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l. EINLEITUNG

Kardiovaskuldre Erkrankungen, bereits seit Glber 100 Jahren vor allem in westlichen Landern auf
dem Vormarsch [1], sind mit Uber 30 % Anteil und steigender Tendenz heute die haufigste To-
desursache weltweit [2, 3]. Unter den Ausldsern sticht vor allem die Atherosklerose als wichtigs-
ter Pathomechanismus hervor [4]. Hierbei handelt es sich um einen chronisch-progressiven, in-
flammatorischen Prozess multifaktorieller Einflisse, welcher hauptsachlich die Koronararterien,
die Carotiden und die peripheren GefdRRe betrifft und im Laufe der Zeit zu deren gradueller Ob-
struktion fihrt [5, 6]. Zur Behandlung atherosklerotischer Plaques dient vor allem die Perkutane
Transluminale Angioplastie, welche sich seit Jahren als internationaler Standard etabliert hat. Bei
dieser Methode wird mit Hilfe eines Ballonkatheters die Engstelle in dem betroffenen Gefal auf-
gedehnt und somit die Durchgangigkeit verbessert, um eine Unterbrechung des Blutflusses kura-
tiv oder praventiv zu behandeln. Jedoch zeigt sich trotz der hohen technischen Erfolgsrate eine
ebenfalls hohe Rezidivquote von bis zu 50% innerhalb der ersten 12 Monate [7-9], resultierend
in Restenosierung und moglichen erneuten Komplikationen. Zwar gibt es verschiedene Therapie-
und Praventionsansatze, wie zum Beispiel die Applikation antineoplastischer Wirkstoffe mittels
Ballon oder Stent, um die Rezidivrate zu reduzieren, jedoch bleibt der langfristige Erfolg limitiert.
Dies begriindet sich vor allem in Prozessen wie neointimaler Hyperplasie, erneuter Plaguebildung
und Restenose. Insofern ist die Verbesserung altbewahrter sowie die Entwicklung neuer Thera-
pien unabdingbar, um eine moglichst dauerhafte Durchlassigkeit der behandelten arteriellen
BlutgefdRe zu erreichen. Damit dies gelingen kann, ist ein tiefgreifendes Wissen und Verstandnis
um die zugrundeliegenden Pathomechanismen unerlasslich.

Zur Erforschung atherosklerotischer Erkrankungen wurden und werden verschiedene Tiermo-
delle, von Nagern bis hin zu Primaten, entwickelt und eingesetzt. Fir die Grundlagenforschung
eignen sich besonders Modelle mit Ratten und Mausen, die einen hohen Durchsatz an Tieren
erlauben, jedoch aufgrund ihrer signifikanten metabolischen Unterschiede zum Menschen sowie
der geringen KorpergrolRe an ihre Grenzen stollen. Besonders unzutraglich ist hierbei, dass, ob-
wohl verschiedene Eingriffsmodelle in Kombination mit speziellen Didten zu intensiven intravas-
kularen Entzindungen fihren konnen, lumeneinengende Stenosen und rupturierende Plaques
nur selten oder unter Verwendung stark genmodifizierter Tiere erzeugbar sind [10]. Modelle mit
GrofRtieren, vor allem mit Schweinen, besitzen zwar ein bedeutendes translationales Potenzial,

sind jedoch technisch deutlich anspruchsvoller und kostenintensiver. Infolgedessen haben sich
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Kaninchen aufgrund ihrer GréRe sowie ihrer kardiovaskuldren und metabolischen Ahnlichkeiten
mit dem Menschen als geeignet fir die Erforschung von Herz-Kreislauf-Erkrankungen erwiesen
[11]. Atherosklerotische Lasionen, die die Erkrankung des Menschen vergleichbar abbilden, wer-
den typischerweise durch eine Kombination aus fettreicher Erndhrung und mechanischer Verlet-
zung des Gefiallendothels verursacht, wobei besonders die Endothel-Denudation hervorzuheben
ist, ein haufiger, kaum zu vermeidender Nebeneffekt bei Angioplastien und ein wichtiger Faktor
bei der Bildung von Restenosen [12, 13]. Bisher etablierte Kaninchenmodelle entwickeln zwar
zuverlassig lumenverengende atherosklerotische Plaques und neointimale Hyperplasie, haben
aber auch erhebliche Nachteile: Die Uberdehnung der GefaRwand durch den Einsatz zu groRer
Katheter und Ballons sowie die hohe Invasivitat der Eingriffe sind mit Risiken wie Schlaganfallen
und Wundinflammation verbunden [14]. Zudem erfordert die Komplexitdt dieser Eingriffe viel
Ubung und Erfahrung sowie spezialisiertes, veterindrmedizinisches Personal, was zu einem hohen
Verbrauch an Versuchstieren fihren kann.

Vor diesem Hintergrund war es Ziel dieser Studie, ein minimalinvasives Kaninchenmodell fir die
Atheroskleroseforschung zu entwickeln, das reproduzierbar lumeneinengende Plagues ohne eine
massive Uberdehnung der GefdRwand erzeugt. Dadurch soll die Translatierbarkeit gesteigert und
gleichzeitig die Durchfihrung vereinfacht werden, eine niedrige Morbiditdt und Mortalitat er-

reicht sowie Tierschutz und Tierwohl verbessert werden.
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[I. ERWEITERTE LITERATURUBERSICHT

1. Pathophysiologie atherosklerotischer Erkrankungen

1.1. De-Novo-Atherosklerose

Atherosklerose ist, nach der Definition der American Heart Association, ein langsamer, lebens-
langer Prozess der Verdanderung der Arterien, charakterisiert vor allem durch die Bildung lipidrei-
cher Plagues, welche mit der Zeit zu verschiedenen kardiovaskuldaren Erkrankungen wie Schlag-
anfall oder Herzinfarkt fihren konnen [15]. Wie oben bereits erwdhnt hat die Bildung athero-
sklerotischer Lasionen viele verschiedene Ursachen, wobei der wichtigste extrinsische Einfluss
alimentarer Natur (,western diet”) ist und sich intrinsisch vor allem die genetische Pradisposition
verantwortlich zeichnet [5]. Eine ebenso grol3e Rolle spielen zudem verschiedene Risikofaktoren

und Vorerkrankungen wie Nikotinabusus und Diabetes [16].

1.1.1. Scherstress und endotheliale Dysfunktion

Die der Atherosklerose zugrundeliegenden Mechanismen sind eine komplexe und nach wie vor
nicht vollstandig erforschte Interaktionskaskade biochemischer und mechanischer Faktoren, an-
gestolRen durch die zumeist jahrelange Degeneration der endothelialen Barriere aufgrund hamo-
dynamischer Turbulenzen und Scherstrémungen, wie sie zum Beispiel an arteriellen Bifurkatio-
nen unvermeidbar auftreten. Auffallig ist dabei, dass vor allem oszillierender, schwacher Scher-
stress die Plaquebildung fordert, wahrend eine hohere (physiologisch normale) Krafteinwirkung
ihr sogar entgegensteht [17]. Allerdings hat sich bei bereits vorhandenen Lasionen durch neue,
computergestitzte Modelle gezeigt, dass sich jede Art von Scherstress nachteilhaft auf die Pro-
gression auswirkt, jedoch auf unterschiedliche Weise: Ein hoherer Scherstress beglinstigt nun
beispielsweise die Anderung des Phanotyps nicht-obstruktiver Plaques hin zur instabilen, vul-
nerablen Form sowie deren Ruptur [18-22]. Daraus folgt, dass die spezifische Reaktion der En-
dothelzellen auf unterschiedliche Formen von Scherstress unterschiedlich ausfallt (vgl. Abb. 1).
Im Allgemeinen jedoch bewirkt die Schwachung bzw. Verletzung des Endothels eine Aktivierung
der Endothelzellen, welche mit Veranderungen in Morphologie, Proliferationsverhalten und Ge-
nexpression antworten und damit einen atherogenen Phanotyp auspragen [23, 24]. Dies zeigt
sich auch in jungsten Studien, welche herausgefunden haben, dass schwacher Scherstress eine

Aktivierung verschiedener embryonaler Wachstumsfaktoren und Gene, wie z. B. BMP-TGFf3 oder
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Gene der HOX-Familie bewirkt [24].

Flr das Verstandnis ist es an dieser Stelle wichtig zu betonen, dass die genannten Teilaspekte der
Entstehung atherosklerotischer Plaques immer noch kontrovers diskutiert werden und nur
schwer in einer festen Abfolge zu determinieren sind, da sie groRtenteils parallel und Uber sehr
lange Zeitraume hinweg stattfinden und sich dabei zudem gegenseitig beeinflussen bzw. verstar-
ken kénnen.

Die durch Scherstress ausgelosten biochemischen Signale und Prozesse (vgl. Abb. 1) bewirken
eine Erhohung der endothelialen Permeabilitat durch Kontraktion und Formverdanderung der En-
dothelzellen sowie Schwachung ihrer interzelluldren Bindungen. Dies geschieht auf zwei Arten:
Direkt durch Mechanotransduktion und indirekt durch den veranderten Stofftransport im Blut-
fluss [25]. Die Produktion von protektivem NO, welches die Permeabilitdt des Endothels senkt,
indem es die Ausschiittung von EDHF (Endothelium-Derived Hyperpolarization Factor) und damit
eine Hemmung der Translokation von Zelladhasionsmolekilen bewirkt, gerat durch einen unphy-
siologisch schwachen Scherstress, welcher die Ausschittung von eNOS hemmt, ins Stocken [26,
27]. In Kombination mit einer verringerten ATP-Ausschittung wird die lokale Sauerstoffaufnahme
gesenkt und zudem die Abwehr gegeniiber atherogenen Faktoren beeintrachtigt [25]. Die Sauer-
stoffversorgung des Endothels ist ein wichtiger Faktor: Kommt es durch Scherstress und veran-
derte Stromungen zu einer Unterversorgung mit Sauerstoff und damit zur Hypoxie der Endothel-
zellen, wird HIF-1a (Hypoxia-Inducible Factor-1la) aktiviert, was die endotheliale Dysfunktion
empfindlich verstarkt [28]. Durch die eingeschrankte Produktion und Verflgbarkeit nicht nur von
NO, sondern auch von Hormonen und Faktoren wie Endothelin, Prostacyclin, Antithrombin IlI,
oder t-PA (Tissue-Type Plasminogen Activator) verringert sich zudem nicht nur die Widerstands-
fahigkeit gegenlber reaktiven Sauerstoffspezies wie H,0,, was die Zellen weiter unter Stress
setzt, sondern es kommt ebenfalls zur Gerinnungsférderung, einschliellich Leukozytenadhésion
[29, 30]. Zusammen mit dem Transkriptionsfaktor NF-kB, welcher normalerweise durch NO ge-
hemmt wird, kommt es zur Présentation von Adh&sionsmolekilen wie E-Selektin, ICAM (Intercel-
lular Adhesion Molecule), VCAM (Vascular Cell Adhesion Molecule) und PECAM (Platelet and En-
dothelial Cell Adhesion Molecule), welche Adhasion der Leukozyten sowie deren Transduktion
durch die Endothelschicht verstarken [31]. Zusatzlich wirkt sich Scherstress auf den intrazellula-
ren Calciumspiegel aus: Unphysiologische Krafteinwirkung und das inflammatorische Milieu sor-
gen flr eine Erhéhung der cytosolischen Calciumionen, was wiederum im Zusammenspiel mit

ATP die Mobilisierung von Calcium bewirkt [26, 32, 33]. Der erhdhte Calciumspiegel beeinflusst
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die Polarisation und fordert in Kombination mit Thrombin und Inositoltriphosphat die Aktivierung
des Aktin-Myosin-Motors und damit die Verdanderung der Form der Endothelzellen (kubisch statt
polygonal) sowie die Offnung der Zellzwischenrdume [34, 35]. Derselbe Effekt wird, vermittelt
durch mechanosensitive Integrine, durch die Aktivierung von extrazelluldarer Matrix und Glykoka-
lix sowie der mit ihnen verbundenen G-Proteine (z. B. Rac, RhoA) und Aktin-Stressfasern, erzeugt

[31, 36, 37]. Hinzu kommt schlielRlich, dass ATP ein wichtiger Einflussfaktor auf GefaRweite und -

tonus und somit ebenfalls auf das gesamte proatherosklerotische Milieu ist [38].
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Abb. 1. Auswirkungen von Scherstress (Wall Shear Stress — WSS) auf verschiedene Einflussfaktoren von Atherosklerose. Blau:

Schwacher Scherstress, Rot: Starker Scherstress. [22]. (Mit freundlicher Genehmigung des Frontiers Verlages).
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1.1.2. Lipidinflux und -oxidation

Ein intaktes Endothel ldsst die Transition von Lipiden bis zu einer GroRe von etwa 70 nm in beide
Richtungen zu. Wichtig hierfir sind Transportmediatoren wie Caveolin-1 und SR-BI (Scavenger
Receptor Class B Type 1) [39, 40]. Durch das vorherrschende inflammatorische Milieu sowie die
endotheliale Dysfunktion und Permeabilitat passieren nun jedoch auch vermehrt makromoleku-
lare Lipide die Endothelbarriere [41, 42] (vgl. Abb. 1 & 2). Es handelt sich hierbei vor allem um
ApoB-gebundene Lipoproteine verschiedener Dichte, wobei den cholesterinreichen LDL die wich-
tigste Rolle zukommt. Jene grolRen Lipoproteine gelangen in die Intima und den subendothelialen
Raum, wo sie durch Proteoglykane und Enzyme wie S-SMase (Secretory Sphingomyelinase), Lip-
oproteinlipase und Phospholipase A2 gebunden werden, was den Efflux zurtick in das Lumen ver-
hindert [43, 44]. Ebenfalls Einfluss hierauf nimmt die verminderte Expression von eNOS und SOD
(Superoxid-Dismutase), welche, wie oben bereits erwadhnt, wichtige Faktoren fir die endotheliale
Integritat sind [43, 45].

Im Gegensatz zu den bereits erwdahnten LDL und VLDL wirkt das ApoA-gebundene, dicht gepackte
HDL prinzipiell anti-atherogen, da es flr den Transport des Cholesterins zum Abbauort in der
Leber sorgt, weshalb ein hoher HDL-Spiegel allgemein als atheroprotektiv gilt [46]. Dieser kann
jedoch durch verschiedene Faktoren, wie z.B. die Erndhrung, gering sein und seine schiitzenden
Eigenschaften einbilRen.

