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1 Einleitung

Das intakte Herz-Kreidaufsystem sichert die Durchblutung und Versorgung aller Organe
mit Sauerstoff und essentiellen Metaboliten. Voraussetzung hierzu ist die freie
Durchgangigkeit der koronaren, cerebralen und peripheren Arterien. Stenosen als Folge
von Intimahyperplasie sind eine haufige Ursache fir Durchblutungsstérungen und darauf
folgende Ischamien. Die am haufigsten zum Tode fuhrende Erkrankung in Deutschland
ist die koronare Herzerkrankung. FUnf bis zehn Prozent der mannlichen Bevolkerung
leiden an einer Koronarinsuffizienz (121).

Es gibt vielfétige Therapiemdglichkeiten der arteriellen Gefél3stenosen. Chirurgisch
konnen arterielle, vendse und synthetische Bypésse verlegt werden. Perkutan werden
Katheter eingeftihrt und Ballon, Laser und Stent sichern die erneute Durchgéngigkeit des
Gefél3es.

Der Primérerfolg einer perkutanen Therapie ist nicht der aleinige limitierende Faktor.
Ein halbes Jahr nach Koronarangioplastie betrégt die Rezidivstenoserate haufig Uber
30 % (1). Die Rezidivstenoserate ist jedoch abhéngig von der Definition, den selektierten
Patienten und der Methode der klinischen Studie (1).

Intravaskulare Stents sind Endoprothesen die der Abstiitzung und der Durchgéngigkeit
eines BlutgeféRes nach perkutaner tranduminaler Angioplastie (PTA) dienen. Das
Material dieser Endoprothesen wie auch deren geometrischer Aufbau variiert. Es gibt
z.B. netzférmige und spiraférmige Stents, die aus verschiedenen Legierungen hergestellt
werden (2, 3).

Die erste Publikation Uber die perkutane Applikation endovaskularer Prothesen erschien
1969 von Dotter et a. (4). Diese erste Stentgeneration war eine rohrenférmige
Edelstahlspule. Mit Hilfe eines Fiuhrungsdrahtes wurde der Stent in das Gefal3 eines
Hundes eingefiihrt, die endgultige Position wurde durch koaxiales Schieben eines
Katheters erreicht. Eine intravaskulare Aufdehnung dieser Stents war nicht mdglich.
Somit  limitierten  Zugangsgefdd und  durchzufihrende  Arteriotomie  den
Stentdurchmesser.

Bis 1983 unterblieb eine umfangreichere Weiterentwicklung der Stents (5). Unabhéngig
voneinander (5) erschienen 1983 Berichte von Dotter et a. (6) sowie Cragg et a. (7, 8)

Uber intravaskulare Stentimplantationen in Hundearterien. Diese Autoren nutzten die
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Thermoeigenschaften von Nitinol, einer Nickel-Titan-Legierung, und konstruierten aus
Nitinoldrahten selbstexpandierbare Stents. Anschlief3end entwickelte Palmaz (9) Ballon-
expandierbare Stents aus Edelstahl und erhielt die erste Zulassung fur die Applikation
intravaskularer Stents durch die US Food and Drug Administration (FDA).

Der ,Stent Restenosis Study Triad“ (STRESS, 10) und die ,Benestent Study
Group* (11) sind zwei Multicenterstudien mit jeweils Gber 400 Patienten, deren
Ergebnisse im Jahr 1994 verdffentlicht worden sind. Es wurden die Rezidivraten der
Gefélistenosen ermittelt. Als Restenose wurde eine Stenose von mindestens 50 %
definiert. Die erste angiographische Verlaufskontrolle erfolgte nach einem halben Jahr.
Die Daten von Benestent (11) und Stress (10) ergaben, dal3 eine Restenose nach Einsatz
eines Palmaz Schatz-Stents in 22% bzw. 31,6 % der Patienten auftrat. Die
Restenoserate nach Ballonangioplastie war in beiden Studien signifikant hdher.

In den folgenden Jahren stieg die Zahl der implantierten Stents stark an. Im Jahr 1998
wurden weltweit 1 000 000 Stents in Koronararterien eingesetzt (12).

1.1 Anatomieeiner Arterie

Bel mikroskopischer Betrachtung einer gesunden Arterie 183t sich eine Dreischichtung
erkennen. Innen liegt die Tunica Intima, die auch als Intima bezeichnet wird. Darauf folgt
die Tunica Media und auf3en liegt die Tunica Externa oder kurz Adventitia.

Die Tunica Intima besitzt as Grenzmembran gegen das Blut eine geschlossene Schicht
von Endothelzellen. Unter der Endothelschicht befindet sich die diinne Lamina Propria
Intimae. Sie besteht aus Bindegewebe und enthélt das elastische Material der Membrana
Elastica Interna, die eine Grenzschicht gegen die Media bildet.

Die Tunica Media ist breit und enthdlt vorwiegend Myozyten und elastisches Material.
Die Muskelschicht der Media reguliert die Geféweite der Arterien, sie wird vegetativ
innerviert.

Die Tunica Externa besteht aus unterschiedlich dicken Bundeln kollagener Fibrillen,
elastischem Material und Fibrozyten. Die Adventitia verbindet das Gefal3 locker mit der
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Umgebung. In dieser Schicht verlaufen die Nervenfasern und bei groReren Geféal3en die
Vasa vasorum (119).

Der Gefallwand-Myozyt it ene multipotente Zelle, die zu tiefgreifenden
morphologischen und funktionellen Veranderungen befahigt ist. Hierzu gehdrt auch die
amoboide Beweglichkeit, die eine Migration aus der Media in den Intimaraum erlaubt
(119). Vermehrte Mitosen der Myozyten finden sich in der Regenerationsphase nach
Einwirkung verschiedener Noxen auf die Gefal3wand. Dies fuhrt zu einer Zunahme der
Myozyten in der GefédRwand. Oft it die Zunahme der Myozyten mit gesteigerten
Synthese- und Abbauleistungen sowie einer charakteristischen Vermehrung und
Veranderung der Interzellularsubstanz verbunden, es kommt zur Fibrose (119).
Wahrscheinlich gibt es alle Ubergange von Myozyten zu Myofibroblasten und
Fibroblasten. Es wurde geradezu eine Entwicklungsreihe postuliert, die von
undifferenzierten Mesenchymzellen Uber Fibroblasten, Myofibroblasten zu Myozyten
fuhrt (119).

1.2 Dieln- Stent Restenose

Die Pathomechanismen as Folgereaktionen einer Arterie auf die Stentimplantation sind
nur unvollstandig geklart (13, 14, 15). Von besonderem klinischem und
wissenschaftlichem Interesse sind digjenigen pathobiologischen Reaktionen eines
Gefal3es, welche zum Wiederverschlul3 der eingesetzten Gefal3endoprothese fuhren.
Dieser Wiederverschlufd eines Stents wird In-Stent Restenose genannt. Die bekannten
Reaktionen arterieller Gefél3e auf eine Stentimplantation sind Thrombose, Entziindung
und Zellwachstum (17).

a) Thrombose

Noch vor wenigen Jahren war der Erfolg von Stentimplantationen limitiert durch
subakute Stentthrombosen, die in 40 % aller Implantationen auftraten. (18, 19). Die
Thromben entstehen durch Akkumulation von Thrombozyten, Fibrin und

Erythrozyten (15). Anderungen der periinterventionellen Medikation sowie schonende
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Implantationstechniken konnten die Inzidenz einer vollstandigen Stentthrombose auf
unter 1% (17) senken. Dennoch bestent weiterhin das grundsétzliche Problem der
Thrombogenitdt von Stent und Gefddwand nach perkutaner tranduminaler
Angioplastie (PTA).

Waéhrend den ersten drei Tagen bilden sich wandsténdige Thromben, die zu einer
unbedeutsamen Lumeneinengung fuhren. Die Grof3e eines jeden Thrombus, der sich einer
Stentstrebe anlagert, ist unter anderem abhéngig von der Eindringtiefe der Strebe in die
Gefallwand. Eine stérkere Verletzung generiert eine ausgepragtere Thromboseantwort,
eine geringere Verletzung kann die Gefahr eines Thrombus mindern (20, 21, 22).

