizierter Laczko-Levai-Losung gefarbt. Dazu wurden die zu
farbenden Schnitte erst mit 100%-igen Ethanol abgewischt und dann mit 0,1%-iger
Ameisensaure fur 2 - 5 min angeatzt. Der nachste Schritt war eine kurze Spulung
der Schnitte in destilliertem Wasser und ein Eintauchen in 20 - 40%-iger Methanol-
Losung. Nach 60 - 120 min im Methanol-Bad wurden die Schnitte mit destilliertem
Wasser erneut gespllt. Die so vorbehandelten Schnitte wurden 5 min lang in einer
modifizierten Laczko-Levai-Losung (bestehend aus: 0,25 g Azur Il, 0,25 g Methylen
Blau in 100 mL 0,5%-iger Sodal6sung) gefarbt und anschlieRend mit 70%-igem
Ethanol differenziert. Zum Schlul3 erfolgte eine mikroskopische Kontrolle der
Farbequalitat. Nach einer mehrtagigen Trocknungszeit wurde jeder einzelne
gefarbte Schnitt auf einem Objekttrager mittels Eukitt (Kindler GmbH; Freiburg) und
Deckglaschen (Superior; Marienfeld) blasenfrei eingedeckt (Graphik 9).

Aufgrund der nétigen Fixierung der Gewebeblocke in Polymer (Methylmethacrylat),

konnten keine seriellen immunhistologischen Farbungen durchgefuhrt werden.
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3. Auswertung der GefdaRschnitte

3.1. Morphometrie

Die Schnitte wurden bei standardisierter 16-facher Vergro3erung eines
Makroskopes (Leica M420, Leica; Wetzlar) von einer auf dem Makroskop montierten
CCD-Kamera (Sony DXC-930P) einzeln aufgenommen und Uber ein RGB-Signal an
einem Computer (Power PC 9500, Apple Computer; Cupertino; USA) Ubertragen.

Mittels digitaler Bildverarbeitung (Apple Video Player, Version D1-1.4; Image)
wurden die Schnitte planimetrisch vermessen. Dies erfolgte unter Zuhilfenahme

eines geeichten Referenzmalistabes.

Ein spezielles Datenbanksystem ermdglichte die digitale Speicherung der Daten

sowie deren direkten Vergleich (Cumulus; Canto Software).

Nach Digitalisierung der Schnitte wurden folgende Parameter gemessen:

- Gefallumenflache

- Intima- bzw. Neointimaflache

- Flache innerhalb der Lamina elastica interna
- Flache innerhalb der Lamina elastica externa
- Mediaflache

- Stentlumenflache
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Stentstrut

- Lamina elastica externa

Abbildung 16 a (links) und b (rechts): Tunica media

Planimetrisch gemessene
Wandschichtenflachen (b)
an einem Gefalschnitt (a).

Neontima

Lumen

EEEEEEEN StentﬂaChe

A Lamina elastica interna

Als GefalRlumen wurde die Querschnittsflache des GefalRes definiert, die fir den

Blutflul® zur Vefligung stand.

Wie in der Abbildung 16b skizziert, wurde als Flache der Tunica intima bzw. der
Intimahyperplasie die Flache definiert, welche resultiert aus der Differenz der Flache

der Lamina elastica interna (LEI) abzuglich der Flache des freien Gefalllumens.
(Flache der Intimahyperplasie = Flache innerhalb LEI — Gefal3lumenflache)

Die Flache der Tunica media resultiert aus der Differenz der Flache innerhalb der
Lamina elastica externa und der Flache innerhalb der Lamina elastica interna.

(Flache der Tunica media = Flache innerhalb der LEE und Flache innerhalb der LEI)

Die Stentstruts, also die Metallstreben, die den Stent bilden, boten im Querschnitt

ein kreisformiges Muster. Als Stentflache wurde diejenige Flache definiert, die
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innerhalb eines Kreises liegt, der durch den Mittelpunkt aller Stentstruts zieht (siehe
Abbildung 16a und b).

3.2. Statistik

Die Ergebnisse wurden, sofern nichts anderes angegeben wurde, als Mittelwert *
Standardabweichung berechnet und dargestellt. Die Mittelwerte der drei Gruppen
(Kontrollgruppe, Gruppe A und Gruppe B) wurden mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Tests
auf signifikante Unterschiede gepruft. Die sich daraus ergebende Information der
signifikanten Unterschiedlichkeit der Daten innerhalb der drei Gruppen legitimierte
die Anwendung des Mann-Whitney-U-Tests. Mit dem Mann-Whitney-U-Test wurde
Uberprift, ob zwei beprobte Grundgesamtheiten die gleiche Lage besitzen. Auf diese
Weise wurden die Unterschiede zwischen den Gruppen innerhalb der drei
Vergleichsexperimente (Gruppe A versus Gruppe B oder zwischen Gruppe A versus
Kontrollgruppe oder Gruppe B versus Kontrollgruppe) herausgearbeitet. Die
Nullhypothese wurde bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von < 0,6% (p < 0,00625)

verworfen, welche die gepruften Daten als signifikant bezeichnet.
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C. Ergebnisse

1. Allgemein

Im Rahmen der experimentellen Untersuchungen verstarb ein Versuchstier
perioperativ an einer narkoseinduzierten Hyperthermie (Tabelle 2). Das Tier war
zuvor in der Gruppe A randomisiert worden. Die Gefalle des perioperativ
verstorbenen Tieres sind nicht in der Auswertung mitberlcksichtigt worden
(Abbildung 17).