Infolge der Retention akkumulieren die Lipide in der GefdaRwand, wo sie auf verschiedene Arten
modifiziert, vor allem jedoch oxidiert werden (vgl. Abb. 2). Dies verstarkt die endotheliale Dys-
funktion sowie die Expression inflammatorischer Zytokine und Chemokine [45]. Oxidierte Phos-
pholipide l6sen Entziindungen aus, da sie eine starke Bindungsaffinitat zu Toll-like-Rezeptoren
haben, welche wiederum NF-kB aktivieren kdnnen. Daher ist oxLDL ein Biomarker fir das Vor-

handensein entziindlicher Plaques [47].

1.1.3. Leukozyten

Die durch die aktivierten Endothelzellen exprimierten Adhéasionsfaktoren wie Selektine (v.a. P-
und E-Selektin) und vaskularen Zelladhasionsmolektle (v.a. VCAM-1, ICAM-1) induzieren das Rol-
len und Anhaften von Leukozyten, insbesondere Monozyten, am Endothel [48]. Die Interaktion
mit verschiedenen Zytokinen wie CCL-2 und Interleukin-8 flihrt zur Transmigration der Monozy-

ten in den subendothelialen Raum [48, 49]. Dort differenzieren sie sich zu Makrophagen, die eine
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entziindliche Reaktion und die Freisetzung weiterer inflammatorischer Zytokine wie TNF-a oder
Interleukin-1B initiieren. Dies verstarkt die Schwachung der endothelialen Barriere durch

Chemotaxis von Lymphozyten und zusatzlichen mononukledaren Phagozyten weiter [50].

LUMEN

LDL |p. Remnant

Ooo

O Monocyte

"

INTIMA

MEDIA

Retention ——— Responses

Abb. 2. Response-to-Retention-Modell der Bildung atherosklerotischer Plagues nach Williams 2005. [44]. (Mit freundlicher Geneh-

migung des Wolters Kluwer Verlages).

Zudem setzen Makrophagen lipoproteinmodifizierende Enzyme wie die bereits erwadhnte Lip-
oproteinlipase sowie weitere oxidative Sauerstoff- und Stickstoffspezies (ROS/RNS) frei [51]. Die
in der Intima akkumulierten ApoB-Lipoproteine werden von den Makrophagen aufgenommen
und in Lysosomen verdaut. Die chemische und enzymatische Modifikation der Lipoproteine er-
hoht dabei stark die Rezeptoraffinitat (v.a. SR-A) und beschleunigt damit sowohl ihre Internalisie-
rung als auch die Phagozytose [52, 53]. Bei der Zersetzung wird Cholesterin frei, welches im en-

doplasmatischen Reticulum mittels ACAT (Acyl-CoA-Cholesterin-Acyltransferase) verestert wird
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und sich als Cholesterinester in zytoplasmatischen Lipidtropfchen ansammelt. Durch die zuneh-
mende Anhaufung dieser Lipidrickstande verwandeln sich die Makrophagen in Schaumzellen,
welche sich in sog. fatty streaks, als gelblich-weilRe Linien erkennbare atherosklerotische Friihla-
sionen, ablagern und damit die Basis atherosklerotischer Plaques bilden [54-56]. Durch Ausscht-
tung von CCL-4 bewirken die Schaumzellen eine Transition der Endothelzellen zu Mesenchymzel-
len, was die Dysfunktion endothelialen Barriere bedeutend verstarkt [57].

Im weiteren Verlauf unterliegen die lipidbeladenen Makrophagen einem beschleunigten Zelltod
(Ferroptose, Necroptose, Pyroptose), konnen jedoch durch eine beeintrachtigte Efferozytose
nicht richtig abgebaut werden [58, 59]. Dies fihrt zur sekundaren Nekrose und damit zur Freiset-
zung intrazelluldarer Bestandteile, welche das oxidative und inflammatorische Milieu weiter for-
dern [60]. Es kommt zur Anhdufung toter Zellen und ihrer Bestandteile sowie verschiedener Lip-
oproteinderivate und infolgedessen zur Ausbildung eines nekrotischen Kerns, welcher das Zent-

rum der Lasion bildet und als Risikofaktor flir Plagueinstabilitat und -ruptur gilt (vgl. Abb. 1 & 2).
1.1.4. VSMCs - Glatte GefdaBmuskelzellen

Auch T- und B-Lymphozyten sowie eosinophile Granulozyten spielen bei der Entwicklung athero-
sklerotischer Plaques eine wichtige Rolle, da sie Zytokine und Immunglobuline exprimieren und
damit das Entziindungsgeschehen vorantreiben [61]. Innerhalb der jungen fatty-streak-Lasionen
sezernieren aktivierte T-Zellen TNF-B, Interferon-y, fibrinogene Mediatoren sowie Wachstums-
faktoren (v.a. FGF, PDGF), welche die Migration und Proliferation von VSMCs anregen [49]. Die
aktivierten VSMCs produzieren EZM-Verbindungen wie Kollagen, Proteoglykane und Elastin, wel-
che sich auf der Plaque ablagern und die sog. fibrous cap bilden, eine fibrose Bindegewebsschicht,
welche sich von der umliegenden Intima abgrenzen lasst [43, 57, 62]. In diesem Zustand sind die
VSMCs zudem aulerst kurzlebig und gehen schnell in Apoptose, was wiederum den nekrotischen
Kern vergroRert und ebenso zu einer vermehrten Ausschittung von Matrix-Metalloproteinasen
fihrt, welche die EZM-Molekile proteolytisch aktivieren [63]. Die fibrose Hulle wird mit der Zeit
durch ein konstantes Entziindungsgeschehen immer dinner, weshalb mit fortschreitender

Plaquereifung die Rupturgefahr stetig steigt.

1.2. Restenose und neointimale Hyperplasie

Ein fUr die translationale Forschung besonders interessanter Teilaspekt atherosklerotischer Er-

krankungen ist die Restenose, denn nicht selten kommt es bereits wenige Monate nach einer
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endovaskuldren Intervention zur Bildung neuer Plaques, welche haufig schnell wachsen und ein
hohes Obstruktions- und Komplikationsrisiko darstellen. Der wichtigste Mechanismus dieser Res-
tenosierung ist die neointimale Hyperplasie.

Ebenso wie die Pathogenese der De-Novo-Atherosklerose stellt auch die Entstehung der Reste-
nose einen komplexen Vorgang dar, der durch eine Vielzahl mechanischer und biologischer Me-
chanismen angetrieben wird. Jedoch wird dieser Prozess durch Revaskularisierungseingriffe an
erkrankten Gefallen und das damit verbundene Trauma initiiert, wobei die Entwicklung von Res-
tenosen nach Angioplastie in Abhangigkeit davon, ob ein Stent verwendet wird oder ob die Pro-
zedur mittels Ballonangioplastie ohne Stent erfolgt, variiert. Bei der reinen Ballonangioplastie
spielen die elastische Formtreue der Arterien ("early arterial recoil") und der negative GefaRum-
bau ("negative vascular remodeling") eine maRgebliche Rolle [64]. Im Gegensatz dazu wird die
In-Stent-Restenose Uberwiegend durch Neointimale Hyperplasie und Neoatherosklerose be-

stimmt [65, 66].

1.2.1. Early Arterial Recoil

Das sofortige Rlckfedern resultiert aus der natirlichen Elastizitat der Gefalwand, welche primar
durch Elastinfasern und VSMCs bedingt ist. Diese physikalische Gegebenheit bewirkt, dass das
Gefals unmittelbar nach der Entleerung des Ballons wieder kontrahiert, was zu einer signifikanten
Lumenreduktion von bis zu 50% fihren kann [67]. Die Stentimplantation dient unter anderem
dazu, diesem Phanomen entgegenzuwirken, jedoch ist es auch so nicht immer moglich, den Druck

vollstandig zu kompensieren [68].

1.2.2. Negative Vascular Remodeling

Der reaktive GefaRumbau (,,vascular remodeling”) stellt einen essenziellen physiologischen Pro-
zess dar, der es den BlutgefaRen ermdglicht, sich an veranderte hamodynamische Bedingungen
oder beginnende Obstruktionen anzupassen [69]. Dieser Anpassungsmechanismus kann jedoch
pathologisch entarten, insbesondere wenn Ubermaliges Gewebswachstum als Reaktion auf vas-
kulare Traumata auftritt, weshalb man in diesem Fall von negativem vaskuldrem Remodeling

spricht [70]. Dieses ist definiert als ein lokal begrenztes Schrumpfen des GefaRdurchmessers [71].
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1.2.3. Neointimale Hyperplasie

Der Terminus ,Neointimale Hyperplasie” beschreibt einen pathologischen Exzess des negativen
Gefallumbaus, welcher durch ein unkontrolliertes Proliferieren von VSMCs sowie die verstarkte
Synthese extrazelluldarer Matrix infolge angioplastischer Interventionen charakterisiert ist [72].
Wahrend einer Angioplastie wird das Endothel mechanischem Stress ausgesetzt, was zu einer
partiellen Denudation fihren kann, die sich bis in die tunica media erstrecken und die dort loka-
lisierten VSMCs schadigen kann [73]. Die Bildung der Neointima wird sowohl durch zelluldre als
auch humorale Faktoren beeinflusst. Besonders hervorzuheben sind vier zelluldare Akteure und
die mit ihnen verbundenen Mechanismen: die Endothelzellen der Intima, die Monozyten
und/oder Makrophagen, die aus dem Blut in die GefaRwand migrieren, die Fibroblasten der Ad-
ventitia und die glatten Muskelzellen der Media [74].

Die Schadigung der GefakRwand induziert die physiologische Gerinnungskaskade durch die Frei-
setzung von Gewebefaktor, was zur Aktivierung der Thrombozyten und zur Bildung einer lokalen
Thrombus-Schicht fihrt [75, 76]. Parallel dazu resultiert der Bruch des Endothels und des sub-
endothelialen Raums in einer schweren endothelialen Dysfunktion, einschlieRlich erhéhter Per-
meabilitdt und Aktivierung [77]. Endothelin-1 bindet an ETa-Rezeptoren auf den glatten Muskel-
zellen und induziert deren sofortige Kontraktion, wahrend der endotheliale ETs-Rezeptor, der
normalerweise durch die Freisetzung von NO die Vasodilatation fordert, antagonisiert wird [78].
NO und Prostaglandin |, entfalten unter physiologischen Umstanden vasodilatatorische, anti-
proliferative und antiadhasive Wirkungen auf das Endothel. Diese Funktionen sind jedoch unter
pathologischen Bedingungen wie Diabetes und Hypercholesterindmie beeintrachtigt [8, 70].
Elastase, freigesetzt durch neutrophile Granulozyten, vermindert die Elastizitdt der Blutzellen und
inaktiviert Inhibitoren der Matrix-Metalloproteinasen, was die proteolytische Aktivierung von
extrazellularen Matrixproteinen beglnstigt [79, 80]. Das Glykoprotein Tenascin-C, welches der
EZM entstammt, stimuliert die Proliferation glatter Muskelzellen, indem es mit verschiedenen
Wachstumsfaktoren und Adhasionsmolekilen wie PDGF, FGF und Fibronectin interagiert. Zudem
beeinflusst es durch jene Interaktion ebenfalls die Zelladhadsion, sowie die Ausschittung weiterer
Matrix-Metalloproteinasen [81].

Die leukozytdren Vorgange sind hier im Prinzip dieselben wie bei der De-Novo-Atherosklerose,
jedoch deutlich beschleunigt durch die wesentlich akutere und tiefgreifendere Inflammation und

Verletzung der GefaRwand. Ein wesentlicher Unterschied hierbei ist die Transmigration der Mo-
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nozyten bis in den subintimalen Raum, vermittelt durch ein komplexes System aus Integrinen und

Cadherinen [82] (vgl. Abb. 3). Dies verstarkt die endotheliale Permeabilitat und begiinstigt einen

vermehrten Influx von Lipoproteinen (v.a. LDLund VLDL), dhnlich der De-Novo-Atherosklerose.

Em——
=

balloon
catheter

1. Endothelial injury and platelet aggregation
(after removal of balloon)

3. Smooth muscle cell migration and
proliferation

@ tissue factor
¥ fibroblast

*myoﬁbroblast

@ growth factor

VSMC-derived
Q LbL . foam cell

2. Endothelial dysfunction and leukocyte
adhesion

Abb. 3. Neointimale Hyperplasie nach GefaRtrauma. 1. Endothelverletzung und Plattchenaggregation. 2. Endotheldysfunktion

und Leukozytenadhdsion. 3. VSMC-Proliferation. 4. Bildung der Neointima. [86]. (Mit freundlicher Genehmigung des Elsevier Verlages).

Ebenso entwickeln sich die Makrophagen auch hier durch die Aufnahme ebenjener Lipoproteine

zu Schaumzellen, welche akkumulieren, absterben und den nekrotischen Kern einer Plaque bil-

den, die von einer VSMC-gemachten, fibrosen Huille umgeben wird.

Die Stimulation der Fibroblastenproliferation erfolgt hauptsachlich durch FGF und Fibronectin.
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Durch die Gegenwart von TGF differenzieren sich Fibroblasten zu Myofibroblasten, die in die Me-
dia wandern, was zu einem Volumenzuwachs fihrt und die Ablagerung extrazellularer Matrixpro-
teine fordert [83]. Aktivierte Fibroblasten steigern zusatzlich die Sekretion diverser Wachstums-
faktoren, darunter PDGF und FGF [84]. Die Fibroblastenwachstumsfaktoren bilden eine Familie
von aktuell 22 Proteinen, die lber ihre Bindung an vier verschiedene Zellmembranrezeptor-Ty-
rosinkinasen (FGFR1-FGFR4) ihre biologische Aktivitat entfalten. Diese Interaktion initiiert die Bil-
dung eines ternaren Adapterprotein-Komplexes (FRS2/Grb2/Sos) und aktiviert die Ras/MAPK-Sig-
naltransduktionskaskade [85]. Die darauf folgende Migration und Proliferation der Fibroblasten,
begleitet von Wachstums- und Redoxfaktoren, 18st zusatzlich eine ahnlich geartete Reaktion der
VSMCs aus [84].