Zu Beginn der In-Stent Restenose Forschung wurde die Thrombose als
Hauptverursacher der vaskuléren Folgereaktionen auf Stentimplantation betrachtet. Auch
wenn die Thrombose ein ernstes Folgeproblem der Stentimplantation ist, ermdglicht die
Verhinderung der Thrombose kein Dauererfolg der Geféldrekanalisierung (23, 24, 25).

b) Entziindung

Die Il. Reparaturphase basiert auf frischen Thromben, die der Gefal3wand anliegen und
die Stentstreben bedecken (21). Monozyten haften an die gespannte Lamina Elastica
Interna und zeigen mikroskopisch eine floride Entziindung. Die Anzahl der anhaftenden
Leukozyten ist moglicherweise der entscheidende Faktor fur die Hohe der
Proliferationsrate innerhalb der entstandenen L&sion. So konnten Rogers et a. (21) im
Kaninchenmodell eine lineare Korrelation zwischen Anzahl der Monozyten pro Arterie
und dem Ausmal3 der Intimaflache aufstellen. Ab dem dritten Tag nach Stentimplantation
sank die Zahl der an die Grenzflache anhaftenden Leukozyten. Die Zahl der
gewebeinfiltrierenden Monozyten erreichte nach einer Woche das Maximum (21).
Schliefdlich fusionierten ein Teil der Makrophagen in Nachbarschaft der Stentstreben zu
vielkernigen Riesenzellen (17), weitere Makrophagen waren spéter in der Neointima zu

finden.

¢) Neointimawachstum
Neointima und Intimahyperplasie sind synonym verwendete Begriffe flr das lumenwaérts

gebildete Gewebe der Arterie. Die Ill. Phase der Wundheilung nach Stentimplantation
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liegt zeitlich eng zusammen mit der Migration einiger Entziindungszellen von der
Gefal3oberflache in die Intima (17). Sieben Tage nach Intervention beteiligen sich
Makrophagen und glatte Muskelzellen an der Zelproliferation und legen die
grundlegende Struktur fir die Intimahyperplase (17). Die Neointima ensteht
hauptsachlich durch die Proliferation glatter Muskelzellen und durch die Formation der
extrazelluldren Matrix (13, 14, 26, 27). Schliefdlich kleidet die Neointima die
Gefalinnenwand homogen und konzentrisch aus (28, 29). Intravaskularer Ultraschall
und Autopsien beweisen, dal3 die Neointima das entscheidende pathomorphologische
Korrelat der In-Stent Restenose darstellt (28, 30) und somit Hauptverursacher der In-
Stent Restenose ist (26, 28, 29, 31, 32, 33, 34, 35, 36).

d) Formstabilitdt der Stents

Der akute Verlust vom gewonnenen Gefal3durchmesser innerhalb der ersten 24 Stunden
nach Ballondilatation wird als ,,elastic recoil* bezeichnet (122, 123, 124). Dieser , elastic
recoil” ist ein wichtiger Pathomechanismus der Restenose nach Ballonangioplastie, denn
dadurch kann der Lumenquerschnitt bis zu 50 % reduziert werden (115, 125).

Bel Stenteinsatz wird ein Lumenverlust durch die Formstabilitét des Stents verhindert.
Eine Riuckstellung der GeféaRwand unmittelbar nach Angioplastie tritt bei den meisten
Stentarten nicht auf (17, 37). Hoffmann et a. (28) erbrachten durch intravaskulare
Ultraschallmessungen den Nachwels, dal’ weder eine Riickstellung noch eine Expansion

des Pamaz-Schatz- Stents innerhalb der ersten 5 Monaten auftrat.

1.3 Pathophysiologie ionisierender Strahlung

Mit Strahlenwirkung bezeichnet man die direkte und indirekte Wirkung ionisierender
Strahlen as Folge der Absorption der von ihnen transportierten Energie durch biologisch
wichtige Makromolekiile z.B. DNS oder Membranproteine.

lonisierende Strahlung kann im Organismus zu Frih- und Spétreaktionen fiihren. Die
Primarwirkung ist die Folge der Reaktionen der Radiolyseprodukte des Wassers mit
solchen Molekilen. Bel der Entstehung der Spatschdden spielt die strahlenbedingte
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Vaskulopathie die Hauptrolle. Radiogene Gewebsschaden werden somit hauptsachlich
durch die Schadigung der Kapillaren oder der grof3eren Gefal3e beeinflufdt, wenn nicht
sogar ausgelost. Ursache hierfir sind die Gefal3endothelien, die zu den radioreagierenden
Zéellen gehoren (38).

Die Radiosenshilitét eines Gewebes ist unter anderem abhangig von dessen
Zélltellungsrate. Eine Zelle reagiert umso empfindlicher auf ionisierende Strahlung, je
hoher ihre Mitoserate ist. Wahrend der Mitose ist das genetische Material besonders
strahlenempfindlich. Daher sind Gewebe mit einer hohen Zellteillungsrate wie z.B.
Knochenmark, lymphoretikuldres System oder Darm durch Strahlung in ihrem Wachstum
stérker gehemmt als ruhendes Gewebe (16).

Werden Zellen in der Interphase geschadigt, verklumpt primér das Chromatin. Ferner
werden die Zellmembran und die Organellen geschadigt. Die Strahlenwirkung auf
proliferierende Zellen verursacht chromosomale Schéden, Mutationen, maligne

Transformationen, Riesenzellbildung oder den sogenannten reproduktiven Zelltod (16).

1.4 Einheiten und Begriffe der Strahlendosis

Radioaktivitdt ist eine Bezeichnung fur Substanzen, die Alpha, Beta- oder
Gammastrahlen aussenden. Definitionen und Einheiten ermdglichen den Vergleich der
Auswirkungen verschiedener Strahlenquellen auf Objekte.

Die SI —Einheit der Aktivitét eines radioaktiven Stoffes ist Becquerel (Bq). Ein Bq
entspricht einem Zerfallsakt pro Sekunde. Eine veraltete Einheit der Aktivitéat ist Curie
(Ci), ein Ci sind 3,7 x 10" Bq.

Eine Wechselwirkung von Strahlung und Materie ist die lonisation. Die lonendosis ist
definiert durch die erzeugte Ladung pro Masseneinheit:

im Volumenelement erzeugte Ladung
Masse des Volumenelementes

lonendosis =

Formel 1: lonendosis

Die Sl-Einheit der lonendosis lautet: k£ , (C = Coulomb; kg = Kilogramm).
g
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Die Energiedosis gibt an, wieviel Energie durch Wechselwirkungen der Strahlung im
betrachteten Gewebe absorbiert wird:

im Volumenel ement absorbierte Strahlung
Masse des V olumenel ementes

Energiedosis=

Formel 2: Energiedosis
Esresultiert die SI-Einheit Gray (Gy): ki , (J=Joule).
g

Ebenso wichtig ist die Art der Strahlung. Die relative biologische Wirksamkeit (RBW)
gibt an, wieviel schadlicher die betrachtete Strahlung bel gleicher Energiedosis ist als
mittelharte Photonenstrahlung. Der Faktor der relativen biologischen Wirksamkeit for
Rontgen-, Gamma-, und Betastrahlung betragt 1, 5 fur langsame Neutronen und 20 fir
schnelle Neutronen und Alphastrahlen.

Ein Dosisbegriff, der die Schadigung eines Gewebes beschreibt ohne die Strahlenart zu
beriicksichtigen, ist die Aquivalenzdosis (39):

Aquivalenzdosis= Energiedosisx RBW

Formel 3: Aquivalenzdosis

Die SI-Einheit ist: Sievert (Sv).

1.5 Anwendung ionisierender Strahlen bei benigner Proliferation

Der Einsatz ioniserender Strahlung zur Wachstumshemmung von Malignomen ist in der
Strahlentherapie zur Routine geworden.

Unter Verwendung kleiner Gesamtdosisleistungen wird ionisierende Strahlung auch zur
Therapie nicht maligner Erkrankungen eingesetzt. Order und Donaldson (40) haben tber
100 benigne Erkrankungen beschrieben, bei deren Therapie ionisierende Strahlung zum
Einsatz kam.