2. Makroskopische Beurteilung

Die gewonnenen Praparate zeigten makroskopisch keine Hinweise auf Verletzungen
der Arterien, wie z.B. perivaskulare Hamatome oder Unterbrechung der

Gefalzirkumferenz, durch die Anwendung des Katheters.

3. Mikroskopische Beurteilung

Die mikroskopische Untersuchung der Schnittpraparate ergab keine Hinweise auf
Verletzungen des Gewebes, die von der operativen und perioperativen Behandlung

herrihren konnten.

Auch Verletzungen der Gefalarchitektur, der perivaskularen Struktur oder gar

Beschadigungen der Stents (z.B. Anordnung der Struts ) waren nicht zu erkennen.

Die Lamina elastica interna, die den Stentstruts anlag, erfuhr aufgrund der

Scherkrafte eine Deformation, im Sinne einer Streckung (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Reprasentativer Schnitt der A. femoralis superficialis nach Stentimplantation
vom perioperativ verstorbenen Versuchstier.
Durch die Stentstruts gestreckte Lamina elastica interna und Tunica media
[40fache Vergrofierung].

47



4. Planimetrische Ergebnisse

Bei den planimetrischen Untersuchungen der Neointimaflache ergab sich eine
signifikant reduzierte Intimahyperplasie in der Gruppe B (entspricht ,1.PDT+2.Stent")
im Vergleich zur Neointimaflache der Kontrollgruppe (mit p = 0,00004) (Graphik 10).
In der Kontrollgruppe mafR die Neointimaflache 2,68 + 0,35 mm? (Abbildung 23). In
der Gruppe A ergab sich eine Intimahyperplasiefliche von 2,20 + 1,12 mm?. In
Gruppe B hatte die Intimahyperplasie eine Flache von 1,71 + 0,48 mm?
(Abbildungen 18 — 21 und 22).

3,5

3,09

2,51

2,04

1,54

1,0 4

l J
P <0,00625

Intimahyperplasie (gmm)

0,0

Kontrollgruppe A B
Gruppen

Graphik 10: Boxplot-Darstellung der gemessenen Intimahyperplasie aller drei Gruppen.
Dargestellt sind die Mediane und die Standardabweichungen.
Signifkanz besteht wenn p < 0,00625.
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Abbildung 18: Reprasentativer Gefalischnitt der Gruppe A. [40fache VergroRerung; Dinnschliff].
Die Tunica intima ist Uber den Stentstruts proliferiert und engt das Gefalllumen ein.
Der rot markierte Bereich ist in Abbildung 19 vergréRert dargestellt.

Abbildung 19: Die Tunica media wird von und zwischen den Stentstruts gespannt.
Eine Intimahyperplasie fehlt am stentfreien Bereich [80fache VergréRerung;
Dunnschliff].
Der rot markierte Bereich ist in Abbildung 20 vergréRert dargestellt.
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Intimahyperplasie ist eine zellreiche Formation [160fache Vergréf3erung; Dinnschliff].

Abbildung 20

Der rot markierte Bereich ist in Abbildung 21 vergréRert dargestellt.

Ubergang vom einschichtigen Endothel in vielschichtiges Intimahyperplasieareal.

320fache VergroRerung der Tunica intima nahe dem Stent [Dunnschliff]

Abbildung 21
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Abbildung 23: Reprasentativer Schnitt der Kontrollgruppe [40fache VergréRerung].
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Die Gefaldlumina der Behandlungsgruppe B hatten eine signifikant grof3ere Flache
im Vergleich zur Kontrollgruppe mit p = 0,000008 (Graphik 11). Zwischen den

anderen Gruppenkombinationen liel3 sich kein signifkanter Unterschied erkennen.

Die Kontrollgruppe hatte Gefal3lumina mit einer Flache von 6,29 + 0,76 mm?Z. In der
Gruppe A hatte das GefaRlumen eine Flache von 5,93 + 1,64 mm? und in der
Gruppe B eine Flache von 7,31 + 2,24 mm?.

10

| P < 0,00625 |

Gefalllumen (gmm)

Kontrollgruppe A B
Gruppen

Graphik 11: Boxplot-Darstellung der gemessenen Lumina aller drei Gruppen.
Dargestellt sind die Mediane und die Standardabweichungen.
Ein signifkanter Unterschied besteht, wenn p < 0,00625.

Sowohl die Flache, die von der Lamina elastica interna (LEI) eingeschlossen wird,
als auch die Flache innerhalb der Lamina elastica externa (LEE) waren zwischen
den drei Gruppen nicht signifikant unterschiedlich (p = 0,103 bzw. p = 0,023; Graphik
11 und 12).

Die LEI-Flache der Kontrollgruppe betrug im Mittel 8,97 + 0,75 mm?, in der Gruppe A
8,14 + 1,62 mm?und in der Gruppe B 9,56 + 1,13 mm?.
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Die Flache der Lamina elastica externa hatte in der Kontrollgruppe einen Mittelwert

von 10,78 + 0,88 mm? und in der Gruppe A eine Flache 10,76 + 1,60 mm? sowie in

der Gruppe B eine Flache von 11,81 + 3,21 mm?.

Flache innerhalb der Lamina elastica interna (gmm)

Graphik 13:

12

114

10 1

Kontrollgruppe A B
Gruppen

Boxplot-Darstellung der Flache innerhalb der Lamina elastica interna.
Kein signifikanter Unterschied bei p = 0,103.
Dargestellt sind die Medianwerte und die Standardabweichungen.