Die Wanderung der glatten Muskelzellen von der Media in die Intima wird maligeblich durch
PDGF-BB und das Matrixglykoprotein Osteopontin gesteuert. Infolge dieser Migration vollziehen
die VSMCs einen Wechsel ihres Phanotyps vom vorwiegend kontraktilen zu einem abnormen,
proliferativen Typ [87-89] (vgl. Abb. 3). Die TGF-Familie, insbesondere TGF-B1, spielt hierbei eine
bedeutende Rolle, indem sie Gber den PI3K/AKT/ID2/mTOR-Signalweg die Transformation der
VSMCs stimuliert [90]. Die wesentlichen Verdnderungen in diesem Prozess betreffen morpholo-
gische Transformationen der Zellen, die sich von spindelartig elongierten zu hypertrophen For-
men entwickeln und dabei sog. "Berg-und-Tal-Wachstum* zeigen [87].

Zusatzlich sind Anderungen in den Niveaus der entsprechenden Protein- und mRNA-Marker zu
beobachten. Dies schlieSt eine Zunahme der Expression von Osteopontin sowie eine Abnahme
der Expression kontraktiler Markerproteine wie a-Smooth-Muscle-Actin und SM22a (smooth-
muscle-22a) ein [90]. Des Weiteren zeigen die veranderten VSMCs gesteigerte Proliferations- und
Wanderungsraten. Folglich verhalten sie sich unter pathologischen Bedingungen anders als ge-
wohnlich, indem sie verstarkt extrazellulare Matrix synthetisieren und absondern sowie sich zu

schaumzellahnlichen Zellen (,foam-cell-like-cells“) umwandeln kénnen [83, 87, 91].

1.2.4. Neoatherosklerose

Die Entwicklung von (In-Stent-)Neoatherosklerose basiert vor allem auf postinterventioneller en-
dothelialer Dysfunktion [92]. Aufgrund unzureichender endothelialer Regeneration akkumulieren
zirkulierende Lipide zunehmend im subintimalen Raum, was die Bildung neuer atheroskleroti-
scher Plagues innerhalb der sich entwickelnden Neointima beschleunigt. Ablagerungen von

Schaumzellen und nekrotischem Gewebe sowie die Bildung diinnkappiger Fibroatherome (,,thin-
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capped fibroatheroma“) begleiten diesen Prozess [93].

Aktuelle Studien haben gezeigt, dass auch das Mikrobiom einen relevanten Einfluss auf die Pa-
thogenese von Atherosklerose und Restenose ausiiben konnte. Experimente an keimfrei und
konventionell aufgezogenen Mausen zeigten eine fortgeschrittenere Neointimabildung bei Letz-
teren, was vermutlich mit Veranderungen in der Kinetik der akuten Entziindung und der Wund-
heilung korreliert [94]. Zudem scheint eine intestinale Dysbiose durch modulierte Produktion
mikrobieller Metaboliten ebenso entzindliche Ereignisse zu fordern und somit zur Atheroskle-
rose beizutragen [95, 96].

Es bleibt umstritten, inwieweit Restenose und auch De-Novo-Atherosklerose beim Menschen mit
jenen, welche sich experimentell beobachteten lassen, vergleichbar sind. Diverse Zelltypen besit-
zen beispielsweise das Potenzial zur Differenzierung in einen VSMC-Phanotyp und in einigen Tier-
modellen kann jeder Zelltyp zumindest teilweise zur Neointimabildung beitragen. Die neointi-
male Hyperplasie ist somit ein heterogener Prozess, der je nach Tiermodell variiert, da die ver-
schiedenen Spezies unterschiedliche Biomechanismen aufweisen [97]. Diese Komplexitat fihrt
zu divergierenden Ergebnissen in den verschiedenen Tiermodellen und verhindert, dass ein ein-
zelnes Modell die Pathogenese der neointimalen Formation vollstandig aufklaren kann. Wie
gleichfalls bei der De-Novo-Atherosklerose muss auch in Zukunft noch viel Forschungsarbeit ge-
leistet werden, um die detaillierte Abfolge und das Zusammenspiel von verdanderter endothelialer
Permeabilitdat, Monozyteninfiltration, VSMC-Proliferation und -Migration sowie die gesteigerte

Synthese der extrazellularen Matrix vollstandig zu verstehen.
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2. Tiermodelle — Fundament der translationalen Forschung

Zur effizienten Beantwortung medizinischer Fragestellungen stehen der Wissenschaft ver-
schiedenste Moglichkeiten zur Verfiigung. Die translationale Forschung dient dabei der Uberfiih-
rung von biomedizinischen Erkenntnissen aus dem Labor in die klinische Anwendung sowie der
Maximierung der Sicherheit dieses Wissens flir den Menschen. Da es oft nicht ausreicht oder
schlichtweg noch nicht moglich ist, neue Hypothesen mittels in-vitro-Versuchen zu Uberprifen,
mussen regelmalig Tiere als Modelle herangezogen werden, um diese Fragestellungen am le-
benden Organismus zu studieren. Dabei bietet jedes Tiermodell unterschiedliche Vor- und Nach-

teile, die bei der Versuchsplanung bedacht werden mussen.

2.1. Nagetiere

Die Maus ist aufgrund ihrer hohen Reproduktionsrate, leichten Handhabung und genetischen
Manipulierbarkeit der bevorzugte Modellorganismus in der Forschung. Ihr Immunsystem dhnelt
dem des Menschen, besonders in Bezug auf die inflammatorische Reaktion bei vaskuldren Er-
krankungen. Jedoch entwickeln Mausmodelle im Gegensatz zum Menschen keine lumenveren-
genden Stenosen und rupturierenden Plaques, da sie essentielle strukturelle Unterschiede im
kardiovaskularen System aufweisen, wie z. B. das Fehlen der vasa vasorum [98]. Diese Divergen-
zen beeintrachtigen die Atheroskleroseforschung, weshalb haufig genetisch modifizierte Tiere
oder spezielle Zuchtlinien verwendet werden missen. Mause unterscheiden sich auch durch ih-
ren Lipidmetabolismus, da sie beispielsweise Cholesterin vorwiegend nicht in LDL, sondern in
HDL, transportieren und zudem kein CETP besitzen. Zudem verhindert unter anderem eine hohe
hepatische LDL-Rezeptor-Aktivitdt zusatzlich eine didtinduzierte Atherosklerose, wodurch die
Notwendigkeit genetischer Modifikationen unterstrichen wird [99] (vgl. Tab. 2).

Die ersten unbeabsichtigten, fir die Forschung nutzbaren Inzuchtlinien der Ratte stammen aus
dem 19. Jahrhundert. Ihr vollstandig entschlisseltes Genom ermoglicht zwar vielerlei genetische
Manipulation, jedoch nicht auf dem Niveau von Mausen. Ratten bieten weitestgehend dieselben
Vor- und Nachteile wie Mause. lhr Stoffwechsel ist sehr dhnlich, sie sind jedoch aufgrund lhrer
GroRe auch fur Eingriffsmodelle geeignet, die bei Mausen nicht oder nur sehr schwer durchfihr-
bar sind [100] (vgl. Tab. 1).

Auch Hamster und Meerschweinchen werden immer wieder als Tiermodelle fur die Atheroskle-

roseforschung hinzugezogen. Ein wesentlicher Vorteil hier ist der Fettstoffwechsel, welcher dem
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des Menschen bedeutend dhnlicher ist als bei Ratten und Mausen [101].

Tab. 1. Eigenschaften, Vor- und Nachteile verschiedener fir die Forschung verwendeter Tierarten. [86]. (Mit freundlicher Genehmi-

gung des Elsevier Verlages).

4 & W

TABLE 1 Overview of Most Common Species Used for Animal Models of Restenosis
i
Mouse (Mus musculus Rat (Rattus norvegicus Rabbit (Oryctolagus
dom.) dom.) cuniculus dom.)
Estimated median ~89 ~89 ~89
time since last
common
ancestor with
human
(million years)
Knockout/-in +++ ++ +
availability
Target vessels and Carotid artery: 0.6 Carotid artery: 1.0 Carotid artery: 2.0
average Aorta: 0.8 Aorta: 2.0 Aorta: 2.8
diameter in Iliac artery: 0.3 Iliac artery: 1.0 Iliac artery: 2.2
adult animal ~ Femoral artery: 0.2 Femoral artery: 0.5 Femoral artery: 1.3
(mm)
Advantages Uncomplicated Uncomplicated Lipid metabolism
Husbandry; Husbandry; similar to human;
High-throughput High-throughput Plaque formation with
possible; possible; luminal stenosis
High genetic Large enough for stent similar to human;
manipulability; and balloon Large enough for
Many different strains interventions; human instruments
available; Pathologic and similar types of
Immuno-inflammatory preconditions intervention
system similar to available
humans;
Pathologic preconditions
available
Disadvantages Different lipid Different lipid Elevated demands on
metabolism to human; metabolism to space and care;
Lumen-narrowing human; Only moderate
stenoses or high-risk Different plaque throughput
plaques hardly formation possible;
possible to develop; compared to Lesions primarily
Too small for human-like humans consist of foam
interventions cells

Pig (Sus scrofa dom.)

~94

+ (minipig)

Carotid artery: 5.5

Aorta: 16.5

Iliac artery: 6.0

Femoral artery: 4.0
(minipig)

Large enough for human
instruments and
interventions;

Metabolism similar to
human
immunoinflammatory
and cardiovascular
system similar to
human

lesion morphology and
distribution similar to
humans;

Pathologic preconditions
available

High demands on space
and care;

Only low-throughput
possible;

Atherosclerosis usually
stops in stage of foam
cell agglomeration

Dog (Canis lupus
familiaris)
~94

Carotid artery: 5.0

Aorta: 8.0

Iliac artery: 4.0

Femoral artery: 2.0
(mid-sized race/
mongrel)

Large enough for human
instruments and
interventions;

Easy handling

High demands on space
and care;

Only low-throughput
possible;

Different metabolism and

different
immunoinflammatory

response compared to

humans;
No lumen-narrowing
plaques

¢

Non-human Primates

~30 (Macaque)
~6 (Chimpanzee)

+ (Cynomolgus,
Rhesus)

Carotid artery: 4.5

Aorta: 6.6

Iliac artery: 4.5

Femoral artery: 1.5
(Cynomolgus)

Relationship to human
metabolism similar
to human

Immunoinflammatory
and cardiovascular
system close to
humans;

Large enough for
human instruments
and interventions

Very high demands on
husbandry;

Only very low
throughput
possible;

High ethical hurdles

2.2

Schweine und Primaten

Auch Modelle mit groBeren Tieren sind aufgrund ihrer leichteren technischen Umsetzbarkeit und

klinischen Ubertragbarkeit in der Forschung etabliert (vgl. Tab. 1).

Schweine sind in der praklinischen Forschung dullerst effektiv, da sie eine vergleichbare Kérper-

grolRe sowie ein dhnliches Lipidprofil wie Menschen besitzen und ihr kardiovaskuldres System

grolRe anatomische und physiologische Ahnlichkeiten aufweist. Wichtige Unterschiede sind das

Fehlen von Lipoprotein (a) und die variable CETP-Aktivitat, was hohe Cholesterinwerte und die

Zugabe von Gallensdure zur Ernahrung erfordert, um Atherosklerose zu induzieren [102, 103].

Zichtungen wie das Rapacz-Schwein (IHLC-Schwein, inherited hyperlow-density-lipoprotein and

hypercholesterolemia), das auf hohe LDL-Werte selektiert wurde, ermoglichen Langzeit-Modelle

menschenahnlicher atherosklerotischer Erkrankungen [104]. Minischweine bieten zudem die
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wachsende Moglichkeit zur genetischen Manipulation, wenngleich diese zum aktuellen Zeitpunkt
noch deutlich limitiert ist.

Affen, als engste Verwandte des Menschen, bieten ein hohes translationales Potenzial, jedoch
sind ethische und finanzielle Hirden erheblich. Insbesondere Rhesus- und Javaneraffen werden
als Modelltiere genutzt und bieten verschiedene Vorteile und Mdéglichkeiten fir die Forschung

(vgl. Tab. 1).

2.3. Induktion atherosklerotischer Prozesse

Damit Atherosklerose am Tiermodell erforscht werden kann, ist ein gewisses Mals an Manipula-
tion unabdingbar, denn was sich beim Menschen Uber Jahrzehnte entwickelt, muss im Labor zu-
meist auf einen Zeitraum von wenigen Wochen bis Monaten beschleunigt werden. Wie beim
Menschen ist der primare Treiber auch im Tierversuch die Distribution einer atherogenen Diat.
Je nach Bedarf wird diese in den meisten Fallen mit der Durchflihrung einer Intervention zur En-

dothelverletzung kombiniert.

2.3.1. Atherogene Diat

Die sog. western diet, welche sich durch eine besonders hohe Energiedichte bei geringem Nahr-
wert auszeichnet, ist der Hauptfaktor bei der Entwicklung atherosklerotischer Erkrankungen
beim Menschen [105]. Sie beinhaltet im Schnitt 0,1% Cholesterin sowie hohe Mengen an Fett
und Methionin [106]. Dieser unphysiologisch hohe Anteil an atherogenen Substanzen muss im
Tiermodell ebenfalls erzeugt werden, um die Plaquebildung zu provozieren. Bewirkt wird dies in
der Regel durch die Zugabe von Reinsubstanzen sowie pflanzlichem Fett, zumeist Erdnussol, zur
normalen Diat. Die atherogene Ernahrung fiihrt zu erhéhtem LDL-Cholesterin, Blutdruck und Ent-
zindungsmediatoren, fordert Insulin-Resistenz und senkt protektives HDL-Cholesterin.

Abhangig von Tierart, Rasse/Stamm und genetischer Manipulation ist es so moglich auch ohne
weitere Manipulation die Entwicklung atherosklerotischer Lasionen auszuldsen. Dies ist vor allem
fir genmodifizierte Mausmodelle, wie z. B. LDLr”-Mé&use, und Langzeitversuche, z. B. bei Schwei-

nen, interessant [107, 108].

2.3.2. Eingriffstechniken

Zur Beschleunigung der Atherosklerosebildung wird, wie bereits erwahnt, in vielen Fallen zusatz-

lich zur Diat eine induzierende Intervention durchgefiihrt. Dabei wird auf verschiedene Arten das
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GefalBendothel, zumeist mechanisch, verletzt, um die endotheliale Barriere zu desintegrieren und
ein inflammatorisches Milieu zu erzeugen. Je nach Schwere kann die Verletzung hierbei bis in die
tunica media reichen, was eine rasche Aktivierung der dortigen VSMCs bewirkt [109]. Der verur-
sachte Influx von Leukozyten und Lipoproteinen bewirkt die Entstehung atherosklerotischer
Plaques innerhalb weniger Wochen, wobei die ersten Anzeichen je nach Tierart bereits innerhalb
von Stunden bis Tagen nachweisbar sind. Die Auswirkungen kénnen je nach verwendeter Eingriff-
stechnik in Intensitat und beteiligten Zellen variieren [66, 86].