Beispiele der adjuvanten Strahlentherapie sind die Prophylaxe der Bildung von
Narbenkeloiden und die Entstehung heterotroper Knochenbildung nach Unfélen. Den
Hauptanteil der komplexen Entstehung von Narbenkeloiden bilden intradermale
Fibroblastenaktivitdten und deren Proliferation (41, 42).
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Die Bestrahlung der Narbe nach Exzison des Keloids mit 9-15 Gy, aufgeteilt in 1-3
Anwendungen, fihrt zu einer erfolgversprechenden Prophylaxe zukinftiger
Narbenkeloide. Die Anwendung niedrigdosierter Radiatio ruft keine Stérung der
Wundheilung hervor. Es liegen keine Berichte Uber die Entstehung von Malignomen vor.
Die  kosmetischen  Ergebnisse snd gut, persistierende  unbedeutende
Hyperpigmentierungen treten bei weniger als 5% aller behandelten Patienten auf (43,
44).

1.6 Strahlung und Arteriosklerose

Aus der schrittweisen Erforschung der Rezidivstenose entwickelte sich die Theorie, dai3
die Restenose das Endergebnis von unkontrolliertem Gewebewachstum am Ort der
Verletzung durch Angioplastie ist (45, 46, 47, 48). Diese Theorie legte den Grundstein
zum Einsatz der Radioaktivitét in Gefal3en zur Prophylaxe der Restenosen. In Vitro
Studien dokumentierten eine Proliferationshemmung infolge radioaktiver Strahlen. Die
Proliferationshemmung umfaldte unter anderem arterielle glaite Muskelzellen und
Fibroblasten sowie die Kollagensynthese durch Fibroblasten (49, 50, 51).

In Klinischen wie auch in tierexperimentellen Studien (75, 76) wurde bereits gezeigt, dal3
ionisierende Strahlung die Intimahyperplasie reduzieren kann. Die ionisierende
Bestrahlung der behandelten Arterien erfolgte endovaskular oder auch von extern.
Weiterhin liegen Resultate von Untersuchungen mit radioaktiven Stents vor, welche
bereits in Tieren und Menschen implantiert worden sind (89, 91, 111). Durch
Strahlentherapie lief3 sich das Ausmald der In-Stent Stenose senken. Die Ergebnisse
machen Hoffnung, dald mittels adjuvanter Strahlentherapie die langfristigen Resultate
nach primér erfolgreicher perkutaner tranduminaler Koronarangioplastie (PTCA)

verbessert werden kénnen.
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1.7 Fragestellung

Die Restenoserate nach Angioplastie kann durch gezielten Einsatz von Stents verringert
werden (10, 11). Trotz dessen bleibt die Restenose as mittel- und langfristig
limitierender Faktor nach Angioplastie und Stentapplikation bestehen.

Es liegen bereits Berichte aus tierexperimentellen und klinischen Studien vor, welche
einen postiven Effekt ioniserender Strahlen in Kombination mit Angioplastie
beschreiben. So wurden zwel kathetergestiitzte, endovaskulare Strahlentherapiesysteme
zur Therapie der In-Stent Stenose von der US Food and Drug Administration
zugelassen (82).

Experimentelle und klinische Studien zeigten, dal? radioaktive **Phosphor-Stents die
Bildung von Neointima innerhalb des Stents verhindern kénnen (89, 118). **Phosphor-
Stents as ,reine* B-Strahler konnten die Haufigkeit der Reangioplastie gegeniber
konventionellen Stents in Kklinischen Studien jedoch nicht senken, da eine ausgepragte
Restenose der nicht gestenteten Geféal3bereiche auftrat (118).

Anhand unserer durchgefiihrten Studie sollte die Wirkung eines radioaktiven ***Rhenium-
Stents auf die arterielle Gefal3wand untersucht werden. Von besonderem Interesse war
das AusmaR der Intimahyperplasie in Abhangigkeit von der Aktivitat von ***Rhenium.
Zusétzlich sollten die Pathomechanismen der In-Stent Stenose, mit und ohne Einwirkung

von Radioaktivitét, erforscht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Tiermodell
2.1.1 Versuchstiere

Als Versuchstiere zur  Stentimplantation  dienten  insgesamt 40 Weil3e
Neuseelandkaninchen (Fa. Charles River, Killlegg). Die Auswertung der Préparate
erfolgte an jenen 35 Tieren, welche das Versuchsende erreichten.

Zum Zeitpunkt der OP betrug das durchschnittliche Gewicht der Kaninchen 3,02 kg. Alle
Versuchstiere erhielten préoperativ eine 0,5 %ige Cholesterindidt (Fa. Altromin, Lage)
Uber 28 Tage. Postoperativ wurde das Cholesterinfutter durch Normalfutter (Altromin,
Lage) ersetzt. Die Totung der Tiere erfolgte 7 bzw. 23 Wochen nach Stentimplantation.

2.1.2 GefaRendoprothesen, **Rhenium und Gruppeneinteilung

Eingesetzt wurden handelsiibliche Palmaz® Stents (P204, Lange: 2cm, Cordis, Warren,
USA). De empfohlene Durchmesser der aus Edelstahl gefertigten Stents nach
Ballonexpansion liegt zwischen 4 und 9 mm.

Fabrikneue Pamaz® Stents wurden in die Kaninchen der Kontrollgruppe implantiert.
Tiere der Therapiegruppen erhielten radioaktiv beschichtete Pamaz® Stents mit
folgenden Aktivitéten: 2,58 MBg, 8,07 MBg, 1598 MBqg und 25,80 MBg. Die
radioaktive Dotierung mit dem Isotop '*°Rhenium (Internationaler Patentantrag:
WQ098/48551) erfolgte im Forschungszentrum Rossendorf eV., (Institut fir
Bioanorganische und Radiopharmazeutische Chemie, Dresden).

%Rhenium (***Re) zerféllt unter Aussendung eines B-minus-Teilchens (Elektron) zum
%0smium (***0s) mit ener physikalischen Halbwertszeit von 90,64 Stunden.
¥ Rhenium ist ein gemischter B- und y -Strahler. Die maximale Elektronenenergie betragt
1,08 MeV, die mittlere Elektronenenergie betragt 330 keV und die emittierte Energie der
Gammastrahlung entspricht 137 keV (52).

Es wurde folgende Gruppeneinteilung gewahlt:
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CWeiBe Neuseelandkaninchen

Préoperative Diat Uber 28 Tage:
0,5 % Cholesterinfutter

Ballondenudation
+

Stentimplantation

7 Wochen
Kontrolle: 2,58 MBq: 8,07 MBq: 15,98 MBq 25,80 MBq:
n=7 n==6 n==6 n==6 n=8
Y
23 Wochen
25,80 MBQq:
n=2

Abb. 1: Versuchsgruppeneinteilung
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Um die verbliebene Radioaktivitdt der Stents zu bestimmen, wurden unmittelbar nach
Stentimplantation sowie 1, 2, 7 und 14 Tage spdter Ganzkdrperszintigramme (Apex SP4
HR Gamma Camera, Elscint, Haifa, Isragl) der Kaninchen angefertigt. Anschlief3end
wurde eine halbwertszeitkorrigierte Kurve zur Quantifizierung der abgeschwemmten
Radioaktivitat erstellt. Die Abbildung 2 zeigt, dal3 weniger als 10 % der Radioaktivitat
innerhalb von 14 Tagen von der Stentoberflache abgeschwemmt wurden.

250 7

200 1

150

Aktivitat (cps)

100

50 1

0 5 10 15
Zeit nach Implantation (d)

Abb. 2: Halbwertszeitkorrigierte Messung der Aktivitdt (Mittelwerte + SD) der
¥Rhenium-Stents (25,80 MBq, n = 8) nach Implantation.

2.2 Stentimplantation

Die Narkose der Versuchstiere erfolgte durch intramusculére Injektion von 4-5 ml
Narkosegemisch. Das Narkosegemisch bestand aus 28 Teilen Ketamin (Ketanest® 50,
Parke-Davis, Berlin), 12 Tellen Xylazin (Rompun® 2 %, Bayer, Leverkusen) und einem

Teil Atropinsulfat (Atropinsulfat 0,5 mg/ml Braun, Melsungen).
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In Vollnarkose wurde eine Inzision der Haut im Bereich der rechten Leiste gesetzt. Nach
Darstellung des femoralen Gefél3nervenstrangs in seiner Muskelloge konnten mittels
stumpfer Préparation Arteria, Vena und Nervus femoralis einzeln freigelegt werden.