Es ergab sich kein Unterschied im Bezug auf die Flachen innerhalb der LEI und der

LEE, jedoch war die Tunica media in der Gruppe, welche die Photodynamische

Therapie vor der Stentimplantation erhielt (Gruppe B), signifikant breiter als in der

Kontrollgruppe (p = 0,0021). (Tunica media in der Kontrollgruppe: 1,81 £ 0,65 mm?,
in der Gruppe A: 2,62 + 0,53 mm?und in der Gruppe B: 2,79 + 0,77 mm?).
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Flache innerhalb der Lamina elastica externa (gqmm’

Graphik 13:

Flache der Tunica media (gmm)

Graphik 14:
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7 T o o
Kontrollgruppe A B
Gruppen
Boxplot-Darstellung der Flache, die von der Lamina elastica externa umschlossen
wird; kein signifikanter Unterschied bei p = 0,023.
Dargestellt sind die Mediane und die Standardabweichungen aller drei Gruppen.
4,0

1,5+

1,0 o

? ﬁif

P <0,00625 |

Kontrollgruppe A B

Gruppen

Boxplot-Darstellung der Tunica media Flache aller drei Gruppen.
Dargestellt sind die Mediane und die Standardabweichungen.
Ein signifkanter Unterschied ist dann anzunehmen, wenn p < 0,00625.
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Der Mittelwert und die Standardabweichung der gemessenen Stentflache lagen bei
9,13 + 1,19 mm? in der Kontroligruppe. Diese unterschieden sich weder von den
Stentflachen der Gruppe A (8,43 + 0,90 mm?) noch von der Gruppe B (8,91 + 1,16
mm2). Bei all den Gruppen wurden Stents mit einem Durchmesser von 3,5 mm
verwendet, wie im Abschnitt B.1.3 schon erwahnt. Der p-Wert war mit 0,579 nicht
signifikant (Graphik 15).

12

114

10 1

Flache innerhalb der Stents (qmm)

Kontrollgruppe A B

Gruppen

Graphik 15: Darstellung der Flache innerhalb der Stentstruts als Boxplots.
Kein signifikanter Unterschied bei p = 0,579.
Dargestellt sind die Medianwerte und die Standardabweichungen aller drei Gruppen.

Die Relation von Flache der Intimahyperplasie zur Flache der Tunica media zeigte
nach Behandlung mit PDT eine signifikante Reduktion im Vergleich zur Behandlung
der Gefalke ohne photodynamische Therapie. Sowohl in der Gruppe B als auch in
der Gruppe A war das Verhaltnis Neointima zur Media signifikant kleiner als das der
Kontrollgruppe (p = 0,0000011 bzw. p = 0,001). Untereinander unterschieden sich
die zwei photodynamisch behandelten Gruppen in diesem Punkt nicht signifikant.
(Kontrollgruppe: 1,65 £ 0,61; Gruppe A: 0,09 + 0,002; Gruppe B: 0,10 £ 0,07).
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Graphik 16: Boxplot-Darstellung vom Verhaltnis Intimahyperplasie zur Flache der Tunica media.
Dargestellt sind die Mediane und die Standardabweichungen.

Das Verhaltnis von Intimaflache zur Flache innerhalb der Lamina elastica interna
entspricht dem  Stenosierungsgrad, den das GefalBlumen durch die
Intimahyperplasie erfahrt.

Der Stenosierungsgrad der Gefal’e war in der Gruppe B signifikant kleiner als in der
Kontrollgruppe (p = 0,0011). Man sah keinen signifikanten Unterschied zwischen
den zwei PDT-Varianten oder zwischen ,1.Stent+2.PDT“ und Kontrollgruppe. Der
Mann-Whitney-Test ergab folgendes:

» Signifikanter Unterschied mit p = 0,00000011 bei Gruppe B versus
Kontrollgruppe.
= Kein signifikanter Unterschied mit p = 0,181 bei Gruppe B versus Gruppe A.

= Kein signifikanter Unterschied mit p = 0,181 bei Gruppe A versus
Kontrollgruppe.
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Graphik 17: Boxplot-Darstellung der Relation von Intimahyperplasie zur Flache der Lamina

elastica interna.
Dargestellt sind die Medianwerte und die Standardabweichungen.
Ein signifikanter Unterschied ist dann anzunehmen, wenn p < 0,00625.
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D. Diskussion

Die perkutanen transluminalen Revaskularisationsverfahren haben sich zu einem
wesentlichen Verfahren in  der Kklinischen Praxis zur Behandlung von
symptomatischen Koronarstenosen entwickelt mit weltweit ca. 1,3 Millionen
Eingriffen  pro Jahr.? Diese Zahl ist weiterhin steigend. Die koronare
Stentimplantation wurde im Jahr 2000 bei ca. 80% aller weltweit durchgeflhrten

perkutanen transluminalen Koronarinterventionen eingesetzt.”

Limitiert wird die Stentimplantation durch die Zahl an Rezidivstenosen. Im Jahr 2000
haben ungefahr 150.000 von isgesamt 1 Million durchgefihrten Stentimplantationen
eine Behandlung ihrer In-Stent Restenose benétigt.17 So stellt die In-Stent
Restenose ein signifikantes klinisches Problem dar, deren Inhibition oder gar

Pravention eine grof3e Bedeutung zukommt.

Aus pathophysiologischer Sicht stellen In-Stent Restenosen koronarer und
peripherer Arterien einen Folgezustand dar, der durch die Traumatisierung der
GefalBRwand nach Stentimplantation bedingt wird. Die Gewebehyperplasie ist der
wichtigste Mechanismus, der zur sekundaren Lumeneinengung fuhrt und bei

peripheren und koronaren Restenoselokalisationen vergleichbar ist.