Carotid Artery Ligation Model. Durch die Ligatur der A. carotis communis nahe der distalen Bi-
furkation wird der Blutfluss gestoppt, was zu einer VSMC-reichen Neointimabildung und starkem
reaktiven GefaRumbau flhrt [110]. Die kontralaterale Arterie dient dabei als Kontrolle und zeigt
haufig eine kompensatorische Erweiterung. Alternative Ansatze mit unvollstandiger Ligatur ver-
hindern Thrombusbildung und Endotheldenudation. Dieses Modell begrenzt mechanisches
Trauma und entzindliche Reaktionen [111].

Cuff Injury Model. Eine Polyethylenmanschette simuliert eine mildere mechanische GefaRver-
letzung, die eine VSMC-reiche Neointima bewirkt, ohne das Endothel vollstdndig zu denudieren.
Die Methode verursacht geringere Blutungs- und Thromboseraten, wobei das Endothel weitge-
hend intakt bleibt [112].

Wire Injury Model. Dieses Modell, das urspriinglich an der A. carotis durchgefihrt wurde, wird
heute hauptsachlich an Femoral- und Beckenarterien eingesetzt. Das verursachte Gefalltrauma
ist dem von Stent- oder Ballonangioplastien dhnlich und ermdoglicht die Untersuchung der VSMC-
Reaktion unter Aufrechterhaltung eines konstanten Blutflusses [113].

Vein Graft Model. Zur Untersuchung von neointimaler Hyperplasie und Restenose in Bypass-
Transplantaten wird eine Spendervene in eine Empfangerarterie transplantiert, was Gefalumbau
und Neotinimabildung beobachten lasst. Fragen der Genetik kdnnen durch die Verwendung von
syngenen Transplantaten und modifizierten Grafts adressiert werden, wenngleich die Ubertrag-
barkeit auf den Menschen begrenzt ist [114].

Balloon Injury Model und In-Stent-Restenosis Model. Diese Methoden ermoglichen die Simu-
lation der Restenose nach Ballon- oder Stentangioplastie. Hierbei wird ebenfalls haufig die Hals-
schlagader als Zugang zum Gefallsystem genutzt. Ein Ballon, analog zu humanen GefaRinterven-
tionen, wird an der ausgewahlten Stelle aufgeblasen, um die GefaBwand zu denudieren. Alterna-
tiv wird ein Stent platziert. In der Regel kann bereits nach wenigen Tagen die Ausformung einer

VSMC-reichen Neointima beobachtet werden [115].
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Andere Modelle. Weitere Modelle umfassen unter anderem photochemische oder elektrische
Verletzung und arteriovendse Fisteln. Diese Modelle variieren in ihrer klinischen Relevanz und
Anwendung, bieten jedoch wertvolle Einblicke in spezifische genetische und molekulare Mecha-
nismen der GefaRneubildung und -remodellierung [86].

Des Weiteren stehen der Wissenschaft verschiedene sog. humanisierte Modelle zur Verfigung,
welche entweder genetische Manipulation oder die Verwendung menschlicher Xenografts als
Grundlage haben. Zu beachten ist zudem der Einfluss des Geschlechts, sowie spezies-spezifische

anatomische und physiologische Eigenheiten [86].
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3. Kaninchen als Tiermodell fir die Erforschung atheroskleroti-
scher Erkrankungen

Trotz der signifikanten genetischen Ahnlichkeiten zwischen Menschen und Altweltm&usen, wei-
sen deren Stoffwechsel, wie bereits erwahnt, deutliche Unterschiede auf, was das Potenzial fir
die Erforschung atherosklerotischer Erkrankungen mafRgeblich beeintrdchtigt. Zudem ist die ge-
ringe KorpergrolRe fur die wichtigsten Interventionsmodelle eher ungeeignet, was nicht selten
die Verwendung gréRerer Tiere notwendig macht. Der Einsatz letzterer ist jedoch mit erhebli-
chem Mehraufwand verbunden.

Aus diesem Grund greift man in vielen Fallen auf das Kaninchen als Modelltier zurlick, da es wich-
tige metabolische Ubereinstimmungen mit dem Menschen besitzt und zudem durch seine Kor-
pergrolRe alle Arten von Eingriffen ermoglicht. Es stellt eine wichtige Verbindung zwischen der
Grundlagenforschung an kleinen Tiermodellen und der eher Langzeit- und Anwendungsorientie-
ren Forschung in grofReren Modellen her.

Laborkaninchen sind im Allgemeinen deutlich gréoRRer als ihre wilden Verwandten und benotigen
bedeutend mehr Platz als Maduse oder Ratten. Dies fUhrt zu einer Steigerung von Aufwand und
Kosten, wahrend die Durchfihrung von Hochdurchsatzstudien im Vergleich zu Nagetieren limi-
tiert bleibt. Zudem sind Kaninchen ausgesprochen soziale Wesen, die auf eine gewisse Interaktion
mit ihren Artgenossen angewiesen sind und hohe Anspriche an Haltung und Umweltgestaltung

stellen.

3.1. Physiologie

Kaninchen wurden bereits vor Uber einem Jahrhundert als erstes Modelltier fur die kardiovasku-
lare Forschung verwendet, denn sie bieten einen entscheidenden Vorteil: Die Ahnlichkeit ihres
Lipidstoffwechsels mit dem menschlichen. Im Gegensatz zu Mauseartigen zeigen Kaninchen, ana-
log zu Menschen, eine erhohte CETP-Aktivitat, wodurch der Uberwiegende Teil des Cholesterins
Uber Lipoproteine wie LDL und VLDL transportiert wird [116]. Zudem weist das ApoB der Kanin-
chen eine bemerkenswerte Ubereinstimmung mit seiner menschlichen Isoform auf und die Dis-
position von ApoB-48 und ApoB-100 ist nahezu identisch [117]. Gleiches gilt fir die LDL-Rezepto-
ren in der Leber sowie die VLDL-Rezeptoren an der Oberflache der Makrophagen, welche eine
wichtige Rolle bei der Schaumzelltransformation spielen [118]. Im Vergleich zu Ratten und Mau-

sen ist die Ausscheidung von Gallensauren, die aus Cholesterin synthetisiert werden, bei Kanin-
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chen und Menschen signifikant reduziert [119] (vgl. Tab. 2).

Diese Ahnlichkeiten machen selbst Wildtyp-Kaninchen anféllig fir didtetisch induzierte Hyper-
cholesterinamie. Bereits eine Erhdhung des Cholesteringehalts in der Nahrung um lediglich 2 %
kann zu einer signifikanten Steigerung der Plasmacholesterinwerte fihren und innerhalb weniger
Wochen bis Monate zur Ausbildung atherosklerotischer Lasionen beitragen. Angesichts des ext-
remen Cholesterinspiegels von 1500 - 3000 mg/dl und der damit einhergehenden Bildung von
schaumzellenreichen atherosklerotischen Plagues sowie mdglicher hypercholesterindmischer
Folgeerkrankungen (v.a. Fettleber) wird jedoch empfohlen, die Cholesterinzufuhr auf 0,3 - 0,5 %
zu beschranken, um die Entwicklung jener Lasionen zu bewirken, die denen des Menschen dhneln

[11, 120, 121].

Tab. 2. Vergleich der wichtigsten lipid-metabolischen Details von Mensch, Kaninchen und Maus. [117]. (Mit freundlicher Genehmi-

gung des Elsevier Verlages).

Comparison of lipid and lipoprotein metabolism features
Human Rabbit Mouse
Major plasma lipoproteins LDL LDL HDL
CETP Abundant Abundant None
Hepatic apoB mRNA editing No No Yes
apoB-48 Chylomicrons Chylomicrons VLDLSs/LDLs and Chylomicrons
apoB-100 Can be bound to apo(a) Can be bound to apo(a) Cannot be bound to apo(a)
HDL Heterogeneous Heterogeneous Homogeneous
apoAll Dimer Absent Monomer
Hepatic LDL receptor activity =~ Down-regulated Down-regulated Usually high
VLDL receptor in macrophages Yes Yes No
Hepatic lipase High, liver-bound Low, liver-bound High, 70% in circulation
Cholesterol pool Mainly from hepatic synthesis Mainly from hepatic synthesis Mainly from dietary origin
Excretion of bile acid Low Low High
Response to a cholesterol diet  Sensitive Sensitive Resistant

Zusatzlich ist zu beachten, dass ein Mangel an anderen Lipiden in einer cholesterinreichen Diat
die Schwere der atherosklerotischen Lasionen verstarken kann. Dies geschieht durch die Mobili-
sierung gespeicherter Fette, die eine hohere Sattigung aufweisen als die in der Nahrung enthal-
tenen Lipide, was Atherosklerose fordert und die Studienergebnisse verzerren kann [122].

Wesentliche Unterschiede zum menschlichen Lipidstoffwechsel bestehen in der dulRerst geringen

Aktivitat der hepatischen Lipase sowie im Fehlen von ApoA-Il bei Kaninchen [123, 124]. Des
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Weiteren zeichnen sich atherosklerotische Plagues beim Kaninchen, wie oben bereits angedeu-
tet, durch eine hohe Dichte an Schaumzellen aus [125].

Abgesehen vom Lipidstoffwechsel besitzen Kaninchen weitere physiologische Ahnlichkeiten, und
Unterschiede, zum Menschen. Wichtig ist hier vor allem der Blutdruck, welcher im Schnitt nur
geringfligig niedriger ist als beim Menschen. Auch sind sich die VSMCs beider Spezies in Migrati-
ons- und Proliferationsverhalten sehr ahnlich [126]. Zu beachtende Unterschiede zeigen sich vor
allem im mikroanatomischen Aufbau der BlutgefdRRe, da beispielweise die Coronararterien des
Menschen eine nur schwach ausgepragte und stark fenestrierte lamina elastica interna besitzen,
welche beim Kaninchen bedeutend starker ausgebildet und nicht fenestriert ist [127].

Flr eine optimale Reproduzierbarkeit der Studienergebnisse verwendet man in der Regel nur
mannliche Kaninchen dhnlichen Alters, da weibliche Tiere in der Regel einen wesentlich weniger
stabilen Cholesterinspiegel aufweisen, was die Dynamik und Zusammensetzung der Plagques sig-

nifikant beeinflussen kann.

3.2. Zuchtlinien und genetische Manipulationen

Im Laufe der Zeit haben sich im Bereich der kardiovaskuldren Forschung im Wesentlichen drei
bedeutende Zuchtlinien etabliert: Das New Zealand White Kaninchen (NZW), das Japanese White
(JW) sowie das Watanabe Heritable Hyperlipidemic Kaninchen (WHHL). Wahrend NZW und JW
eine cholesterinreiche Didt bendtigen, um atherosklerotische Erkrankungen zu entwickeln, zei-
gen WHHL-Kaninchen auch bei normaler Erndhrung eine Pradisposition zur Atherosklerose, was
auf einen erblichen Defekt des LDL-Rezeptors zuriickzufihren ist. Dies dahnelt der familiaren Hy-
percholesterindmie des Menschen [117]. Ein zentrales Manko bei Kaninchen ist, dass es sich bei
den Ublichen Rassen nicht um Inzuchtstamme handelt, was zu einer erheblichen interindividuel-
len Variabilitat fihrt. Obwohl ingezlichtete Stamme existieren, sind diese aufgrund ihrer spezifi-
schen Einschrankungen (Inzuchtdepression, genetischer Flaschenhals, etc.) in der Anwendung
problematisch und finden nur begrenzte Verwendung. Zudem ist der Einsatz transgener Kanin-
chen zwar etabliert, jedoch aufgrund der signifikant héheren Kosten und der Herausforderungen
bei der genetischen Manipulation im Vergleich zu Nagetieren weiterhin eher selten. Ein Beispiel
hierflr sind ApoE-defiziente Kaninchen, die eine erhdhte Anfalligkeit flr Hyperlipiddmie aufwei-
sen [128]. Jedoch sind diese Tiere nicht Uberall gleichermalien verfiigbar. Fehlende Zichter und
strenge Regularien bis hin zu Importverboten limitieren die Moglichkeiten in diesem Bereich teil-

weise stark.
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3.3. Eingriffstechniken

Obwohl Kaninchen mit Hilfe einer fett- und cholesterinreichen Didt im Laufe der Zeit auch spon-
tan Atherosklerose entwickeln, wird zumeist eine induktive Intervention durchgefiihrt, um die
Plaguebildung zu beschleunigen. Die chirurgische Ausfiihrung der GefalBverletzung unterscheidet
sich kaum von der bei Ratten und Mausen angewandten Technik, doch das Hauptaugenmerk liegt
auf Angioplastiemethoden, die den beim Menschen durchgefihrten Verfahren dhneln. Dies
macht die Ballon- und Stent-Modelle bei Kaninchen besonders interessant, da der Fokus auf
Translatierbarkeit und damit auf der Simulation realistischer klinischer Szenarien zur Erprobung

neuer therapeutischer und diagnostischer Ansatze liegt.

Abb. 4. Denudation via Zugang Uber die Halsschlagader. A: Chirurgische Freilegung der Carotis. B: Ligatur, Punktur und Einsatz

einer 5F- Schleuse. C: Fogarty Katheter. D: Stentretriever. [86]. (Mit freundlicher Genehmigung des Elsevier Verlages).
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Zu diesem Zweck ist es Ublich, einen Zugang zum GefalRsystem durch operative Freilegung der
Halsschlagader und Punktion ebenjener mittels Seldinger-Technik zu erlangen und sie im An-
schluss zu ligieren (vgl. Abb. 4).

In Modellen, die Ballondenudation mit einer atherogenen Diat kombinieren, kann die Entwick-
lung atherosklerotischer Plaques bereits nach 7-10 Tagen beobachtet werden, wahrend nach 6-
10 Wochen stenotische Lasionen mit Lumeneinengung vorliegen. Die wesentliche Zusammenset-
zung dieser Plaques dhnelt stark derjenigen des Menschen und die Bildung einer Neointima kann
sowohl auf histologischer als auch auf molekularer Ebene nachgewiesen werden [129]. Bei der
Verwendung eines Stents anstatt eines Ballons entwickelt sich die In-Stent-Restenose mit neoin-
timaler Hyperplasie innerhalb eines Monats [66].