Es folgte eine Fadenligatur (Perma-Handseide®, Ethicon, Brissel, Belgien) der A.
femoralis. Vor und nach Denudation wurde die A. femoralis, proximal der Fadenligatur,
mittels eines Miniclip (Aesculap, Tuttlingen) voribergehend ligiert.

Eine ca. 2 mm breite Arteriotomie der A. femoralis bildete den Zugang fir Katheter und
Schleuse. Unter vorsichtigem Riickzug des inflatierten Arterien-Embolektomiekatheters
(2F Forgaty®, Baxter, Unterschleil3heim) wurde die infrarenale Aorta und rechte A.
iliaca Uber eine Strecke von 15 cm denudiert. Anschlief3end erfolgte die Plazierung der
Schleuse (5F Avanti+, Cordis, Warren, U.S.A.) in der rechten A. femoralis. Die Spulung
der Schleuse erfolgte mittels 200 1E Heparinin 5 ml isotonischer Kochsalzlésung.

Der Pamazstent wurde auf den Angioplastiekatheter (Cordis Savvy, Warren, USA)
gecrimpt und Uber die liegende Schleuse in das arterielle Gefal3system eingefiihrt. Nach
Erreichen der abdominellen Aorta wurde der Angioplastieballon unter Rontgenkontrolle
20 Sekunden lang auf einen Druck von 8 atm inflatiert. Es folgte eine 20 Sekunden lange
Deflation des Ballonkatheters. Abschliefiend wurde die Schleuse entnommen, der

arterielle GefélRstumpf ligiert und die Wunde mit Faden verschlossen.

2.2.1 Thromboembolieprophylaxe

Um Komplikationen durch Thrombosen und Embolien vorzubeugen, wurde allen Tieren
perioperativ. Heparin und Acetylsalicylsdure appliziert. Préoperativ. wurden 30 mg
Acetylsalicylsdure in die Glutealmuskulatur injiziert. Am Tag des operativen Eingriffs,
wie auch an den drei folgenden Tagen, wurde diese Medikation taglich mit 30 mg
fortgesetzt. Bis zum Versuchsende erhielten die Tiere jeden dritten Tag 60 mg
Acetylsalicylsdure. Heparin erganzte die Thromboseprophylaxe. Postoperativ erhielten
alle Kaninchen drei Tage lang taglich 1800 IE Heparin/kg Korpergewicht (Liqguemin© N
25 000, Roche, Basel, Schweiz) subkutan injiziert.
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2.3 GefaRentnahme bel Versuchsende

Die Tétung der Versuchstiere erfolgte in Narkose durch intrakardiale Injektion von
2 ml T61 (Hochst Veterinar GmbH, Unterschleil3heim). Nach Thorako- und Laparatomie
folgte die Prdparation der Aorta Uber ihre ganze Lange. Die Aorta wurde vom
Aortenbogen his einschliefdlich der Aortenbifurkation enthnommen und anschlief3end mit
0,9 %iger NaCl-Losung und 2 %iger Formaldehydlésung (0,1 mol/ | Dimethylarinsdure,
MG=214,13g; pH 7,4 gespilt. Uber mindestens 24 Stunden fand eine
Immersionsfixation in 2 %iger Formaldehydlésung (0,1 mol/ | Dimethylarinséure,
MG = 214,13 g; pH 7,4) tatt.

2.3.1 Préaparation des gestenteten Aortenabschnitts

Zur Erzielung optimaler morphometrischer Ergebnisse war es einerseits notwendig, die
Aorta in enen Kunststoff aus Methakrylat einzubetten, andererseits sollten
immunhistochemische Farbungen sowie Hamalaun-Eosin-Farbungen und Elastika-van-
Gieson-Farbungen an Gefé3segmenten durchgefihrt werden, welche in Paraffin
eingebettet waren. Diese verschiedenen Einbettungsverfahren erforderten eine getrennte
histologische Aufbereitung der gestenteten Aorta.

Daher wurde die entnommene Aorta in der Mitte des 2 cm langen Palmaz® Stents unter
Zuhilfenahme einer rotierenden Trennscheibe geteilt (Abb. 3, DIAMANT Instrumente
HORICO, Modell H 355 C190, Hopf. Ringleb & Co., Berlin). Nachfolgend verlief die
weitere Aufarbeitung der zwei gestenteten Teile der Aorta unterschiedlich.

Nach Entfernung der Stentstreben wurde das proximale Teilstlick in Paraffin eingebettet.
Der Praparatanteil, bestehend aus der distalen Hélfte des implantierten Stents samt
umliegendem Gefald und einem ca. 1 cm langen Anschlul3stiick der nicht gestenteten
Aorta, wurde in Methamethylakrylat eingebettet.
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2.3.2 Hergtellung von Quer- und Langsschnitten fir die Morphometrie

In einer aufsteigenden Alkoholreihe wurden die ca. 2 cm langen Préparate entwassert.
Anschlief3end erfolgte  deren Infiltration mit einem lichthértenden
Einkomponentenkunststoff  auf (53) Methakrylatbasis (Technovit 7200, Kulzer,
Friedrichsdorf). Die Polymerisation und Aushértung fand in Einbettmulden statt.
Beleuchtet wurden die Einbettmulden (53) im Histolux-Lichtgerdt (Kulzer,
Friedrichsdorf) bei Wellenlangen zwischen 400 und 500 nm. Dem gehérteten Kunststoff
wurde en Objekttrager aufgeklebt, as Klebstoff diente ein schnellhartender,
kaltpolymeriserender ~ Drelkomponentenkunststoff ~ (Technovit 4000,  Kulzer,
Friedrichsdorf).

Nachfolgend wurde vom Kunststoffblock eine ca. 200 um dicke Scheibe abgetrennt.
Dieser Arbeitsschritt erfolgte mittels einem Diamanten besetzten Trennband im Exakt-
Trennschliffsystem (53) (Exakt Apparatebau, Norderstedt). Hierbei betrugen die
Vorschubkréfte zwischen 50 und100 Pond. Im einem mikroparalel arbeitenden (53)
Schleifsystem (Exakt Apparatebau, Norderstedt) wurden die Kunststoffblocke auf eine
Dicke von ca. 100 um geschliffen. Die Kérnung des hier verwendeten Sandpapiers
variierte zwischen 1200 bis 2000.

AbschlieRend wurden die Praparate nach Elastika-van-Gieson geférbt. Entsprechend
dieser Methode wurden zuerst Querschnitte und spéter Langsschnitte zur

morphometrischen Auswertung angefertigt.

2.3.3 Einbettungin Paraffin

Die Gefél3segmente fUr die Paraffinhistologie wurden in aufsteigenden Ethanolreihen
(70-99,9 %) dehydriert, in Methylbenzoat (Fa. Merk, Darmstadt) und Rothihistol (Fa.
Roth, Karlsruhe) Uberfiihrt und anschlief3end in Paraffin (Fa. Sherwood, St. Louis, USA)
eingebettet. Mit einem Mikrotom (Modell Jung RM 2045, Leica, Wetzlar) wurden von
den in Paraffin eingebetteten Prgparaten Semidinnschnitte mit einer Dicke von 4 um
angefertigt. Diese Semidinnschnitte wurden nach Elastika-van-Gieson, in Hamalaun-

Eosin und immunhistochemisch geférbt.
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2.4 Histologische Farbungen
2.4.1 Hamalaun-Eosin-Farbung (HE-Farbung)

Als ZdlUbersichtsfarbung zur Beurteilung der morphologischen Veranderungen diente
eine HE-Farbung der in Paraffin eingebetteten Semidunnschnitte. Die Schnitte wurden in
Xylol und einer absteigenden Ethanolreihe entparaffiniert. Die Einwirkzeiten in
Hamalaunldsung nach Mayer (Fa. Merck, Darmstadt) und Eosin (Fa. Sigma, St. Louis,
USA) betrugen jeweils 5 min. Abschlief3end wurden die Schnitte in einer aufsteigenden
Alkoholreihe entwassert, in Xylol aufgehellt und in Eukitt (Fa. Langenbrink,
Emmendingen) eingebettet.