Als ineffektiv erwiesen sich verschiedene systemisch applizierte Medikamente, die
zur Prophylaxe der Restenose in Koronararterien und peripheren Arterien untersucht
worden sind und unterschiedliche pathophysiologische Wirkungsmechanismen

beeinflulten.*”#°

Ein neuer Therapieansatz mit ,Sirolimus“-beschichteten Stents ergab in ersten
klinischen Studien eine minimale Intimahyperplasie nach zwolf Monaten. %% 7%”
Sirolimus (Rapamycin), ein Makrolid, scheint ein potenter Inhibitor der Proliferation
und Migration glatter Muskelzellen zu sein.”?” Es bedarf weiterer Untersuchungen
um diese Ergebnisse zu validieren und um insbesondere die potentiellen

Nebenwirkungen wie subakute Thrombose etc. zu analysieren.
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An einem experimentellen Modell evaluierten wir die Moglichkeit der Inhibition der
In-Stent Restenose der Arteria femoralis mittels Photodynamischer Therapie.
Insbesondere war uns wichtig zu erkennen, zu welchem Zeitpunkt in Verbindung mit

der Stentimplantation die Photodynamische Therapie (PDT) erfolgen sollte.

Dies alles wurde auf der Basis neuerer Untersuchungen konzipiert, welche die
Fahigkeit der PDT zur Reduktion bis hin zur Inhibition der Intimahyperplasie im

Tiermodell Zeigten.35’45’67’71’90’94’ 141,147

1. Versuchsmodell

Um interventionelle Techniken zu prufen, sind experimentelle Ansatze unverzichtbar.
Je mehr der Metabolismus, die Anatomie und die Histologie des Tiermodells der
klinischen Situation entsprechen, desto aussagekraftiger sind die aus den
Experimenten erhaltenen Informationen. Im Tiermodell werden weder die
atherosklerotische Herzerkrankung noch Restenosen analog der klinischen Situation
entwickelt. Aus diesem Grund mufd der Restenosereiz artifiziell gesetzt werden, wie

zum Beispiel in der vorliegenden Arbeit durch die Implantation von Stents.

Kleintiermodelle (Ratten, Hamster oder Kaninchen) sind leichter verfigbar. Jedoch
erlaubt der Einsatz eines Groftiermodells den direkten Gebrauch von in der Klinik

zum Einsatz kommenden Kathetern.

Die Arteria carotis communis der Ratte wird haufig als Modell fir Restenose
verwendet. Die Struktur der Rattengefalle unterscheidet sich jedoch deutlich vom
Aufbau humaner Arterien. So finden sich bei der Ratte relativ wenig elastische
Fasern in der Tunica media. Der subendotheliale Raum der Ratte ist im Gegensatz
zum humanen frei von sowohl glatten Muskelzellen als auch kollagenen und
elastischen Fasern.®® Dariiber hinaus besitzen Rattengefalte keine Vasa vasorum,
die eine wesentliche Rolle bei der Substanzverteilung und Reaktion auf

mechanische Verletzung spielen.752
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Die Moglichkeit einer experimentell induzierbaren Atherosklerose macht das
Kaninchen zum gut analysierten Modell der Restenose.’?’#  Jedoch weisen
periphere Arterien des Kaninchens, deren GroRe in etwa der humaner
Koronararterien entsprechen, relativ zahlreiche Seitenaste auf und sind daher fur die
Anwendung der lokalen Medikamentenapplikation als ungunstig anzusehen.
Erschwerend fur die Anwendung von Kathetern wird weiterhin die hohe

Vasoreaktivitat der Gefalie angesehen.88

Das Koronarsystem ausgewachsener Hunde weist bezlglich des humanen nahezu
identische GroRenverhaltnisse auf.”?’ Jedoch unterscheiden sich proliferative
Reaktionen nach Gefalverletzungen deutlich von humanen Restenoselasionen.
Hierflur konnte unter anderem die relativ hohe fibrinolytische Aktivitat des Blutserums

bei Hunden verantwortlich sein.

Paviane?’ und Rhesusaffen’® erlauben zwar den Einsatz von klinisch relevanten
Kathetersystemen, es kommt jedoch zu uneinheitlichen Reaktionen der GefalRwand
nach standardisierten Verletzungen der Arterien innerhalb der gleichen Spezies. Die
Ergebnisse therapeutischer Studien mit diesen Tieren sind daher schwer
einzuschatzen. AulRerdem sind diese Tiere sehr teuer, aufwendig zu halten und in

Gefangenschaft relativ anfallig fur vital bedrohliche Erkrankungen.88

Das kardiovaskulare System des Schweines weist von den genannten Tieren die
groRte Ahnlichkeit mit dem des Menschens auf. So sind histologisches
Erscheinungsbild der Arterien sowie GrolRe des Koronarsystems von Schwein und

Mensch nahezu identisch.??