Einen minimalinvasiven Zugang Uber die Gefalle des Ohres verwendete man bereits in anderen
Modellen in friheren Studien, beispielsweise zur Induktion von progressiver myokardialer Hyper-
trophie oder zur Erforschung von Restenosen in der Thoraxaorta [130-133]. Die vorliegende Stu-
die macht sich diese Vorarbeit zu Nutze und erweitert sie um die Verwendung eines Stentretrie-
vers, was den notwendigen Durchmesser verringert und somit die katheterbasierte Nutzung des

Ohrzuganges sowie der Beckenarterien als Locus Operandi ermoglicht.
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A minimally invasive animal model of atherosclerosis and neointimal hyper-

plasia for translational research

Original article

Abstract

Background A variety of animal models has been developed for research on atherosclerosis and neoin-
timal hyperplasia. While small animal models contain limits for translational research, we aimed to de-
velop an atherosclerosis model with lumen-narrowing plaques to foster basic research in vascular biology,
the development of new angioplasty devices and vessel wall imaging approaches.
Methods Endothelial denudation was performed via a minimally invasive approach through the auricular
artery, followed by stent-retriever mediated endothelial injury in New Zealand White rabbits (n = 10).
Along with a high-fat diet, the rabbits developed lumen-narrowing atherosclerosis and neointimal hyper-
plasia of the iliac arteries within a 6-weeks period after mechanical injury. The stent-retriever method was
compared with a conventional rabbit model (# = 10) using balloon denudation via surgical access and both
models analyzed with a particular focus on animal welfare. Fisher's exact, Mann—Whitney U, and unpaired
t tests were used.
Results The average time for the entire procedure was 62 min for the balloon group and 31 min for the
stent-retriever group (p < 0.001). The stent-retriever model resulted in less periprocedural morbidity (in-
cluding expenditure, intubation time, anesthetics and end-tidal CO; level) and mortality (40% mortality in
the conventional group compared to 0% in the stent-retriever model, p = 0.011), while generating lumen-
narrowing atherosclerotic lesions with key features as compared to humans as revealed by time-of-flight
magnetic resonance imaging and histology.
Conclusions We developed a minimally invasive model of iliac atherosclerosis with high reproducibly
and improved animal welfare for translational research.
Relevance statement This advanced rabbit model could allow for translational research in atherosclero-
sis, including pharmacological investigations as well as research on interventional angioplasty procedures.
Keywords (MESH terms): Endothelium (vascular), Models (animals), Neointima, Plaque (atheroscle-
rotic), Stents.
Key points

e Rabbit models show similar lipid metabolism as humans.

e Stent-retriever mediated endothelial denudation causes neointimal hyperplasia and lumen narrow-

ing.
e This minimal invasive model allows for clinical translation including pharmacological investiga-

tions and vessel wall imaging.
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Abbreviations

etCO,  End-tidal carbon dioxide

HFD High-fat diet

IQR Interquartile range

MRA  Magnetic resonance angiography

MRI Magnetic resonance imaging
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Background

Atherosclerosis represents a chronic and progressive inflammatory condition resulting from multifactorial
causes, leading to the gradual obstruction of arterial blood vessels over time. This predominantly affects
the coronary, carotid, and peripheral arteries, causing either chronic impairment of blood flow or a sudden
decrease in organ perfusion in case of acute vessel occlusion. The well-established standard to treat lumen-
narrowing atherosclerotic plaques — percutaneous transluminal angioplasty— still shows a relapse rate of
up to 50% within the first 12 months due to neointimal hyperplasia and subsequent restenosis [1-3]. Ne-
ointimal hyperplasia results from abnormal smooth muscle cells, which migrate from the tunica media
towards the intimal layer and continuously proliferate in response to injury [4].

In order to develop targeted approaches minimizing neointimal hyperplasia for example via drug-
eluting angioplasty devices, a profound understanding of the biological mechanisms of restenosis is re-
quired. Various animal models have been developed and are being used, from small rodents up to non-
human primates [5]. High-throughput models of rats and mice lack translational potential due to manifold
dissimilarities to humans. Most importantly, various injury models in conjunction with special diets result
in intense vascular inflammation and some even in lumen narrowing stenosis [6]. Models in larger animals
instead are cumbersome and expensive in terms of the technical procedure and animal housing. In this
regard, rabbit models have shown to be suitable for studying restenosis because of their size as well as
cardiovascular and metabolic similarities to humans [7]. Atherosclerotic lesions are frequently generated
by a combination of high-fat diet and mechanical injury of the endothelial cell layer [8, 9].

Previous rabbit models have proven to generate lumen narrowing atherosclerotic lesions and neo-
intimal formation, but also come with several considerable disadvantages. The overstretching of the vessel
wall by use of oversized catheters and balloons as well as the substantially high level of procedural inva-
siveness correlates with a certain risk of stroke and wound inflammation [10—13]. Alternative models in
other larger animal models such as dogs or non-human primates have been described for similar purpose;
however, the associated benefits have to be weighted critically against the increased maintenance efforts
and costs, but even more importantly ethical concerns when using those far developed species [5]. The
rabbit thereby is considered a good compromise between high translational potential, reasonable mainte-
nance and being ethically justifiable.

We aimed to establish a minimally invasive rabbit model of atherosclerosis that creates reproducible
lumen-narrowing plaques without massive overstretching of the vessel wall, which regularly results in
rupture up to the tunica media and increased vessel wall hemorrhage [5, 14, 15]. A model more closely
resembling human pathophysiology was thought to enhance translatability especially for endovascular
therapy similar to clinical interventions for lumen-narrowing lesions, while simultaneously providing
eased feasibility, improved animal welfare as well as a low rate of failure. The stent-retriever model is
aimed to be well suited for both interventional research, such as the development of novel drug-eluting

devices, antithrombotic therapies as well as gene therapies addressing neointimal hyperplasia, as well as
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to foster research on vessel imaging of atherosclerosis, such as imaging endothelial dysfunction, vascular

wall inflammation, early plaque formation and response to angioplasty.

Methods

Experimental protocol
The ethical approval of the experiment was granted by the Government of Bavaria, Germany (Protocol
Number: ROB-55.1-2532. Vet _02-19-178).

The experimental setting consisted of 20 male New Zealand White rabbits, 18 weeks of age, and
3—4 kg of weight at the beginning of the experiment. The animals were housed separately with about 2 m?
of space each and provided with enrichment items as well as hiding options and nesting material [16]. A
12-hour day and night rhythm was maintained including dusk and dawn.

The rabbits were fed an atherogenic high-fat and high-cholesterol diet (Diet-Nr. #290009, Altromin,
Lage, Germany) to which they became accustomed within 4 weeks: 1% week 25% high-fat diet (HFD), 2™
week 50% HFD, 3" week 75% HFD, 4" week 100% HFD. The diet was complemented by the distribution
of hay and water ad libitum. Control and care of well-being was provided daily while scoring of vital
parameters and general health was executed at least twice a week. Surgical experiments were performed
by a team of two interventional radiologists with >10 years of experience in vascular procedures as well
as with previous experience in rabbit research models, while the periprocedural care as well as anesthesia
was conducted by a dedicated veterinarian experienced in animal research models.

The animals were split randomly into two groups of 10 rabbits each. One group to receive the con-
ventional, transcarotid balloon injury model and the other one to receive the new minimally invasive trans-
auricular stent-retriever induced arterial denudation model. To ensure optimal comparability, we used
isoflurane narcosis sustained through an automatic ventilator system. Upon anesthesia induction (intro-
duced by intravenous propofol), the following medical regimen was applied: for maintenance of analgesia
Fentanyl (0.004 mg/kg intravenously every 30 min) and metamizole (60 mg/kg subcutaneously) were
firstly injected. enrofloxacin 7.5 mg/kg was injected intravenously before vessel puncture or open surgery
in order to prevent infections, while 0.07mg/kg Aspirin and 45 [U/kg heparin were injected immediately
before endothelial denudation to prevent acute thrombus formation. The ventilator mode was set on pres-
sure control with 25—30 breaths/min and a basic isoflurane setting of 2.0 vol%, adjusted as needed. Digital
pulse oximetry and capnography were used to monitor vital signs.

Following the intervention, rabbits in both groups were maintained for up to 6 weeks on the ather-
ogenic diet until receiving magnetic resonance imaging (MRI) for assessment of lumen-narrowing lesions.
Following MRI in deep sedation, animals were euthanized and vessel samples of the aortic and iliac arter-

ies were obtained. An overview of the experimental setup is shown in Fig. 1.
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Conventional transcarotid balloon injury technique

Following general anesthesia, the rabbit was positioned supinely, the throat area being meticulously
shaved and disinfected with povidone [14, 17]. Access to the carotid artery was achieved through a 2—-3
cm lateral incision along the trachea. Sutures with a 4-0 vicryl filament are placed upstream and down-
stream the vascular access-site. The exposed common carotid artery was punctured through Seldinger
technique with a micropuncture set using a 21-G needle and a 0.018-inch introducer wire (Micropuncture
Pedal Introducer Access Set, Cook Medical, Bloomington, IN, USA), followed by insertion of a 5-F sheath
(Radiofocus, Terumo Europe NV, Leuven, Belgium). Thereupon, guided by x-ray fluoroscopy after digital
subtraction angiography using Imeron 300M (Bracco, Germany) diluted 1:1 with normal saline, the iliac
arteries were fathomed with a 0.018-inch guidewire. Subsequently, a 3-F Fogarty catheter (Edwards Life
Sciences, Irvine, CA, USA) was positioned within the external iliac artery at the level of the iliac crest.
After inflation, the catheter was drawn past the iliacal bifurcation towards the aorta. On average, the over-
stretching was more than twice: 5-mm inflated balloon diameter with a 3-F Fogarty catheter in comparison
to ~2-mm average iliac artery diameter in New Zealand White rabbits [5]. This procedure was repeated
three times on each side followed by a control angiogram to screen for possible dissection and acute vessel
obstruction. Afterwards, the accessed carotid artery was ligated and the wound was sutured in a two-

layered manner and shielded using an antiseptic aluminum spray.

Transauricular stent-retriever injury technique

We modified the previously described approach in order to being able to conduct the model through a
minimally-invasive vascular access, obviating open surgery and reducing (balloon-)catheter-induced over-
stretching of the vessel wall. As the stent-retrievers require only a 0.021-F microcatheter system, access
via the central auricular artery deemed feasible.

For this approach, the rabbit was positioned in a prone stance. The area of access along the ramus
medius of the arteria auricularis caudalis is shaved and prepared using a local anesthetic Xylocain-Prilo-
cain ointment (EMLA, Aspen Germany, Munich, BY, Germany), promoting vessel dilatation. Subse-
quently, a modified Seldinger technique was executed: the artery was punctured percutaneously using a
21-G puncture needle and a 0.014-inch guidewire (Fathom, Boston Scientific, Marlborough, MA, USA)
was introduced. A 1-mm incision was crafted along the guidewire with precision scissors, enlarging the
orifice to accommodate the microcatheter. The 0.014-inch guidewire was subsequently advanced under x-
ray guidance towards the iliac arteries, followed by a 1.9-F microcatheter (Echelon 14 or Rebar 14, eV3
Neurovascular, Irvine, CA, USA). Next, the stent-retriever (Solitaire 4 mm x 20 mm, Medtronic, Minne-
apolis, MN, USA) was positioned, unfolded, and pulled backward past the aortic bifurcation. This proce-
dure was equally repeated three times on each side. Following the final angiogram and subsequent catheter
removal, hemostasis at the puncture site was obtained through manual compression for 2 min. Antiseptic
aluminum spray was used to protect and cover the wound. Major steps for each technique are shown in

Fig. 2.
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Postinterventional animal care

After the intervention, the animals were treated with analgesic (buprenorphin 0.025 mg/kg, metamizole
60 mg/kg) and low-dosed anticoagulant (enoxaparin 60 IU/kg) medication for at least 48 h, supplemented
by additional doses if needed and with doses tapered down as clinically possible. The rabbit’s general
medical condition, weight, and behavior were assessed meticulously for two days post intervention. The
healing of wounds and hematomas as well as food and water intake were controlled daily for the following
week.

For assessment of periprocedural and postprocedural animal welfare, morbidity and mortality the follow-
ing parameters were assessed: procedure time of the endothelial injury, time from end of intervention until
extubation, minimum and maximum end-tidal carbon dioxide (etCO,) levels during the procedure, sub-
jective post-procedure wake-up quality, overall procedure associated complications, post-interventional

weight loss, food/water consumption, morbidity and mortality (Table 1).

Magnetic resonance imaging of rabbit vasculature

MRI was performed on a 3.0-T whole body system (MAGNETOM Skyra, Siemens Healthineers, Erlan-
gen, Germany) with a bore diameter of 70 cm. The gradient system had a maximum gradient strength of
45 mT/m and a slew rate of 200 T/m/s. A circular polarized extremity coil (Siemens Healthineers) with a
minimum inner dimension of 154 mm (total dimensions: 265 x 360 x 310 mm) was used as the receiver
coil.

After deep anesthesia of the rabbit using 0.25 mg/kg medetomidine and 25 mg/kg ketamine intra-
muscular injection, the animals were inserted lengthwise as the upper coil part was removable. Thereupon,
the rabbits were placed feet-forward-prone in the coil. The rabbits inside the coil were positioned in the
isocenter of the x-z plane using the light visor. After scout scan the applied MRI protocol was based on a
time-of-flight magnetic resonance angiography (MRA) sequence (flip angle 17°; echo time 3.43 ms; rep-
etition time 52 ms; bandwidth 185 Hz/pixel) with a field of view of 181 x 199 mm? and an acquisition
time of 348 s. Following the last MRI at 6 weeks after intervention, the animals were euthanized in deep
anesthesia (0.25 mg/kg medetomidine and 25 mg/kg ketamine, intramuscular injection) using 400 mg/kg
intravenous pentobarbital and the infrarenal aorta as well as both iliac arteries (including the pelvic bifur-

cation) were harvested.