2.4.2 Elastika-van-Gieson-Farbung (EvG-Farbung)

Zur Darstellung der Lamina Elastica Interna und weiteren elastischen Fasern wurden die
Semidinnschnitte nach Elastika van Gieson geféarbt. Das Procedere entsprach der HE-
Farbung. Die Einwirkzeiten der Farbstoffe betrugen 30 min fur Resorcin-Fuchsin
(Chroma Gesdlischaft, Kongen), 6 min fur Hamatoxylin nach Weigert (Chroma
Gesdllschaft) und 2 min fir van Gieson-Ldsung (Chroma Gesellschaft).

2.4.3 Immunhistochemische Farbungen

Zur Darstellung des Gefél3endothels, der Makrophagen und der glatten Muskelzellen
wurden immunhistochemische Farbungen der Semidiinnschnitte nach der Avidin-Biotin-
Komplex Methode vorgenommen. Das Ziel der Immunhistochemie war, ausgewahlte
Epitope mit Hilfe von Immunglobulinen mikroskopisch sichtbar zu machen (Tabelle 1).

Zu Beginn wurden die Praparate in Badern mit Xylol und in absteigenden Alkoholreihen
entparaffiniert. Danach folgte sowohl bel der Faktor-VIII-Farbung wie auch bei der
RAM-Farbung eine Antigendemaskierung. Diese war notwendig wegen einer mdglichen
stérenden Verénderung der dreidimensionalen Struktur der Antigenepitope infolge der

Fixation. Die endogene Peroxidase wurde durch 30 min langes Einwirken in einer
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0,4 % Wasserstoffperoxidlésung bei Raumtemperatur blockiert. Zur Vermeidung einer
unspezifischen Hintergrundfarbung wurde eine Inkubation Gber 10 min bel 37 °C mit
normalem Pferdeserum und Rinderserumalbumin durchgefihrt.

Nach Inkubation des Objekttragers mit dem jewells spezifischen Primérantikdrper wurde
der entsprechende, mit Biotin konjugierte Sekundarantikorper, aufpipettiert. Das zweite
biotinilierte Immunglobulin war gegen das Erste gerichtet und bindete an dieses. Als
nachster Schritt folgte die Zugabe des Avidin-Biotin-Komplex (Vector Laboratories,
Burlingame, USA), welcher mit dem Biotin des Sekundérantikrpers spezifisch reagierte.
Die Inkubationsdauer des zweiten Antikorpers und des ABC - Komplexes betrug 15 min
bei 37 °C. Schliefdlich wurde die rote Anférbung durch auftragen des AEC-Komplexes
(Vector Laboratories, Burlingame, USA) erreicht. Dieser diente als Substrat fur die mit
dem Avidin-Biotin-Komplex konjugierte Peroxidase. Zwischen diesen Arbeitsgangen
wurden die Praparate in Saline gespilt. Die Saline wurde mittels Phosphatpuffer auf
pH 7,4 titriert, die Oberflachenspannung mit Tween©20 reduziert. Die Gegenfarbung der

Schnitte wurde 2 Sekunden lang in Hamalaun vorgenommen.

Farbung a-Actin RAM-11 Faktor-VI11
Epitop glatte Muskelzellen Ka;)’;'g;e]”(ﬁ';)m Endothelzellen (54)
Préparate wurden 2 x
Antigen- Préparate_ k(_)chten 5minin Histogafe
demaskierung _ 15 minin Enhqncer erhlt_zt
Citratpuffer (pH 6) |  (Linaris, Wertheim-
Bettingen)
' Monoclona Anti- RAM 11 Anti-Human Factor V11|
Primar - Smooth Muscle Dak assoziiertes Antigen
antikor per Actin Mouse Ascites Cor( oraf[)ion Serunv Ziege (Incstar
Fluid (Sigma, St | .~ f - Leay | Corporation, Stillwater,
Louis, USA) arpinteria, USA) USA)
Inkubationszeit 50 min bei 20 °C 60 min bei 20 °C 40 min bei 37 °C
Sekundar - Anti-Mouse-1gG, Vectastain, Vector Anti-Goat -1gG,
- . . Vectastain, Vector
antikoérper Laboratories, Burlingame, USA .
Laboratories

Tabelle 1: Anwendung und Details der Antikorper
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2.5 Auswertung der Préaparate

2.5.1 Morphometrische Auswertung

Die quantitative Bestimmung der morphometrischen Daten erfolgte an Quer- und
Langsschnitten, welche in Methakrylat eingebettet waren, unter Verwendung einer
Morphometrie-Einrichtung  (Mikroskop: Laborlux S., Fa Leica, Bensheim.
Digitaliserungstableau: Summagraphics Inc., Seymor, USA. Software: Bioquant intro,
Bilany Consultant GmbH, Dusseldorf). Jede Messung wurde dreimal durchgefuhrt und
aus diesen Messungen wurde das arithmetische Mittel errechnet. Am Gefél3querschnitt
wurde die Lumenfl&che sowie die Fléchen innerhalb der Lamina Elastica Interna und der
Lamina Elastica Externa gemessen. Als vierter Mef3wert der Querschnitte wurde die
Lange der Lamina Elastica Interna bestimmt. Die vorlaufige Intimafléache resultierte aus
der Differenz der Flachen innerhalb der Lamina Elastica Interna und der Lumenfl&che.
Die Differenz der Flachen innerhalb der Lamina Elastica Interna und der Lamina Elastica
Externa ergab die vorlaufige Mediaflache.

Nicht exakt orthogona durchgefiihrte Querschnitte waren eine Fehlerquelle der
Mel3werte. Daher wurde sowohl die vorlaufige Intimaflache wie auch die vorlaufige

Mediaflache mit einem Korrekturfaktor multipliziert:

vorlaufige Intimaflache x 4mm x 7
Lange LaminaElasticaInterna

Intimaflache =

Formel 4. Berechnung der Intimafléache

vorlaufige Mediafldche x 4mm x 71
Lange Lamina Elagtica Interna

Formel 5: Berechnung der Mediafléche

Mediaflache=

An vier verschiedenen Positionen (Abb. 3) der Langsschnitte wurde sowohl die Dicke
der Neointima wie auch der Media gemessen und schliefdlich die Ratio beider
Gefal3schichten gebildet. Die erste Position lag innerhalb des Stents, die zweite am
Stentausgang, die dritte im Ubergangsstiick zwischen Stent und Aorta, die vierte

Messung befand sich im Bereich der nativen Aorta.
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Querteilung

/ N

| e

Position 4
Position 3 |
Position 2 Posmon 1
Aorta Ubergang Stent

Abb. 3: Skizze der Mef3punkte

25.2 Zdldichte

Zum Zahlen der Kerne in Neointima, Media und Adventitia wurden Photos aller HE-
Paraffin-Praparate aufgenommen. Fir die Aufnahmen wurde en Mikroskop
(Photomikroskop Axiophot, Carl Zeiss, Oberkochen), eine digitale Kamera (3CCD
Color Video Camera MC-3255P Power HAD, Sony Corporation., Japan) sowie
Software (Scion Image, Scion Corporation, MD, USA) verwendet. Die
Datenspeicherung und Bildbearbeitung erfolgte im Tagged Image File Format.

Von Neointima, Media und Adventitia aller Préparate sind jeweils drei reprasentative
Ausschnitte mit einer Flache von 0,04603 mm? gewahit und fotografiert worden. Die
Kerne wurden bel 972,1 - facher VergréRerung am Monitor (Vison Master 450,
[llyama) im CorelDRAW?7 gezahlt. Anschlief3end wurde das Areal der Kernzéhlung im
CorelDRAW7 gemessen und anhand des VergroRerungsfaktors in die vorliegende
Objektflache umgerechnet.
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Die Zelldichte fur Neointima, Media und Adventitia wurde anhand folgender Formel
berechnet:

Summe der Zdlkerne
Flache aller 3 Bildausschnitte

Zelldichte [Kerne/ mm?] =

Formel 6: Berechnung der Zelldichte

2.5.3 Auswertung der Immunhistochemie und Erfassung histopathologischer
Strahlenfolgen

Die Immunhistochemie sowie histopathologisch erfaRbare Strahlenfolgen wurden
semiquantitativ mit 0, +, ++ oder +++ bewertet (Tabelle 2 und 3). Intima, Media,
Adventitia und die ndhere Umgebung der Streben wurden getrennt bewertet und

verschiedenen histopathologischen Variablen zugeordnet.