Die peripheren Arterien sind operativ leicht zuganglich
und bezuglich ihrer Durchmesser flr Katheterinterventionen mit klinisch
verwendetem Material geeignet. Wie immunhistologische und molekularbiologische
Untersuchungen von humanem Atherektomiegewebe bisher gezeigt haben, >0
kann am Schweinemodell die Neointimabildung in humanen Gefallen am
genauesten demonstriert werden.®?9" Im Gegensatz zu Kleintiermodellen beinhaltet
die Verletzungsantwort nach Ballonlasion oder Stentimplantation beim Menschen
und beim Schwein eine substantielle Thrombusformation. Ein weiterer wichtiger

Unterschied zu den Restenosemodellen von Ratte und Kanninchen ist die nach
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einer experimentell gesetzten Verletzung im Schweinemodell beobachtete
Neointimaverdickung, die ahnlich der des Menschen reich an glatten Muskelzellen
ist.%° Schweine entwickeln zudem im Laufe ihres Lebens spontan eine
Atherosklerose mit Plaques, die entsprechend der des Menschen gleiche
Pradilektionsstellen und Morphologie aufweisen.®” 7472 Schweine entwickeln zudem
analog zum Menschen Folgekrankheiten wie apoplektischer Insult und
Myokardinfarkt.

Nachteilig fur die praktische Durchfihrung der Versuche ist die relativ hohe
Wahrscheinlichkeit, mit der Schweine bei einer Narkoseflihrung mit volatilen

Anasthetika eine maligne Hyperthermie entwickeln.”"®

2. Medikamentenapplikation

Die lokale Medikamentenapplikation bietet den Vorteil, dal} sie zu einem hdheren
Medikamentenspiegel im Zielgewebe fuhrt, als er durch die systemische Applikation
erreicht werden kann.”® Dies hat auch den gewiinschten Effekt, daR systemische
Nebenwirkungen, wie zum Beispiel nach intravendser Gabe eines Medikamentes,

auf ein Minimum reduziert werden oder gar nicht auftreten.

In dieser Studie wurde die phototoxische Substanz Photofrin®, die nach
systemischem Einsatz in verschiedenen tierexperimentellen Studien, aber auch im
klinischen Gebrauch zu Photodermatosen fuhren kann, eingesetzt. Bei lokaler
Applikation einer geringen Menge dieser photosensiblen Substanz zeigten die

Versuchstiere in unseren Untersuchungen keinerlei kutane Irritationen.
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3. Verfahren der lokalen

Medikamentenapplikation

Als Mittel zur lokalen intravaskularen Medikamentenapplikation wurden pordse
Ballons eingesetzt, die, wie im Abschnitt B.1.4. beschrieben, 50 Uber die ganze
Ballonperipherie symmetrisch verteilte Poren (Durchmesser von 25 um) besitzen.
Die Anwendung des pordsen Ballons ist durch seine einfache Handhabung
charakterisiert, die der eines normalen Angioplastieballons entspricht. Die
Voraussetzungen fur die hier durchgeflhrten lokalen PDT-Verfahren wurden in

umfangreichen Vorarbeiten spezifiziert.57’95

4. Photosensible Substanz

Die photodynamische Reaktion kommt zustande, wenn eine lichtsensitive
Komponente (Photosensitizer), Licht und molekularer Sauerstoff vorhanden sind.
PDT ist letztendlich eine zytotoxische Behandlung, die Apoptosevorgange in den
Zellen induziert. Ziel dieser Behandlung war die Minimierung der
Neointimahyperplasie am stentimplantierten Gefal’. Hsiang et al. zeigten, dal
Photofrin® im Rattenmodell vor Induktion einer signifikanten Intimahyperplasie
appliziert werden mufd, um eine bedeutende Reduktion der Intimahyperplasie zu
erzielen.”” Zusatzlich zeigten Manyak et al. sowie Gonschior et al., daf die hochsten
Photofrinkonzentrationen in der Media zu erkennen waren, bevor die
Intimahyperplasie evident wurde, so dal} aus den oben genannten Grinden eine
rasche lllumination der photosensiblen Substanz nach Applikation ins Zielgewebe

erfolgen solite.?’

Das hydrophobe Fluorochrom Photofrin® ist die zu 70% gereinigte Form des
Hamatoporphyrinderivates, bestehend aus monomeren und oligomeren
Porphyrinen. Wegen seiner lipophilen Eigenschaften reichert sich diese

photosensible Substanz intrazellular und insbesondere intramitochondrial an (in
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geringem Malle auch intranuklear, in der Zellmembran und an den
86,97

Lipoproteinen).
Die subzellulare Lokalisation des Photosensitizers spielt eine Schllsselrolle flr das
Resultat der PDT, denn der Aufenthaltsort der photosensiblen Substanz determiniert
die Stelle des primaren Wirkorts. Faktoren, die das subzellulare Lokalisationsmuster
beeinflussen, sind die physiko-chemischen Eigenschaften des Photosensitizers wie

Lipophilie oder Ladung.

Im Gegensatz zu photosensiblen Wirkstoffen, die sich nur in Lysosomen oder der
Plasmamembran anreichern, induzieren Photosensitizer, die wie Photofrin®
hauptsachlich in der mitochondrialen Membran lokalisiert sind, sehr rapide die

Apoptose.67’ 68

Ein sehr frither Schritt nach der Illlumination mit Photofrin® behandelter Zellen ist die
unmittelbare Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien in das Zytoso|.34
Das kann verschiedene Konsequenzen haben. Varnes et al. beobachteten eine
Inhibition der zellularen Respiration nach photodynamischer Behandlung mit der
mitochondrial anreichernden photosensiblen Substanz Pc4, die durch exogene
Gabe von Cytochrom C rlckgangig gemacht werden konnte. Man kann daraus
schlieRen, dall PDT nicht die ,major complexes” der respiratorischen Kette zerstort,
sondern dal} sie einen subtileren Effekt auf die mitochondriale Membran hat. Diese
Effekte kdnnen als Resultat die Nekrose der Zelle aufgrund einer insuffizienten ATP-
Produktion oder die Apoptose aufgrund der Aktivierung des Caspase-Signalweges