Lumen diameter assessment of rabbit vasculature

For image analysis of the diameters of aortic and iliac vessels before and after endothelial injury, Visage
Imaging software (Visage Imaging GmbH, Berlin, Germany) was used. The vessel diameters were meas-
ured using the time-of-flight MRA sequence images at three predefined positions perpendicular to the
vessel axis (distal aorta immediately before the aortic bifurcation and the external iliac artery 2 cm distal
of the iliac artery bifurcation). All assessments were performed similarly in the first MRI scan series before

endothelial injury and in the last MRI scan series (before euthanasia). The assessment was performed by
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two independent readers (diagnostic radiologists with > 5 years of experience in vascular MRI each)

blinded to the groups and ex vivo analysis.

Histology and immunohistochemistry

Tissues were formalin-fixed, paraffin-embedded and stained with MSB-Lendrum staining (#12076.00100)
(Morphisto GmbH, Offenbach am Main, Germany) according to standard protocols. For immunohisto-
chemistry, a biotin-streptavidin peroxidase technique (DetectionLine PolyLink-HRP-Kit, DCS, Hamburg,
Germany) was used. Sections were pretreated with citrate buffer (pH 6), target retrieval solution (pH 6.1;
both Agilent Dako, Santa Clara, USA). The following primary antibodies were used: mouse anti-alpha-
smooth muscle actin 1A4 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA, #MAS5-11547, 1:800, no pretreat-
ment), mouse anti-CD31 (Novus Biologicals, Centennial, USA, NBP2-44342, 1:100, pH 6.1) and with
mouse anti-MHCII/HLA DR + DP + DQ antibody [CR3/43] (Agilent DAKO, Santa Clara, USA, ab7856;
1:100; pH 6.0). All sections were scanned using NanoZoomer S360 MD (Hamamatsu, Hamamatsu City,
Japan) and intimal thickening analyzed using Aperio ImageScope-Pathology Slide Viewing Software
(Version 12.3.3, Leica Biosystems, Nuflloch, Germany).

Statistical analysis

The Shapiro-Wilk test was used for the assessment of normality. Data are presented as means + standard
deviation in case of normal distribution or as medians and interquartile range (IQR) for skewed distribu-
tion. Descriptive statistics were used to analyze the distribution of rabbits among the different categories.
Subanalyses between both rabbit groups were performed using the Fisher's exact test for categorical data
and the Mann-Whitney U test and unpaired t-test for metric data. Statistical testing was conducted using
SPSS (Version 26.0, IBM Corp., Armonk, N, USA) and GraphPad Prism (Version 10.2.0, GraphPad Soft-
ware, Boston, MA, USA) with p < 0.05 considered significant. All p—values were two-tailed.

Results

Interventional procedures

Ten animals underwent the conventional transcarotid balloon denudation and ten underwent the novel
transauricular stent-retriever mediated denudation. Three complete endothelial denudation passages were
performed on each iliac artery in each rabbit of both groups.

Six rabbits were lost after the intervention: three rabbits had to be euthanized due to hindlimb is-
chemia (two on the day of surgery and one animal one day post surgery), one rabbit had to be euthanized
one day after the procedure due to lethargy and heavy pain despite analgesia, and two rabbits died due to
uncharted reasons (sudden death) at day 12 and 13 respectively, after endothelial denudation. All animal
losses occurred in the balloon group. In two animals of the stent-retriever group, initial attempts to access

the auricular artery failed, requiring a second intervention which was successful. In the stent-retriever
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group, all animals (n = 10) developed an intimal hyperplasia with a 100% survival rate (Table 1). Even
though all animals in the balloon group also developed atherosclerotic plaques and a neointimal hyper-
plasia, the mortality rate in the balloon group was 40%, which was significantly higher compared to the
stent-retriever group (p = 0.011) (Table 1).

The average time needed for the entire procedure was 62 min for the balloon group and 31 min for
the stent-retriever group (p < 0.001) (Table 1). The duration from end of intervention until extubation
showed a tendency to be faster in the stent-retriever group (p = 0.076). Furthermore, the awakening process
demonstrated significantly improved outcomes within the stent-retriever group (p < 0.001) (Table 1). In
addition, the shorter intervention time in the stent-retriever group also correlated with a lower intraopera-
tive fentanyl usage (median 0.03 mg, IQR 0.02 mg) per animal in the balloon group versus 0.04 mg (IQR
0.02) per animal in the stent-retriever group (p = 0.067). Seven rabbits of the balloon group showed tran-
sient reflex bradycardia during critical parts of the surgery suggesting spikes in circulatory stress. The
etCO; levels differed significantly between the stent-retriever (minimum 28 mmHg + 2.6 mm Hg; maxi-
mum 31.5 mm Hg, IQR 2.5 mm Hg) and the balloon group (minimum 24.1 mm Hg + 2.07 mm Hg; max-
imum 28.5 mm Hg, IQR 7.25 mm Hg) (pmin = 0.002; pua= 0.049) (Table 1). This data reflects a more
stable expiratory etCO; level without major fluctuations. Six animals ofthe balloon group and one of the
stent-retriever group needed an over 30% increase in isoflurane dose during intervention. Subjective wake-
up quality was significantly better in the stent-retriever versus the balloon group (p < 0.001).

None of the 14 rabbits developed wound infections, necrosis or similar complications related to the
vascular access site in the observation time and all hematomas and scars healed appropriately. Five animals
of the balloon group showed an impaired food and water intake after the intervention, none in the stent-
retriever group (p = 0.033, Table 1). Although overall weight progression displayed no significant dispar-
ity between the two groups, a more pronounced post-procedural weight-loss was seen 24 hours post inter-
vention in the balloon group (p = 0.070. Postinterventional buprenorphine demand was significantly lower
in the stent-retriever group than in the balloon group (0.19 £+ 0.09 mg versus 0.32 £ 0.15 mg, p = 0.036).

In summary, morbidity and mortality were substantially decreased applying the minimally invasive

stent-retriever technique.

Development of lumen-narrowing stenosis

Time-of-flight MRA revealed lumen narrowing stenosis in the iliac arteries in both groups at 6 weeks post
endothelial denudation (Fig. 3). The mean perfused lumen decreased significantly both at the aortic bifur-
cation from 3.01 mm to 1.95 mm (p < 0.001), as well as from 1.69 mm to 1.33 mm (p = 0.010) at the
external iliac in the balloon group. The lumen decrease following endothelial injury was similarly signif-
icant in the stent-retriever group, at the aortic bifurcation from 2.99 mm to 2.46 mm (p = 0.009), and along
the external iliac artery from 1.74 mm to 0.96 mm (p < 0.001). The luminal decrease was at least 10% of

the original diameter in each group.
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Atherosclerotic lesion characterization

The development of atherosclerosis and lumen narrowing was finally investigated in a qualitative manner
in both models post mortem by assessing the major characteristics of neointimal hyperplasia [3] by histol-
ogy/immunohistochemistry at 6 weeks post endothelial injury and 10 weeks after initiating the HFD (Fig.
4). Intimal thickening was detectable in all animals and the intima-to-media ratio did not significantly
differ between the two different models applied (balloon group: 0.89 mm, stent-retriever group: 1.46 mm,
p = 0.122). Both the lamina elastica interna and externa were disrupted to some degree in all animals and
in addition, the arrangement of the cells in the intima was not as homogeneous as usually seen in the
media. A loose extracellular matrix with collagen and fat deposits and proliferation as well as infiltration
of smooth muscle cells from the media into the intima was detectable along both groups. Macrophages,
visualized by Major Histocompatibility Complex class II staining, accumulated predominantly in the ne-
ointima, representative for the chronic inflammatory process. Furthermore, 6 weeks after endothelial in-
jury we detected a predominantly continuous endothelial barrier, shown by positive CD31 staining, in all
animals of both groups. In summary, the balloon-mediated and the stent-retriever mediated endothelial

injury led to neointimal hyperplasia.

Discussion

We have reported the successful establishment of a new, minimally invasive animal model for translational
atherosclerosis research in rabbits.

Rabbit-based models have emerged as a good compromise between small rodents and large animals
[5], allowing a reasonable throughput while at the same time providing large enough vascular anatomy
allowing the investigation of interventional devices such as drug-coated balloons and stents [18—20]. The
New Zealand White rabbit is large enough to permit detection of specific aspects of atherosclerosis and
restenosis formation via translational molecular imaging approaches [21, 22]. One major advantage of
rabbits compared to rodents is their lipid metabolism being similar to humans. With an intrinsically high
cholesterol ester transfer protein—CETP activity, like humans, they transport most cholesterol via low-
density lipoprotein and very low-density lipoprotein, which rodents do not [23]. Moreover, the rabbit
apolipoprotein B as well as the receptor for low- and very low-density lipoprotein, both in the liver and
on the surface of macrophages, are similar to the human isoform [24, 25]. HFD combined with subsequent
mechanical endothelial injury therefore offers the possibility to investigate pathologic events such as ne-
ointimal hyperplasia in a translationally meaningful way. While the cholesterol levels fed to rodents for
proper plaque formation exceed by far the physiological cholesterol uptake in humans, 0.3—0.5% choles-
terol have shown to generate atheromas similar to human plaque formation in rabbits [14, 26]. As the lipid
metabolism needed for sufficient atheroma formation resembles the human situation, one drawback of the
most frequently used rabbit model was severity of the vascular injury [14, 18-20]. As rabbit iliac arteries

measure 2 mm in maximum diameter the balloon denudation with a 4—5mm Fogarty balloon device results
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in overstretching of the vessel wall, not resembling a human angioplasty procedure where overdilatation
is being avoided in order to reduce vascular damage.

We therefore aimed to further improve the translatability of the rabbit model and reduce the severity
of endothelial injury to the vessel wall. Our hypothesis was that endothelial denudation of the iliac arteries
can be performed with a stent-retriever device, usually used for mechanical thrombectomy in stroke treat-
ment [27] . Stent retrievers, especially when being pulled repetitively across the vessel, injure the endo-
thelium, without rupture of the internal elastic lamina. As the shear stress to the vascular wall is much less
compared to conventional stents and similarly the radial force exerted onto the vessel wall is reduced
compared to inflating a semi-compliant balloon to twice the actual vessel lumen diameter, as being fre-
quently used to cause endothelial denudation [14, 28]. The effect of stent-retrievers, causing a moderate
injury to the endothelium while avoiding massive overstretching with rupture of the remaining compo-
nents of the arterial wall is exactly the degree of injury needed to induce atherosclerosis in a translational
manner. We postulated that utilizing a stent-retriever leads to a sufficient endothelial denudation, but at
the same time avoids massive overstretching of the vessel compared to the conventional balloon model.
The auricular artery access in the rabbit has been described before [29-31] and was recently described to
gain access to the cerebral vasculature for stroke research [32], yet it has not yet been investigated for
generating peripheral atherosclerosis. However, it comes with a quick learning curve and can be easily
performed by a skilled interventionist. Moreover, there is no specific mechanical closure required to deal
with the arterial access site, as it is required when accessing the carotid or iliac artery. The newly estab-
lished technique allows performing sufficient endothelial injury for proper and reproducible plaque for-
mation, at a shorter procedure time and learning curve, while simultaneously being associated with a de-
creased morbidity, mortality and loss of research animals.

Concerning animal welfare, our approach indicated a significantly increased well-being, providing
decreased pain and stress, both during and post intervention. Additionally, the decreased need for analge-
sics, which are limiting the appetite of the animals and thereby impairing regular food intake was similarly
considered beneficial. Gastrointestinal stasis, one of the most common causes of death in model rabbits,
is nearly eradicated [33, 34]. To assess lumen-narrowing stenosis in rabbit iliac arteries time-of-flight
MRA was considered most appropriate as it allows image reconstruction perpendicular to the vessel wall,
at the same time avoiding the need for intravascular contrast agents.

A first limitation of this study is due to the lack of quantitative comparisons of key histopathological
features between both groups, although plaque formation appeared similar when comparing the results
from both groups qualitatively. This would allow judging potential differences with respect to plaque bi-
ology, vessel wall inflammation and the degree and kinetics of neointimal hyperplasia more profoundly.
As histology cannot be considered a quantitative approach, key features of plaque formation such as ded-
icated metabolites in the vessel wall or deposition of certain radiological contrast agents could be com-

pared by means of mass spectrometry imaging in the future [35, 36].
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Another limitation is the lack of long-term data on plaque formation in comparison between the two
models. While at 6 weeks the lumen narrowing was more pronounced following ballon denudation, it is
unclear if this was a result of the more intense injury, and similarly if this difference holds true over a
longer observation period. Now, with the new model being established it needs to be further validated with
respect to long-term differences in the vascular wall and forming atheromas. Additionally, the model needs
to be further evaluated with respect to pharmacological interventions targeting atherogenesis. Various ap-
proaches aiming at restoring endothelial function, reducing vascular wall inflammation and stabilizing
ulcer-prone atheromas are under investigation [37—40], yet frequently limited to small animal models,
which typically lack features like lumen-narrowing lesions as well as ulcerating plaques.

The modified rabbit model is thought to foster both research in interventional as well as diagnostic
imaging. It will provide a new platform to study the effect of novel drug-eluting devices on vascular in-
flammation, neointimal proliferation and hyperplasia and subsequent restenosis formation. Similarly, ad-
ditive therapies such as the development of novel antithrombotics is expected to pose a continuing chal-
lenge in vascular medicine requiring suitable, medium to large-scale animal models [41]. Also, novel ap-
proaches of gene therapy targeting central gene hubs regulating pivotal atherogenic as well as atheropro-
tective signaling need to be studied extensively in animal models before pilot trials can be performed in
humans [42].

With respect to diagnostic imaging, vascular radiology has longed moved beyond imaging of the
vessel diameter and stenotic lesions. Especially sophisticated MRI techniques are now able to visualize
endothelial permeability using macromolecular contrast agents [43], vascular inflammation using super-
paramagnetic iron-oxide based nanoparticles targeting monocytes/macrophages [44] or to address specific
aspects of neointimal hyperplasia using targeted probes and tracers [45]. The development of those novel
imaging strategies requires profound validation, especially of the molecular and cellular targets. Similarly,
for the translational purpose, those imaging approaches are favorably development in larger animal models
that do not require dedicated ultrahigh field MRI scanners.