Histopatho- in Nachbar-
. path Farbung | schaftzu | Intima | Media | Adventitia
logische Variable
den Streben
M akrophagen RAM X X
M uskelfilamente Actin X X
Verkalkungen HE, EvG X X
Odeme HE, EvG X X X X
Fibrinoide HE, EVG X X x x
Insudate
Nekrosen HE, EvG X X X X
Degeneration
glatter HE, EvG X X
Muskelzdllen
Endothellasionen | HE, EVG, y
der Vasa vasorum | Faktor-VII|
Fibrose HE, EvG X X X
Granglozytére HE, EVG X X x x
Infiltrate
M ono'nukleére HE, EVG X X x x
Infiltrate

Tabelle 2: Erfassung histopathologischer Strahlenfolgen |
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Histopatho- Farbung
logische Variable
Intraluminales Faktor-VIII Intima
Endothel
Thrombotisches HE, EvG frisch ater
Material

Tabelle 3: Erfassung histopathologischer Strahlenfolgen 11

2.5.4 Statistische Auswertung

Zur Prifung statistisch signifikanter Zusammenhange wurden verschiedene Methoden
verwendet. Diese gtatistischen Zusammenhange wurden in Zusammenarbeit mit Herrn
Rosenberger vom Institut fir medizinische Informationsverarbeitung erstellt. Anhand der
ermittelten Daten der Intimaflache wurde der Fisher-Exact Test durchgefiihrt (55). Der
Fisher-Exact Test auf Unabhangigkeit war zugleich eine Approximation fur den
Vergleich der Grundwahrscheinlichkeiten zweier Binominalverteilungen aufgrund sehr
kleiner Stichprobenumfange.

Die Daten der Mediaflache, der Zelldichte von Media und Adventitia sowie der
Cholesterinkonzentration im Plasma wurden mit Hilfe des Dunnett's Test geprift. Die
Prifung auf Signifikanz dieser Daten war zulassig, da die Residuen (Shapiro-Wilk W
Test) normal verteilt waren und zudem kein Unterschied der Residuenvarianz (Kruskal-
Wallis Test) zwischen den Gruppen gegeben war.

Die Ratio der Dicke von Neointima und Media wurde an Geféldlangsschnitten ermittelt.

Anhand einer Varianzanalyse (ANOV A) wurden die Werte auf Signifikanz geprift.
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3 Ergebnisse

3.1 Versuchstiere

33 Kaninchen wurden sieben Wochen nach Stentimplantation abgetotet. Zusétzlich
wurden zwel Langzeittiere der Hochdosisgruppe 23 Wochen nach Intervention getétet.
Die Langzeittiere dienten der Prifung eventueller Spédtwirkungen der implantierten
1%Rhenium-Stents.

Funf Versuchstiere erreichten nicht das Versuchsende. Ein Versuchstier der
Aktivitétsgruppe  8,07MBqg, das schon préoperativ.  durch  verminderte
Nahrungsaufnahme aufgefallen war, starb innerhalb der ersten postoperativen Stunde.
Die Obduktion des Kaninchens zeigte Lungenveranderungen, die mit einer Pneumonie
vereinbar waren. Im Retroperitoneum wurde kein Hamatom gefunden.

Ein Stent der 2,58 MBqg-Gruppe lief3 sich nicht optimal freisetzen. Dilatationsversuche
bis zu 16 atm konnten die Sanduhrform des Stents nicht verandern. Drei Tage spéter war
das Tier tot. Eine Sektion zeigte kein retroperitoneales Hamatom. Wahrscheinlich ist das
Lumen des Stents thrombosiert und fuhrte anschlief3end zu einem spinalen Schock. Als
Ursache fir die inkomplette Aufdehnung des Stents wurde ein Verhaken der
Stentstreben in der Stentmitte festgestellt.

Zwei Kaninchen, ein Kontrolltier sowie ein Kaninchen der Hochdosisgruppe starben
intraoperativ infolge einer Aortenruptur. Die Sektionen beider Tiere zeigten jewells ein
grol3es retroperitoneales Hamatom.

Drei Monate nach Stentimplantation wurde ein Langzeittier der Hochdosisgruppe tot im
Stall aufgefunden. Eine Erklarung fur den Tod des Tieres konnte nicht gefunden werden.
Im Rahmen der Sektion fanden sich weder strahlenbedingte Organverénderungen, noch
andere Veranderungen, die den plétzlichen Tod des Tieres erkldren konnten. Die Aorta
zeigte weder ein Aneurysma noch Perforationen.

Zur morphometrischen und histopathologischen Auswertung verblieben 35 Weil3e
Neuseelandkaninchen (Abb. 1).
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3.2 Cholesterinkonzentration im Plasma

Alle Versuchgtiere erhielten préoperativ Uber 4 Wochen eine 0,5 %ige Cholesterindit.
Postoperativ.  erhielten die  Kaninchen  Normalfutter. Abb.4 zeigt die
Gesamtplasmacholesterinkonzentration der verschiedenen Gruppen im Vergleich zum
Zeitpunkt der Stentimplantation. Die Abbildung4 zeigt den Mittelwert, die
Standardabweichung, Minimum und Maximum der Cholesterinwerte einer
Versuchsgruppe. Der jeweilige Mittelwert und die Standardabweichung einer
Versuchsgruppe sind as Punkt und Strecke dargestellt. Die Dreiecke sind Minimum und
Maximum der Cholesterinwerte.

Die Kontrollgruppe zeigte mit 1379 + 465 mg/dl den hdchsten Cholesterinspiegel. Der
niedrigste Cholesterinwert war in der 15,98 MBg-Gruppe zu beobachten. Statistisch
signifikante Unterschiede der Versuchsgruppen gegentiber der Kontrollgruppe konnten

nicht ermittelt werden.

3000~ v  Maximum
1307 + 653 A Minimum
| 1141 + 529 @ Mittelwert + SD
= 1379 + 465 VY
S L0004 Vv 977 + 400
= V4 T 1068 + 280
5 V
E ] V
£ [ _
5 [
& 1000~ 1
o JAN
e
£ A
0 T 1

[ [ [
Kontrolle 2,58 MBg 8,07 MBq 15,98 MBg 25,80 MBq

Abb. 4: Gesamtcholesterinkonzentration im  Plasma zum  Zeitpunkt  der
Stentimplantation
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3.3 Morphometrische Daten sieben Wochen nach Stentimplantation
3.3.1 Intimaflache

Die Bestimmung der In-Stent Intimaflache erfolgte an Querschnitten der Praparate,
welche in Methakrylat eingebettet waren. Sieben Wochen nach Ballondenudation und
Stentimplantation zeigte die Neointimaflache ene Abnahme mit steigender
Radioaktivitét: Bei alen Kontrollkaninchen fuhrte die Intervention und die
Cholesterindiét zu einer deutlichen Intimaproliferation. Die Kontrolltiere entwickelten in
sieben Wochen eine Intimaflache von 2,20 £ 0,86 mn®. Die Intimaflache der 2,58 MBg-
Gruppe (0,52 + 0,55mm?) und der 8,07 MBqg-Gruppe (0,36 + 0,53 mn?) war kleiner als
die der Kontrollgruppe. In einem Prdparat der 2,58 MBqg-Gruppe und in drei Praparaten
der 8,07 MBg-Gruppe war keine Neointima vorhanden. Samtliche Préparate der beiden
hoheren Dosisgruppen wiesen keine Neointima auf. Abb. 5 zeigt einen Vergleich der In-

Stent Intimaflache zwischen den einzelnen V ersuchsgruppen:

4 :
2,20 + 0,86 v Maximum
i A Minimum
v @ Mittelwert = SD
3_
— i
£ @
E 27 0,52 + 0,55
(o] 0,36 + 0,53
< i
)
LG
L

i i 0,0x0,0 0,0x0,0
01 @
1

Kontrolle 258 MBq 8,07 MBq 15,98 MBq 25,80 MBq

Abb. 5: Vergleich der In-Stent Intimafl&che sieben Wochen nach Stentimplantation
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Es konnte auf einen statistischen Vergleich der Intimaflache verzichtet werden, da schon
mit dem Fisher-Exact Test eine statistische Aussage moglich war. Diese Ergebnisse sind
in Tabelle 4 (p < 0,001) zusammengefaldt. Der p-Wert des Fisher-Exact Test gibt an, mit
welcher Wahrscheinlichkeit die Verteilung der Tabelle zufélig ist.