haben.”#

Die Aktivitat von Caspase 3 erhoht sich exponentiell nach dem mitochondrialen
Verlust von Cytochrom C. Das freigesetzte Cytochrom C bildet einen Komplex mit
dATP, dem Apoptose-aktivierenden Faktor 1 (APAF-1) und Pro-Caspase 9, welche
die Spaltung von Pro-Caspase 9 und damit die Aktivierung von Caspase 9
vorantreiben (Graphik 16). Die aktivierte Caspase 9 fuhrt seinerseits Pro-Caspase 3
in Caspase 3 uber. Caspase 3 ist der SchlUsselspieler in der ,Exekutions®- Phase
der Apoptose, denn sie ist fur die Spaltung einer grofen Anzahl von Proteinen

verantwortlich, die fur die Zellstruktur und fir den Erhalt der Zellhomobostase

63



notwendig sind. So kommt es zur Spaltung des DNA-Fragmentierungsfaktors (DFF)
und der Poly-ADP-Ribose-Polymerase (PARP). Letzteres findet in den finalen
Schritten des apoptotischen Prozesses statt. PARP ist ein Enzym, das an der DNA-
Reparatur teilnimmt, indem es ADP-Ribose-Polymere zu Histonen und anderen
nuklearen Proteinen transportiert. Die Spaltung von PARP unterbricht seine Funktion
und treibt das Sterben der Zelle weiter voran. Es kommt aul’erdem zur Caspase-3-
mediierten Spaltung von DFF/ICAD (DNA-Fragmentierungsfaktor/Inhibitor der
Caspase aktivierten Desoxyribonuclease). DFF/ICAD ist im Cytosol der nicht-
apoptotischen Zelle an CAD (Caspase aktivierten Desoxyribonuclease) gebunden.
Die Spaltung von DFF/ICAD resultiert in die Aktivierung und nukleare Translokation

von CAD. Dadurch kommt es zur Spaltung der DNA in 200 kb grof3en Fragmenten.

Nach Aktivierung der Caspase 3 kommt es zusatzlich zur Aktivierung von Caspase 8
als sekundaren Weg der Apoptoseinitiierung. Der Signalweg von Caspase 8 wird

durch den CD95/FAS-Rezeptor und seinen Liganden vermittelt.

Bcl-2 ist ein Protein der &ufReren Mitochondrienmembran, aber auch des
Endoplasmatischen Reticulums und der Kernhdlle. Bcl-2 ist auRerdem Mitglied einer
grolRen Familie von pro- und antiapoptotischen Proteinen. In mit humanem Bcl-2-
Gen transfizierten Hamster Ovarzellen war zu erkennen, dal} Bcl-2 teilweise vor der

Apoptoseinduktion durch die photodynamische Behandlung schiitzt.

Vermutlich ahnlich dem Bcl-2 interferiert Bcl-X,. mit der mitochondrialen Freisetzung
von Cytochrom C, wobei es die Induktion der Apoptose vorbeugt. Die Spaltung von

Caspase 3 und DFF war in Zellen, die Bcl-X, Uberexprimieren, blockiert.”

In den von uns durchgefihrten Experimenten verhinderte die notwendige Einbettung
unserer Praparate in Methylmetacrylat eine eingehendere immunhistochemische
Untersuchung und damit eine Charakterisierung der in der phototoxischen Reaktion

und Apoptosekaskade teilnehmenden Zellen und Substanzen.

Photofrin® war zum Zeitpunkt der Durchfuhrung dieser Studie der einzige
Photosensitizer, der fur klinische Studien der Phase Il und IV zugelassen war.

Mittlerweile sind ALA (5-Amino-Levulinsaure), ein biochemischer Vorganger des
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Protoporphyrins 1X*®% und  Antrin® (Motexafin Lutetium oder Lu-Tex), ein
Photosensitizer, der sich in atheromatdsen Plaques anreichert, fir klinische Studien

zur Minimierung der (nicht Stent-induzierten) Restenose zugelassen.m6

Es sei erwahnt, dald sich die PDT vor allem durch das fehlende Auslosen jeglicher
Inflammationsreaktion  auszeichnet, deren Folge eine Aktivierung der
Blutgerinnungskaskade und  die Intimaproliferation ~ waren. Bei  der
Photodynamischen Therapie werden Wachstumsfaktoren und Chemoattracktanten

inaktiviert.go’ 130,131,154
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5. Diskussion der Ergebnisse

Als Antwort auf die GefaRwandverletzung durch die Stentimplantation kommt es zur
Inflammation, Plattchenaktivierung und Thrombusbildung im Gefall. Es folgen die
Migration und Proliferation glatter GefalRmuskelzellen aus der Media in die Intima

140,142 .
’ Die

und eine extrazellulare Matrixablagerung. daraus resultierende

Restenosierung galt es zu minimieren.

Die Vorbehandlung der Gefalle durch die Photodynamische Therapie und die erst
nachfolgende Implantation von Stents fuhrte zur signifikanten Reduktion der
Neointimahyperplasie und des Restenosegrades im Vergleich zu den Gefalien, die
nicht photodynamisch behandelt wurden oder zuerst die Stentimplantation erhielten.
Zwar fallt in der Gruppe A (,1.Stent+2.PDT") eine Tendenz zur schwacher
ausgepragten Neointima im Vergleich zur Kontrollgruppe, jedoch besteht hier keine

Signifikanz.