In summary, we presented a novel approach for minimally invasive endothelial denudation in hy-
percholesterolemic rabbits, leading to human-like atherosclerotic lesions with lumen-narrowing stenosis.
The model is fast, easy to perform, and comes with reduced animal loss. At the same time, this model
allows for translational research in atherosclerosis, including pharmacological investigations such as re-
storing endothelial dysfunction, ameliorating vessel wall inflammation, and reducing formation of rupture
prone atheromas, as well as research on drug-eluting devices. Moreover, gene therapies trying to impede
both de novo atherosclerosis as well as neointimal hyperplasia are on the horizon. They need to be evalu-

ated in translational animal models prior to trials on humans.
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Tables

Table 1 Procedural details including procedure-related morbidity and mortality data

Perioperative characteristics Stent-retriever Balloon p-value
(n=10) (n=10)

Procedure time (min) 30.50 £ 8.6" 62.00 + 13.8" | <0.001'

Time from end of intervention un-

til extubation (min) 2.60 (0)* 6.10 (8)" 0.076*

etCO; level
Minimum (mm Hg) 28.0+2.6" 24.1+22" 0.002'
Maximum (mm Hg) 31.5(2.5)" 28.5(7.25)" | 0.049°

Wake-up quality <0.001°
Good 10/10 (100%) 1/10 (10%)

Moderate 0/10 (0%) 8/10 (80%)
Impaired 0/10 (0%) 1/10 (10%)

Overall complications 0/10 (0%) 7/10 (70%) 0.011°
Hindlimb ischemia 0/10 (0%) 3/10 (30%) 0.210°
Sudden death 0/10 (0%) 2/10 (20%) 0.473°
Termination criteria fulfilled 0/10 (0%) 2/10 (20%) 0.473°

Postinterventional weight loss
1 day after intervention (kg) 0.02 + 0.06" 0.10+0.07° | 0.070"

2 day after intervention (kg) 0.04+0.11° 0.01+£0.06° | 0.195

Postinterventional food/

water consumption 10/10 (100%)

Good 0/10 (0%) 5/10 (50%) 0.033°
Impaired 5/10 (50%)
Mortality 0/10 (0%) 6/10 (60%) 0.011°
Lumen narrowing plaques 10/10 (100%) 4/4 (100%) >0.999°

*Mann-Whitney U test; *Fisher exact test.

"Mean + standard deviation; * Median (interquartile range); 'Unpaired t-test;
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Figures
/ Stent-
Ballon retriever
Intervention Euthanize
Week 1 Week 2 Week 3 Week 4 Week 5 | Week 6 Week 10-12 >I
I 1 T | T |
Regular Diet 25% HFD 50% HFD 75% HFD 100% HFD

Fig. 1 Experimental workflow. All animals were acclimatized to the HFD over a period of 4 weeks.

Balloon-assisted intervention or stent-retriever-mediated endothelial denudation was performed at week

6. Animals were sacrificed at week 10—12 and arteries histologically analyzed. HFD: High-fat diet.
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Balloon-assisted Endothelial Denudation Stentretriever-assisted Endothelial Denudation

Fig.2 Comparison of balloon-assisted endothelial denudation versus stent-retriever-mediated endothelial
denudation. For the conventional balloon-assisted endothelial denudation, the carotid artery is operatively
exposed (a, arrow) and punctured with a 21-G needle (b, arrow), followed by insertion of 5-F sheath in
Seldinger technique (¢, arrow). After catheterization of the iliac artery the Fogarty balloon catheter device
is placed within the external iliac artery, inflated (d, arrowhead) and pulled back into the distal aorta three
times, followed by the same procedure on the contralateral side leading to local endothelial denudation
and acute vasospasm (e, dotted arrows). Six weeks after the procedure the animals are euthanized and
macroscopic plaque formation is visible (f, asterisk). For the stent-retriever technique the arteria auricu-
laris caudalis is punctured (g, arrow) with a 21-G needle and a 0.014 inch guidewire inserted into the
artery (h, arrow) towards the common carotid artery (i, arrow) followed by the microcatheter. The stent-
retriever is unfolded within the external iliac artery (j, arrowheads) and pulled backwards to the infrarenal
aorta, leading to acute vasospasm as a result from the endothelial injury (k, dotted arrow). Six weeks later,

macroscopically visible plaques are present along the aortic bifurcation and iliac arteries (1, asterisk).
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Fig. 3 Assessment of lumen-narrowing atherosclerosis. (a, b) Time-of-flight magnetic resonance angi-
ography was performed 6 weeks after mechanical injury in both groups revealing lumen-narrowing lesions
along the aortic bifurcation and iliac arteries. Vessel segments used for subsequent diameter assessment
are marked with arrows. (¢, d) Lumen diameter assessment revealed a significant reduction at 4—6 weeks

compared to baseline both at the aortic bifurcation as well as the iliac artery.
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Ballon-assisted

Stentretriever-assisted

S oerey

overview MSB SMA CD31 MHC Il

Fig. 4. Histological assessment of atherosclerotic lesions. Staining of iliac vessel segments by MSB, SMA,
CD31 and MHC II revealed characteristic features of inflammatory atherosclerotic lesions with the pres-
ence of macrophages, smooth muscle cell proliferation and migration towards the intima, disruption of the
regular arterial wall architecture and an endothelium-covered hypertrophic intima. MSB: Martius scarlet
blue, SMA: Smooth muscle actin, CD31: Cluster of Differentiation 31, MHC II: Major histocompatibility

complex class II.
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IV. DISKUSSION

Tiermodelle spielen eine entscheidende Rolle bei der Erforschung atherosklerotischer Erkrankun-
gen [86]. Die vorliegende Studie stellt ein innovatives, minimalinvasives Kaninchenmodell vor,
welches die mit traditionellen Modellen verbundenen Einschrankungen zu Uberwinden und sig-
nifikante Verbesserungen im Hinblick auf das translationale Potenzial und das Tierwohl zu errei-
chen sucht.

Zwischen Hochdurchsatzmodellen an Nagern und der Praktikabilitdt groRerer Tiere haben sich
Kaninchen als aulRerordentlich guter Kompromiss erwiesen. Sie ermoglichen gleichzeitig eine
adaquate Durchsatzmenge und eine ausreichend grolRe Gefdallanatomie flr die Verwendung in-
terventioneller Geratschaften, die auch in der Humanmedizin zum Einsatz kommen, wie z.B. Bal-
lonkatheter und Stents [86, 134]. NZW ist eine Kaninchenrasse, welche groRR genug ist, um in
Kombination mit modernen, molekularen Bildgebungsverfahren spezifische Aspekte athero-
sklerotischer Erkrankungen zu untersuchen [135, 136]. Im Vergleich zu Altweltmausen bieten Ka-
ninchen einen entscheidenden Vorteil: Ihr Lipidstoffwechsel ist dem des Menschen bedeutend
ahnlicher als bei jenen. Vermittelt durch ihre hohe CETP-Aktivitdt, transportieren sie den GroRteil
des Cholesterins als LDL und VLDL, wohingegen bei Mausen und Ratten primar HDL zum Einsatz
kommt, welches in der Leber abgebaut wird [46, 116, 117]. Des Weiteren bestehen wichtige Ahn-
lichkeiten unter anderem in der Rezeptoraffinitdt und -aktivierung der Lipoproteine sowie deren
Struktur, der Cholesterinsynthese und der hepatischen Lipase [117]. Eine fettreiche Diat in Kom-
bination mit mechanischer Endothelschadigung bietet daher die Moglichkeit, pathologische Er-
eignisse wie Restenose und neointimale Hyperplasie in einer translational sinnvollen Weise zu
untersuchen. Wahrend die Cholesterinmengen, die Altweltmausen verabreicht werden miissen,
um eine addquate Plaquebildung zu verursachen, die physiologische Cholesterinaufnahme des
Menschen bei weitem Ubersteigen, hat sich gezeigt, dass ein Anteil von 0,3-0,5 % Cholesterin in
der Didt bei Kaninchen effektiv menschenahnliche Atherome erzeugt [120, 121]. Abseits der vor-
teilhaften Stoffwechselsituation besteht der Nachteil des am haufigsten verwendeten Kaninchen-
modells in der Schwere der Gefallverletzung [120, 137, 138]. Da die A. iliaca des Kaninchens einen
maximalen Durchmesser von 2 mm aufweist, fihrt die Denudation mit einem 4-5 mm groRen
Fogarty-Ballon zu einer Uberdehnung der GefdRwand, was der Vorgehensweise eines angioplas-
tischen Eingriffs beim Menschen widerspricht, da dies hier vermieden wird, um GefalRschaden zu

begrenzen [139].
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Die umfangreichen chirurgischen Eingriffe bei herkdmmlichen Interventionsmethoden verlangen
erfahrenes Personal und sind mit einer steilen Lernkurve verbunden. Die hohe Invasivitat und
massive Gefallliberdehnung fihren zu einem nicht zu unterschatzenden MaR an Morbiditdt und
Mortalitat. Deshalb war das Ziel dieser Studie, ein weniger invasives, leicht reproduzierbareres
Kaninchenmodell mit gleichzeitig hohem translationalem Potenzial zu etablieren, das die Anwen-
dung vereinfacht und gleichzeitig das Tierwohl priorisiert.

Die Ubertragbarkeit des Modells sollte weiter verbessert und die Schwere der Endothelschadi-
gung der GefaRwand verringert werden. Unsere Hypothese war , dass die Denudation des En-
dothels der A. iliaca mit einem Stentretriever durchgefihrt werden kann und damit einen weni-
ger invasiven Eingriff und gleichzeitig eine realistischere Plaquebildung ermdglicht. Stentretriever
werden Ublicherweise fir die mechanische Thrombektomie bei der Behandlung von Schlaganfal-
len verwendet [140]. Sie verletzen das Endothel insbesondere dann, wenn sie wiederholt durch
das GefaR bewegt werden, wobei die lamina elastica interna unangetastet bleibt. Im Vergleich
zu konventionellen Stents ist der Scherstress auf die GefaBwand dabei deutlich geringer und auch
die radialen Krafte, welche durch das Aufblasen eines Semi-Compliant-Ballonkatheters bis auf das
Doppelte des Lumendurchmessers verursacht werden, bleiben gering [120, 141]. Die Wirkung
eines Stentretrievers, der eine moderate Schadigung des Endothels verursacht und gleichzeitig
eine massive Uberdehnung mit Ruptur der verbleibenden Komponenten der Arterienwand ver-
meidet, entspricht genau dem Grad der Verletzung, der notwendig ist, um die Bildung athero-
sklerotischer Plagues auf eine translational sachdienliche Weise zu induzieren.

Die Methode der Endotheldenudation via Stentretriever reduziert den nétigen Durchmesser der
verwendeten Katheter und ermdéglicht so den minimalinvasiven Zugang Uber die A. auricularis
caudalis mittels modifizierter Seldinger-Technik. Zwar wurde die Ohrarterie bereits in der Ver-
gangenheit als Pforte zum GefdRsystem punktiert, jedoch bisher nie zur Induktion peripherer
Atherosklerose [130-133]. Diese Modifikationen minimieren dabei das chirurgische Trauma und
verringern die mit dem Eingriff verbundenen méglichen Komplikationen, z. B. Nahtdehiszenz, sig-
nifikant, wahrend sich die Prozedur durch eine kurze Lernkurve auszeichnet und von erfahrenem
Personal leicht durchgefihrt werden kann.

Die Technik bewirkt konsistente und reproduzierbare atherosklerotische Lasionen und verringert
dabei Morbiditdat und Mortalitat auf ein verschwindend geringes Minimum. Alle Tierverluste tra-
ten in der Ballongruppe auf. Dies unterstreicht die erhdhte Sicherheit und Machbarkeit des Sten-

tretrieveransatzes. Die Stentretrievergruppe kam mit deutlich verkirzten Eingriffszeiten aus und
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bot einen reibungsloseren Erholungsprozess, angezeigt durch eine bessere Aufwachqualitdt nach
dem Eingriff und einen geringeren intraoperativen Fentanylgebrauch (-36%). Eine weitere Ver-
besserung flir das Tierwohl zeigte sich durch bessere postinterventionelle Nahrungs- und Was-
seraufnahme. Dies ist ein besonders hervorzuhebender Benefit, da es fir das Wohlbefinden und
die Gesundheit von Kaninchen essenziell ist, dass die Tiere keine langeren Hungerperioden er-
dulden missen, weil sie aufgrund ihres Stopfmagens auf einen konstanten Futternachschub an-
gewiesen sind. Die gastrointestinale Stase, welche eine der haufigsten Todesursachen bei Ver-
suchskaninchen ist, ist damit als Komplikation nahezu ausgeschlossen [142, 143]. Auf die postin-
terventionelle Gabe von anorexigenem Buprenorphin oder anderen appetitstillenden Betdu-
bungsmitteln kann durch diese Methode gegebenenfalls vollstandig verzichtet werden [144]. In-
folgedessen war auch der Gewichtsverlust, welcher bei den maximalinvasiv behandelten Tieren
auffallig war, bei der Stentretrievergruppe geringer, wenngleich statistisch nicht signifikant. Die
Tiere zeigten selten bis nie Anzeichen von Schmerz oder anderen postinterventionellen Kompli-
kationen. Als OP-Wunde bleibt lediglich die Punktionsstelle zurtick, welche innerhalb weniger
Tage verheilt. Es ist kein spezieller, mechanischer Wundverschluss erforderlich, wie es bei Ver-
wendung des Carotis-Zuganges der Fall ist. Sofern die Kaninchen ausreichend an den Menschen
und die Handhabung gewohnt sind, zeigen sie ebenfalls nahezu keine Anzeichen von Stress. Den
minimalinvasiven Eingriff mit nur kurzen Narkosezeiten nehmen die Tiere kaum wahr.

Beide Modelle induzierten erfolgreich atherosklerotische Plaques mit identischen histologischen
Merkmalen, was ein wichtiger Pluspunkt bei der Wertermittlung der neuen Methode ist. Die Ef-
fektivitat des neuen Ansatzes zur Simulation menschlicher Atherosklerose wird zusatzlich durch
die MR-Bildgebung, welche signifikante Lumeneinengungen in beiden Gruppen bestatigte, vali-
diert. Zur Beurteilung der Stenosen in den Aa. iliacae der Kaninchen wurde die Time-of-Flight-
Magnetresonanzangiographie (ToF-MRA) als am besten geeignet angesehen, da sie die Bildre-
konstruktion senkrecht zur GefdaBwand ermoglicht und gleichzeitig die Notwendigkeit intravas-
kularer Kontrastmittel vermeidet.