Versuchsgruppe | Intimavorhanden keinelntima vorhanden

(Summe der bewerteten (Anzahl der Praparate) (Anzahl der Praparate)
Kaninchen)
Kontrolle (n=7) 7 0
2,58 M Bq (n=6) 5 1
8,07 M B(q (n=5) 2 3
15,98 M B( (n=6) 0 6
25,80 M Bq (n=8) 0 8

Tabelle 4: Vergleich der In-Stent Intimaflache sieben Wochen nach Stentimplantation
(p < 0,001, Fisher-Exact Test)

3.3.2 Langsschnitte
Die Intimaflache (Abb.5) wurde ausschliefflich an Querschnitten der Préparate

gemessen. Langsschnitte der Praparate, welche den Stent sowie die anschlief3ende Aorta
umfaldten, ermoglichten eine Aussage hinsichtlich der Intima Uber eine relativ grofl3e
Strecke. An vier verschiedenen Positionen (Abb. 3) der Léngsschnitte wurde sowohl die
Dicke der Neointima als auch der Media gemessen und schliefdlich die Ratio beider
Gefal3schichten gebildet. In Abb.6 ist diese Ratio der Kontroll- und der
Hochdosisgruppe dargestellt.

Die Ratio Neointima zu Media wurde in eéinem Modell der Varianzanalyse (AbkUrzung:
ANOVA) auf Abhéngigkeit von den quantitativen GrofRen Gruppe (Verum- und
Kontrollgruppe), Position (4 Auspragungen) und deren Interaktion untersucht. Das
Signifikanzniveau wurde auf Alpha =5 % festgelegt.

Fur die Kontrolle wurde an Mef3punkt 1 ein Schazwert von 2,6 errechnet. Das
Konfidenzintervall (95 %ige Wahrscheinlichkeit) lag zwischen 2,19 und 3,01. Der
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Schéatzwert der 25,80 MBQg-Gruppe war 0, das Konfidenzintervall war zwischen — 0,41
und + 0,41. Die negative Ratio des unteren Konfidenzintervalles in der Hochdosisgruppe
muf3te bei diesem Modell als Artefakt betrachtet werden.

Die beiden Konfidenzintervale der Kontroll- und der Hochdosisgruppe an Position 1
waren nicht innerhalb eines gemeinsamen Wertebereichs. Daher lag an Mef3punkt 1 eine
statistische Signifikanz vor. Die Unterschiede zwischen der Kontroll- und der
Hochdosisgruppe hinsichtlich ihrer Ratio an den Mef3punkten 2 und 4 waren ebenfalls
Statistisch signifikant.

Der Schéatzwert [Intima/ Media] der Kontrollgruppe an Position 3 war 1,44 + 0,41. Der
Schéatzwert fur die Hochdosisgruppe lag bel 1,63 £ 0,41. Somit waren die beiden
Konfidenzintervalle der Kontroll- und der Hochdosisgruppe an Position 3 innerhalb eines
gemeinsamen Wertebereichs. Es ist ersichtlich, dal3 an Mef3punkt 3 kein statistisch
signifikanter Unterschied gegeben war.

4
€ Schatzwerte, oberes & unteres Konfidenzintervall
2,60+0,41 2,46 + 0,41
—. 34 2,21+0,41
S
9 - } 1,63 £ 0,41
= 1,44 + 0,41 1,46 £ 0,41
T 2
E i
'E ]
= 0,48 £0,41
L 14
T 0,0+0,41
m _ i
0- * i * *
KIHD‘KIHD‘KIHD‘KIHD

Position 1 Position 2 Position 3 Position 4

Abb. 6: Ratio [Intima/ Media] der Kontroll- (K) und Hochdosisgruppe (HD) sieben
Wochen nach Stentimplantation

*  gatigtisch signifikante Unterschiede der Hochdosi sgruppe gegentiber der Kontrollgruppe (ANOVA,;
p<0,05)



Ergebnisse 35

3.3.3 Mediaflache

Die Mediaflache wurde an Querschnitten der Prgparate bestimmt. Abb. 7 zeigt die
Mediaflache der verschiedenen Gruppen im Vergleich. In der Kontrollgruppe war mit
0,85 £ 0,24 mn? die groRte Mediaflache nachweisbar. Die Versuchsgruppen mit
radioaktiven Stents zeigten eine dosisabhdngige Reaktion der Mediaflache: Mit
zunehmender Dosis nahm die Mediaflache ab.

1.5+ v Maximum
0,85 + 0,24 A Minimum
i 084+ 0.16 @ Mittelwert + SD
+
V4 oF =L 0,76 + 0,24
g 1.0 0,57+0,14 0,57+0,14
E ® v v
Q ] * *
= A A
tosp 2 A i i
0.0 T ]

[ [ [
Kontrolle 2,58 MBg 8,07 MBq 15,98 MBg 25,80 MBq

Abb. 7: Mediaflache sieben Wochen nach Stentimplantation

*  gatigtisch signifikanter Unterschied der Mediafléche gegenliber der Kontrollgruppe (Dunnett’s Test;
p<0,05)

Die Gruppen mit 15,98 MBq und 25,80 MB(q zeigten beide eine Mediaflache von jeweils
0,57 £ 0,14 mme. Die Mittelwerte dieser beiden Versuchsgruppen waren im Dunnett’s
Test signifikant kleiner als der Mittelwert der Kontrollgruppe. Die Prifung auf
Signifikanz war zuldssig, da die Residuen (Shapiro-Wilk W Test) normal verteilt waren
und zudem kein Unterschied der Residuenvarianz (Kruskal-Wallis Test) zwischen den

Gruppen gegeben war.
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3.4 Zelldichte sieben Wochen nach Stentimplantation
3.4.1 Zelldichte der Neointima

Die Zdlldichte beschreibt das Verhéltnis zwischen Zellzahl und extrazelluldrer Matrix.
Der Mittelwert der Dichte aller Intimazellen war in der Kontrollgruppe (4171,00 +
1304,15 Zelen/mn®) groRRer as die Mittelwerte der beiden unteren Dosisgruppen
(2,58 MBq: 2835,63 + 589,68 Zelle/mm?; 8,07 MBq: 2418,36 + 205,29 Zellen/mmy).
Statistisch signifikante Unterschiede gegentiber der Kontrollgruppe konnten bei einem

Signifikanzniveau von Alpha =5 % nicht ermittelt werden.

3.4.2 Zdldichteder Media

Die Z€lldichte der Media der Kontrollgruppe belief sich auf 4047 + 1412 Zellen / mme
und war groRer als die Zedldichte der vier Gruppen mit radioaktiven Stents. Die
Zelldichte der Media der 15,98 MBg-Gruppe betrug 2967 = 723 Zellen/ mm? .
Statistisch signifikante Unterschiede zwischen der 15,98 MBg-Gruppe und der
Kontrollgruppe konnten nicht festgestellt werden

Die Zelldichte der Media der Gruppen mit 2,58 MBq (2197 + 836 Zellen / mmg), 8,07
MBq (2109 + 549 Zellen/ mm?) und 25,80 MBq (1660 + 633 Zellen/ mn?) war im
Dunnett's Test signifikant kleiner as die der Kontrollgruppe. Die Anforderungen der
Methoden nach Shapiro-Wilk W und Kruskal-Wallis waren erfUllt.