Als Konsequenz der schwacher ausgepragten Stenose durch die Intimahyperplasie
waren, bei gleich grollen Gafal3en, die Lumina der photodynamisch vorbehandelten
und dann mit Stents versehenen GefalRe signifikant groRer als die der

Kontrollgruppe und der Gruppe ,1.Stent+2.PDT*.

In vitro Studien zeigten die verstarkte Aufnahme und rasche zytotoxische Wirkung
von Hamatoporphyrinderivaten in humanem und tierexperimentell gewonnenem

Plaquegewebe.za’m6

Im nachsten Schritt, also der Anwendung der Photodynamischen Therapie in in vivo
Modellen, zeigte man, daR die Photodynamische Therapie mit Photofrin®, aber auch
mit anderen Photosensibilisatoren die Intimahyperplasie nach Ballonangioplastie von

peripheren Arterien sowie von Koronararterien reduziert,%”67:89.90.155

Erste klinische Erfahrungen mit der photodynamischen Behandlung von stenosierten
peripheren Gefallen aus einer Phase-1-Studie mit dem Photosensitizer Motexafin

lutetium (n = 47) zeigten, dal die PDT einen sicheren und vom Patienten gut
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vertraglichen Therapiemodus darstellt. Bei der oben genannten Studie kam es zu
keiner signifikanten systemischen Toxizitat, lediglich zu transienten Parasthesien
und Hauteffloreszenzen. Auflerdem gab es Hinweise auf eine Reduktion der
Stenosierung des behandelten peripheren GefalRes. Jedoch wurde die
photosensible Substanz intravends-systemisch und nicht lokal appliziert.”"[6 In einer
weiteren  Phase-1-Studie, die sich mit der Medikamentendosis- und
Lichtdosisfindung sowie der Sicherheit und Vertraglichkeit der Photodynamischen
Therapie in stenosierten Koronargefallen beschaftigt, wurde gezeigt, dal} die
systemische Applikation von Motexafin lutetium und die am nachsten Tag
durchgeflihrte  Aktivierung der photosensiblen Substanz und koronare
Stentimplantation zu keinen ernsten unerwunschten Ereignissen fuhrten, allenfalls
zu dosisabhangigen peripheren und perioralen Parasthesien (bis hin zu 14 % des

Gruppenkollektivs).?®

Eine erste von unserer Arbeitsgruppe durchgefuhrte Untersuchung zur Praktikabilitat
der lokal applizierten PDT und der Stentimplantation in die A. femoralis des
Hausschweines ergab, dal} die initiale Photodynamische Therapie zur Reduktion der
durch die Stentimplantation induzierten Neointima fiihrt. ™’

Daraus ergab sich die Frage, wann der beste Zeitpunkt ist, um eine effektive

Restenoseprophylaxe bei Stentimplantation zu betreiben.

Die vorliegende Studie zeigt, dal® die lokal applizierte PDT mit lokaler Aktivierung
der photosensiblen Substanz, die vor der Implantation eines Stents durchgefuhrt
wird, zur signifikanten Reduktion der In-Stent Restenose fuhrt im Vergleich zur
Kontrollgruppe (nur Stent) und im Vergleich zur zweiten Interventionsgruppe Gruppe
(Gruppe A = ,1.Stent+2.PDT"). Aullerdem waren nach lokaler PDT und
Tageslichtexposition keinerlei Photosensibilsationen an den Versuchstieren im Sinne

von Hauteffloreszenzen zu erkennen.
Die PDT bedingte hier keinerlei Veranderungen an den Ubrigen

GefalRwandschichten wie der Lamina elastica interna, der Tunica media, der Lamina

elastica externa und der Adventitia.
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Eine maogliche Erklarung fur die Abhangigkeit der Ausbildung der In-Stent Restenose
von der Reihenfolge von PDT und Setzen des Stents konnte in der Technik der
lokalen Applikation der photosensiblen Substanz und der Lichtapplikation liegen,
aber auch im Stentdesign. Bei einem schon implantierten Stent mul} die
Verabreichung des Photosensitizers durch die Stentstruts, also durch die Maschen
des Drahtgeflechtes erfolgen, was die Anreicherung des Medikaments beeinflussen
kann. Daruber hinaus kommt das Laserlicht, das von einem Glasfaserkatheter
transportiert wird, nicht an den Stellen des gestenteten Gefallsegmentes an, die von
den Stentstruts bedeckt werden. Als Konsequenzen ergeben sich moglicherweise
eine auf die Gesamtlange des Stents bezogene  unzureichende
Medikamentenanreicherung im Gewebe als auch eine verminderte Aktivierung der

Photosensitizervolumina, die durch die Gefal3stitze bedeckt werden.

In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dald die Photodynamische Therapie
nach Ballonangioplastie und nach systemischer Gabe des Photosensitizers sowohl
in Koronarien transplantierter Herzen als auch in nativen Koronargefallen und
peripheren Arterien das Verhaltnis ,Tunica intima zu Tunica media“ erniedrigt
hat,333545.71.90.147.155 parijber hinaus konnte eine Reduktion der Flache der Tunica
media als Folge der Inhibition sowohl der Proliferation als auch der Migration der
glatten Muskelzellen und Fibroblasten durch PDT (bei systemisch applizierten
Photosensitizer) beobachtet werden. Interessanterweise ergab sich in der
vorliegenden Arbeit keine Reduktion der Tunica media nach photodynamischer
Therapie. Das Verhaltnis der Flache der Intimahyperplasie zu jener der Tunica
media, zeigte jedoch nach Behandlung mit PDT eine signifikante Reduktion im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Eine moégliche Erklarung des unterschiedlich starken
Effektes der PDT auf die Media nach systemischer und nach lokaler Gabe der
photosensiblen Substanz konnte das unterschiedliche Konzentrationsgefalle der
photosensiblen Substanz in den verschiedenen arteriellen Wandschichten sein, je
nach Applikationsart. Fruhere Studien unserer Arbeitsgruppe zeigten, dal® nach
lokaler Applikation ein Konzentrationsgefalle der photosensiblen Substanz von

luminal nach adventiell besteht (siehe auch Tabellen 5 und 6).37

70



O Tunica intima
H Tunica media
O Tunica adventitia

Relativer Grauwert

0 -
Autofluo- 30 min 60 min 4h 12h 24 h 48 h
reszenz

Tabelle 5: Photofrin-assoziierte Fluoreszenz nach systemischer Medikamentenapplikation.®