Das neue Kaninchenmodell bietet erhebliches Potenzial fir die reguldre Etablierung als realisti-
sches, menschenahnliches Modell fir die Atheroskleroseforschung. Durch Vermeidung Gberma-
Riger GefdaRiberdehnungen repliziert die Methode menschliche Atherosklerose und Restenosen
besser als bisherige Ansdtze, was den pradiktiven Wert praklinischer Erkenntnisse erhoht. Die
Reduzierung von Morbiditat und Mortalitat der Tiere steht im Einklang mit den Prinzipien der 3R

(Replacement, Reduction, Refinement) und fordert ethischere Forschungspraktiken. Das
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vereinfachte Verfahren reduziert prinzipiell technische Anforderungen und Ressourcenver-
brauch, erhoht damit die Machbarkeit und erleichtert eine breitere Anwendung in Forschungs-
einrichtungen.

Trotz der deutlichen Vorteile der neuen Methode bleiben einige potenzielle Limitationen beste-
hen, die eine weitere Validierung und Optimierung erfordern. Eine zentrale Einschrankung dieser
Studie besteht im Mangel an quantitativen Vergleichen der wichtigsten histopathologischen
Merkmale zwischen beiden Gruppen, wenngleich die Plaquebildung bei qualitativer Betrachtung
der Ergebnisse in beiden Gruppen sehr dhnlich erschien. Dies wirde es ermoglichen, potenzielle
Unterschiede in Bezug auf die Plaquebiologie, die Entziindung der GefaRwand sowie den Grad
und die Kinetik der neointimalen Hyperplasie fundierter zu beurteilen. Da die Histologie nicht als
prazise quantitative Analyse angesehen werden kann, kénnten wichtige Merkmale der Plaquebil-
dung, wie spezifische Metaboliten in der GefdRwand oder die Ablagerung bestimmter radiologi-
scher Kontrastmittel, kiinftig mittels Massenspektrometrie-Bildgebung verglichen werden [145,
146]. Ein weiterer wichtiger Aspekt betrifft die Langzeitfolgen der Endotheldenudation, auch im
Vergleich zwischen den beiden Modellen. Wahrend sich die Lumenverengung nach Ballon-Denu-
dation nach sechs Wochen ausgepragter darstellte, bleibt vorerst unklar, ob dies das Ergebnis
der intensiveren Verletzung war, oder ob dieser Unterschied auch tber einen langeren Beobach-
tungszeitraum hinweg bestehen bleiben wiirde. Wahrend zudem die neue Methode kurzfristig
konsistente Lasionen erzeugt, kdnnten langfristige Effekte, wie unerwiinschtes Remodeling oder
die Entwicklung von Anomalien, die Ubertragbarkeit auf chronische Krankheitsverldufe ein-
schranken. Die Auswirkungen der Intervention auf vaskuldare Nebenstrukturen, wie die Adventitia
und den Vasa-Vasorum-Bereich, sollten in Zukunft noch eingehend untersucht werden. Nun, da
das neue Modell etabliert ist, muss es weiter in Bezug auf langfristige Unterschiede in der Gefali-
wand und der Bildung von Atheromen validiert werden. Ferner sind weitere Vergleichsstudien
mit anderen Ansatzen und alternativen Tiermodellen erforderlich, um die relative Effektivitat und
Translationstauglichkeit der Methode weiter zu untermauern. Praktische und 6konomische As-
pekte, wie die Kosten und Verflgbarkeit der erforderlichen Gerate, insbesondere in kleineren
Forschungseinrichtungen, konnten zudem die universelle Durchsetzung der Methode behindern.
Eine adressierte Validierung in groBeren Tierkohorten, ergdnzt durch Langzeitstudien und eine
detaillierte Analyse méglicher Komplikationen, wird die Anwendbarkeit und den translationalen

Nutzen dieses vielversprechenden Ansatzes weiter starken.
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Die Etablierung dieses minimalinvasiven Modells ebnet den Weg fiir weitere Verfeinerungen und
Anwendungen in verschiedenen Forschungskontexten: Die Methode eignet sich fiir jegliches
Feld, welches auch die Ballonmethode bedient. Sie kann sowohl fir die Grundlagen- also auch
fir die praklinische Forschung verwendet werden. Das Modell bietet eine geeignete Plattform
zur Evaluierung interventioneller Gerate wie medikamentenfreisetzender Ballons und Stents. Zur
Prifung neuer pharmakologischer Therapieansatze, die darauf abzielen neointimale Hyperplasie
und Restenosen zu reduzieren oder die Atherogenese zu bekampfen, eignet sich die Methode
ebenso. Verschiedene Ideen zur Wiederherstellung der Endothelfunktion, Reduktion der Gefali-
wandentzindung und Stabilisierung ulzerationsgefahrdeter Atherome werden aktuell unter-
sucht, sind jedoch haufig auf Mause und Ratten beschrankt, denen typischerweise Merkmale wie
lumenverengende Ldsionen oder ulzerierende Plaques fehlen [147-150]. Ebenso wird beispiels-
weise die Entwicklung neuer Antithrombotika voraussichtlich eine kontinuierliche Herausforde-
rung in der GefaBmedizin darstellen, die geeignete Tiermodelle, abseits der Altweltmause, erfor-
dert [151]. Auch neue Ansatze der Gentherapie, die zentrale Gen-Hubs ansteuern, welche ent-
scheidende atherogene sowie atheroprotektive Signalwege regulieren, missen umfassend in
Tiermodellen untersucht werden, bevor Pilotstudien am Menschen durchgeflhrt werden kénnen
[152]. Des Weiteren besteht eine Eignung des neuen Modells fir fortschrittliche, diagnostische
Bildgebungstechniken und es ermdoglicht eine detaillierte Untersuchung der Entwicklung athero-
sklerotischer Plagues und ihrer Reaktion auf Therapien. Moderne MRT-Techniken sind mittler-
weile in der Lage, die Endothelpermeabilitat mit makromolekularen Kontrastmitteln zu visualisie-
ren, Gefalentziindungen mit Hilfe superparamagnetischer eisenoxid-basierter Nanopartikel,
welche speziell auf Monozyten oder Makrophagen abzielen, zu analysieren, oder spezifische As-
pekte der neointimalen Hyperplasie mit zielgerichteten Sonden und Tracern anzugehen [153-
155]. Die Entwicklung dieser neuartigen Bildgebungsstrategien erfordert eine griindliche Validie-
rung, insbesondere auf molekularer und zelluldrer Ebene. Ebenso sollten solche Bildgebungsan-
satze flr translationale Zwecke vorzugsweise in grofReren Tiermodellen entwickelt werden, die
keine speziellen Ultrahochfeld-MRT-Scanner erfordern. Auch die Entwicklung und Evaluierung
neuer Kontrastmittel und ihr Nutzen fiir die Diagnostik kdnnen von der neuen Methode profitie-
ren. Durch weitere Verfeinerungen und Modifikationen, wie z. B. die Verwendung von WHHL
oder genmodifizierten Kaninchen, eréffnet die minimalinvasive Technik zusatzliches Potenzial fur

zukUnftige Forschungsmodelle und -themen.
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Die Studie stellt erfolgreich ein neues, minimalinvasives Kaninchenmodell fir die Atherosklero-
seforschung vor, welches signifikante Reduktionen bei Morbiditat und Mortalitdt erreicht und
gleichzeitig die translationale Relevanz bewahrt, beziehungsweise verbessert. Die Intervention ist
schnell, einfach durchzufiihren und verursacht im selben MaRe Endothelverletzungen, kommt
jedoch ohne die massive Uberdehnung aus, die bei Ballonkathetermodellen unvermeidbar ist.
Dies erhdht die Vergleichbarkeit mit atherosklerotischen Veranderungen beim Menschen, da
Uberdehnungen bei der kurativen Behandlung zu vermeiden sind. Daraus folgend bietet dieser
Ansatz ein erhebliches Potenzial zur Beschleunigung der Entwicklung wirksamer Therapien fir
Atherosklerose und verwandte Erkrankungen und verkdrpert sowohl wissenschaftlichen als auch

ethischen Fortschritt in der praklinischen Forschung.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Etablierung und Validierung eines minimalinvasiven Kaninchenmodells atherosklerotischer

Erkrankungen

Flr die cardiovaskulare Forschung sind tierexperimentelle Modelle erforderlich, welche die
menschliche Pathophysiologie realistisch abbilden und gleichzeitig eine hohe Reproduzierbarkeit
sowie Tierwohl gewahrleisten. In dieser Studie wurde ein minimalinvasives Kaninchenmodell ent-
wickelt, bei dem die Endotheldenudation mithilfe eines Stentretrievers Uber die A. auricularis
caudalis erfolgt. Dieses Verfahren wurde mit dem Standardmodell der transcarotidalen Ballon-
denudation an New Zealand White Kaninchen (zwei Gruppen mit je n=10) verglichen, wobei
beide Gruppen zusatzlich unter eine Hochfettdiat gesetzt wurden, um innerhalb von sechs Wo-
chen lumenverengende atherosklerotische Plaques zu induzieren.

Das Stentretriever-Modell reduzierte die Eingriffszeit signifikant (31 vs. 62 min, p < 0,001) und
senkte die perioperative Mortalitat (0 % vs. 40 %, p = 0,011) im Vergleich zum Ballonmodell. Dar-
Uber hinaus verbesserten sich Parameter des Tierwohls, darunter ein geringerer Anasthetikaver-
brauch, eine schnellere Erholung und ein besseres postoperatives Fressverhalten. Die Time-of-
Flight-Magnetresonanztomographie und histologische Analysen bestéatigten eine vergleichbare
Lumenverengung und Plaguemorphologie in beiden Gruppen, wodurch die translationale Rele-
vanz der Stentretriever-Technik unterstrichen wird, wahrend die GbermaRige GefalRlberdeh-
nung, wie sie beim Einsatz eines Ballonkatheters auftritt, vermieden wird.

Dieses minimalinvasive Modell bietet eine robuste Plattform zur Erforschung von GefalRbiologie,
pharmakologischen Interventionen und zur Entwicklung neuer angioplastischer Gerate. Durch
die hohe Reproduzierbarkeit in Kombination mit verbessertem Tierwohl stellt es ein ethisches

und effektives Instrument zur Weiterentwicklung der Atheroskleroseforschung dar.
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VI. SUMMARY

Establishment and validation of a minimally invasive rabbit model for atherosclerotic diseases

Cardiovascular research requires translational animal models that mimic human pathophysiology
while maintaining high reproducibility and animal welfare standards. In this study, we developed
a minimally invasive rabbit model using stent-retriever-mediated endothelial denudation via the
auricular artery. This approach was compared to the conventional transcarotid balloon injury
model in New Zealand White rabbits (two groups with n=10 each), combined with a high-fat diet
to induce neointimal hyperplasia and lumen-narrowing atherosclerosis within six weeks.

The stent-retriever model significantly reduced procedural time (31 vs. 62 min, p < 0.001) and
perioperative mortality (0 % vs. 40 %, p = 0.011) compared to the balloon model. Moreover, it
improved animal welfare metrics, including reduced anesthetic use, faster recovery, and better
post-procedural feeding behavior. Time-of-flight magnetic resonance imaging and histological
analysis confirmed comparable lumen-narrowing and plague morphology between both models,
highlighting the translational relevance of the stent-retriever technique without the excessive
vascular overstretching associated with the balloon intervention.

This minimally invasive model offers a solid platform for investigating vascular biology, pharma-
cological interventions, and the development of novel angioplasty devices. Its reproducibility
combined with improved animal welfare positions it as an ethical and effective tool for advancing

atherosclerosis research.
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Aufzeichnungsprotokoll

Tiernummer: Teilversuch:
Tierart:

Herkunft der Tiere:

Alter:

Geschlecht:

Datum des Versuchsbeginns:

Gewicht zum Versuchsbeginn:

Futterungsversuch:

Art des Futters/Hersteller:
Futtermenge:

Datum des Futterungsbeginns:
Gewicht zu Futterungsbeginn:

Bemerkungen:

Endothelverletzungqg:

Datum des Eingriffs:
Gewicht:
Dauer der Anasthesie: von: bis:

Temperatur alle 5 Min. wahrend der Narkose:

Zeit

Wert

02-Sattigung alle 5 Min. wahrend der Narkose:

Zeit

Wert

Herzfrequenz alle 5 Min. wahrend der Narkose:

Zeit

Wert

Verwendete Narkose:

Analgesie:

Blutentnahme: Ja [ Nein []

Bemerkungen (z.B. Narkosevorfalle, Nachdosierungen):
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Blutenthahmen ohne Narkose:

Datum Anlass (z.B. Kontrolle)

Ergebnis/Bemerkung

Kurzel

Euthanasie:

Datum:

Gewicht:

Dauer der Anasthesie: von:
Bemerkungen:

Probennahme:

Datum der Probennahme:
Verwendung (z.B. Histologie):
Tage nach Futterungsbeginn:
Tage nach OP1:

Tage nach OP2:
Bemerkungen:

Bildgebung:

bis:
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Narkoseprotokoll (modifiziert nach Dr. Schwarz, Hollabrunn [A] 2011)
aus Erhardt et al., Anasthesie und Analgesie beim Klein- und Heimtier, 2. Auflage, 2011. [156].

(Mit freundlicher Genehmigung des Thieme Verlages und des Urhebers)

Anasthesieprotokoll | Patientenname: Anasthesiebeginn:

Zeit (min) 0| 10| 20| 30| 40| 50| 60| 70| 80| 90| 100| 110| 120| 130| 140 | 150
Ort

OP Beginn:

OP Ende:

Atmung (S,M,V)

Tidalvolumen

Atemfrequenz

Isofluran

Sauerstoffsattigung

co,

SH-Farbe

Herzfrequenz

Pulsqualitat

Blutdruck

Koérpertemperatur

Infusion 1 (Art, Menge)

Infusion 2 (Art, Menge)

Infusion 3 (Art, Menge)

Medikamente

Besonderheiten

Anasthesieprotokoll

ID: Diagnose
Halter: Operation

Tier: Anasthesist
Gewicht ASA-Einteilung

Praanasthetische Untersuchung
Besonderheiten/Medikamente préop.:

Pramedikation (Medikament, Dosis, Zeit):

Spezielle MaBnahmen (z.B. Labor, MHS, Krallen):

Einleitung (Medikamente, Dosis, Zeit):

Geplante Erhaltung:

Isofluran:

Propofol:

Infusion: mi/h
Fentanyl: mi/h
NSAID: ml
Antibiotikum: ml
Sonstiges: ml

Vendser Zugang:

Warme (Art, Menge):

Aufwachphase
Narkoseende um:
Extubiert um:
Sternallage um:
Kommentar/Medikamente:

Geplante Analgesie postop.:
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