O Tunica intima
H Tunica media

O Tunica adventitia

Relativer Grauwert

© Autofuo- 5min 15min  30min  60min 120 min
reszenz

Tabelle 6: Photofrgrs\-assoziierte Fluoreszenz nach lokaler Medikamentenapplikation mit dem pordsen
Ballon.
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Die hoheren Wirkstoffkonzentrationen in den intimanahen Schichten und die
niedrigen Konzentrationen in der Tunica media und Tunica adventitia, wie sie nach
lokaler Applikation des Photosensitizers beobachtet werden, fuhren nach Lichtgabe

zur Intimainhibition ohne die Tunica media oder Adventitia zu alterieren.

Die endovaskulare Photodynamische Therapie stellt im tierexperimentellen Modell
eine effektive und nebenwirkungsarme Behandlungsform der In-Stent Restenose
dar, fur die die Neointimareduktion in peripheren Arterien untersucht worden ist. In
weiterflhrenden Studien ware es notwendig, die Restenose senkende Potenz der
PDT im Koronarsystem eingehender zu untersuchen. Bei vergleichbarem
Pathomechanismus und vergleichbarer Mikro- und Makroanatomie der Femoral- und

Koronargefalle sind ahnliche Ergebnisse zu erwarten.
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E. Zusammenfassung

Die intrakoronare und peripherarterielle Stentimplantation stellt heute eine
grundlegende Methode in der Behandlung der symptomatischen koronaren
Herzerkrankung und der symptomatischen peripheren arteriellen VerschluRkrankheit

dar.

Zentrales Problem dieses Verfahrens ist die Restenosierung der Arterien in ca. 25
bzw. 40% der Falle, die auch einen erneuten Eingriff notwendig macht. Trotz
weitreichender Einblicke, die man mittlerweile in die pathobiologischen
Zusammenhange gewonnen hat, ist es bisher nicht gelungen, den
Restenosierungsprozel® durch eine systemisch oder lokal applizierte

medikamentdse Therapie zu unterdricken.

In der vorliegenden Studie sollte evaluiert werden, ob die Photodynamische
Therapie durch lokal appliziertes Photofrin® mittels porésem Ballon kurz vor oder
kurz nach Stentimplantation in der Lage ist, die Intimahyperplasie zu minimieren.
Aulerdem sollte in Zusammenhang mit der Stentimplantation beurteilt werden, zu
welchem Zeitpunkt die Photodynamische Therapie erfolgen sollte, um einen

maoglichst gunstigen Effekt auf die Neointimaflache zu erzielen.

Es wurden drei Gruppen untersucht: Die Kontrollgruppe (Gruppe K), bei der jeweils
ein Stent in die Arteria femoralis implantiert wurde, eine ,1.Stent+2.PDT"“-Gruppe
(Gruppe A), die zuerst einer Stentimplantation unterzogen wurde und im zweiten
Schritt eine Photodynamische Therapie erhielt und zuletzt die ,1.PDT+2.Stent"-
Gruppe (Gruppe B), bei der die Stentimplantation der Photodynamischen Therapie
folgte. Alle Tiere wurden mittels Randomisierung einer Gruppe zugeteilt. Es wurden
zu keinem Zeitpunkt und bei keinem Tier Zeichen der Photodermatose

diagnostiziert.

Die behandelten GefalRsegmente wurden nach 14 Tagen en bloc explantiert und
nach Einbettung in Methylmetacrylat in 120 - 200 ym Schnitten aufgearbeitet. Die

Schnitte wurden mit modifizierter Laczko-Levai-Losung gefarbt. Mit Hilfe eines
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optikoelektronischen Systems lieRen sich die Wandschichten der drei Gruppen

ausmessen und vergleichen.

Makroskopisch und mikroskopisch zeigten die Praparate keinerlei Hinweise auf

Verletzungen der Arterienarchitektur durch die Anwendung des Katheters.

Die Behandlung der peripheren GefalRe vor einer Stentimplantation mittels
Photodynamischer = Therapie  fuhrte  zur  signifikanten =~ Reduktion  der
Neointimahyperplasie und des Stenosierungsgrades im Vergleich zu den Gefalden,
die nicht photodynamisch behandelt wurden oder zuerst die Stentimplantation
erhielten. Ebenso waren auch die Gefallumina der Gruppe B, also in der Gruppe,

die erst die PDT erhielt, grof3er als in den anderen Gruppen.

Die aus dieser Studie gewonnenen Erkenntnisse Uber die Reduktion der
stentinduzierten Neointima mittels PDT kdnnten zur Restenoseprophylaxe im Zuge
einer Intervention in der Peripherie, jedoch auch bei koronarer Stentimplantation
angewandt werden. Doch ist es nétig diese Erkenntnisse und Ergebnisse an einem

gréleren Kollektiv zu untersuchen.
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