Die unterschiedliche Zelldichte der Media ist in Abb. 8 fir die einzelnen Gruppen
dargestellt.
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Kontrolle 2,58 MBg 8,07 MBq 15,98 MBg 25,80 MBq

Abb. 8: Zelldichte der Media sieben Wochen nach Stentimplantation
* gtatistisch signifikanter Unterschied gegenliber der Kontrollgruppe (Dunnett’s Test; p<0,05)

3.4.3 Zdldichteder Adventitia

Die Zelldichte der Adventitia der 25,80 MBqg-Gruppe betrug 2349 + 713 Zellen/ mne
und war dgnifikant grof3er (Dunnett's Test) als digenige der Kontrollgruppe
(1277 £ 266 Zellen / mm?). Die Anforderungen von Shapiro-Wilk W und Kruskal-Wallis
waren erflllt. Zwischen der Kontrollgruppe und den Ubrigen Versuchsgruppen mit
radioaktiv dotierten Stents waren keine signifikanten Unterschiede erkennbar.

Abb. 9 zeigt die Zelldichte der Adventitia der verschiedenen Gruppen im Vergleich.
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Abb. 9: Zelldichte der Adventitia sieben Wochen nach Stentimplantation
* gtatistisch signifikanter Unterschied gegenliber der Kontrollgruppe (Dunnett’s Test; p<0,05)

3.5 Immunhistochemische Analyse sieben Wochen nach
Stentimplantation

3.5.1 Faktor-VIlI-Farbung

Sieben Wochen nach Denudation der infrarenalen Aorta und anschlief3ender
Stentimplantation wurde das Endothel immunhistochemisch gefarbt.

Je nach Farbung des Endothels mit dem Antikdrper Faktor-VIl1 erfolgte eine Einstufung
in 0, +, ++ oder +++. Wenn 70-100% der Zirkumferenz (circa: 4rmtmm) des
Aortenquerschnitts immunhistochemisch angeféarbt waren, wurde das Préparat beziiglich
der Faktor-VIII-Farbung mit +++ bewertet. Bel einem Antell von 30-70 % ergab dies
eine Bewertung von ++, bel 0-30 % eine Bewertung von +. Ein Ausbleiben der Faktor-

VI11I-Farbung wurde mit O bewertet. Tabelle 5 zeigt die semiquantitative Bewertung der
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Faktor-V1II-Farbung des intraluminalen Endothels und des Endothels der Vasa vasorum
nach sieben Wochen. In der linken Spalte sind die Gruppen aufgefiihrt. Die Zahlen in
Klammern in der linken Spalte informieren Uber die Gesamtsumme der bewerteten
Kaninchen. Die erste Zahl in Klammern bezieht sich auf die Anzahl der Kaninchen einer
Versuchsgruppe, welche fir die Bewertung des intraluminalen Endothels verwendet
wurden. Die zweite Zahl nimmt Bezug auf die Anzahl der bewerteten Tiere fUr die
Faktor-V11l Bewertung des Endothels der Vasa vasorum.

Die Auswertung zeigte eine dosisabhangige Reduktion des intraluminalen Endothels. Die
Kaninchen der Kontrollgruppe zeigten eine gute bis sehr gute Faktor-VI11 Farbung des
intraluminalen Endothels. Die Farbung des intraluminalen Endothels mit Faktor-VIlI
Antikorper war nur an drei von sechs Kaninchen der 2,58 MBg-Gruppe mdglich. Die
drei Gruppen mit den Aktivitdten 8,07 MBq, 15,98 MBq und 25,80 MBq zeigten keine
Reaktion auf die Faktor-VI1Il Farbung.

Alle Vasa vasorum eines Praparatquerschnittes wurden bezuglich ihrer Anférbbarkeit auf
Faktor-VI1II im Gesamten bewertet. Analog zur Bewertung des intraluminalen Endothels
wurde eine maximale Farbung mit +++, eine mittlere mit ++, eine geringe mit + und
keine Anférbbarkeit mit O bewertet.

Die Ergebnisse zeigten, dal3 die Vasa vasorum (Tabelle 5) in der Adventitia der
Kontrollgruppe und der 2,58 MBqg-Gruppe in einem sehr guten Zustand waren. Die

hoheren Dosisgruppen wiesen einen schwachen Endothelschaden auf.

Versuchsgruppe Faktor-VIIl Farbung des Faktor-VIIl Farbung des

(Summe der bewerteten | intraluminalen Endothels Endothelsder Vasa
Kaninchen) (Anzahl der Praparate) vasorum
(Anzahl der Praparate)
0 + ++ +++ 0 + ++ +++

Kontrolle (n=7; 7) - 1 2 4 - - - 7
2,58 M Bq (n=6; 6) 3 2 1 - - - - 6
8,07 MB(q (n=6; 6) 6 - - - 2 4
15,98 M Bq (n=6; 6) 6 - - - - 2 4 -
25,80 MB(q (n=8; 8) 8 - - - - - 7 1

Tabelle 5: Semiquantitative Bewertung der Faktor-VIII-Farbung des intrauminalen
Endothels und des Endothels der Vasa vasorum sieben Wochen nach
Stentimplantation
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3.5.2 RAM-11-Farbung

Zur Anférbung von Makrophagen wurde RAM-11 as Primérantikdrper verwendet, da
dieser spezifisch mit einem Antigen von Kaninchenmakrophagen reagiert.

Die drei GefalRwandschichten aller Préparate wurden jeweils getrennt auf deren RAM-
Farbung untersucht. Wenn 40-100% der Flache einer Geféldwandschicht
immunhistochemisch angeférbt waren, wurde das Praparat bezliglich der RAM-Farbung
mit +++ bewertet. Bel einem Anteil von 15-40 % ergab dies eine Bewertung von ++, bel
0-15 % eine Bewertung von +. Ein Ausbleiben der RAM-Féarbung wurde mit O bewertet.
Dadie 15,98 MBg- und die 25,80 MBg-Gruppe keine Neointima gebildet hatten, konnte
die RAM -11-Féarbung der Intima dieser beiden Gruppen nicht bewertet werden.

Versuchsgruppe Flache der RAM -positiven Arealein der Intima
(Summe der bewerteten (Anzahl der Praparate)
Kaninchen)
0 + ++ +++
Kontrolle (n=7) - 3 3 1
2,58 MBq (n=5) 1 4 -
8,07 MBq (n=2) 1 - 1 -

15,98 MBq (n=0) - - - -
25,80 M Bq (n=0) - ; ] ]

Flache der RAM-positiven | Flache der RAM-positiven

Arealein der Media Arealein der Adventitia
(Anzahl der Praparate) (Anzahl der Praparate)

0 ++ +++ 0 + ++ +++
Kontrolle (n=7; 7) 1 1 5 7 - - -
2,58 MBq (n=6; 6) 5 - 1 - 5 - 1 -
8,07 MBq (n=6; 6) 1 1 2 2 5 1 - -
15,98 M Bq (n=6; 6) 1 4 1 1 4 - 1
25,80 MBq (n=8; 8) 1 5 1 1 7 1 - -

Tabelle 6: FlachengrofRe der RAM-positiven Areale in der Intima, der Media und der
Adventitia sieben Wochen nach Stentimplantation

Die Neointima zeigte grofRe RAM-positive Flachen. Die RAM-positiven Aredle der
Kontrolltiere waren vorwiegend entlang der Lamina Elastica Interna zu lokalisieren. In

der Tunica Adventitia war mit Ausnahme der 15,98 MBg-Gruppe der Nachweis der
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RAM-positiven Flachen negativ bis leicht postiv. Es konnte hinsichtlich der RAM-
Farbung weder innerhalb der Intima, der Media noch in der Adventitia en
dosisabhangiger Effekt beobachtet werden.

3.5.3 a-Actin —Farbung

Mittels der a-Actin-Farbung wurden glatte Muskelzellen nachgewiesen (54). Die
Bewertung der a-Actin-Férbung erfolgte nach dem gleichen System wie die RAM-11-
Farbung (3.5.2).

Aufféllig war eine dosisabhangige Reaktion dieser Immunhistochemie in Media und
Adventitia. Mit steigender Strahlung nahmen die a-Actin positiven Fléchen in der Media
ab und in der Adventitia zu.

Versuchsgruppe Flache der a-Actin positiven Arealein der Intima
(Summe der bewerteten (Anzahl der Praparate)
Kaninchen)
0 + ++ +++
Kontrolle (n=7) - 1 3 3
2,58 MBq (n=5) - - 3 2
8,07 MBq (n=2) - 2 - -

15,98 M Bq (n=0) - - ] ]
25,80 M Bq (n=0) - - ] ]

Flache der a-Actin- Flache der a-Actin-
positiven Arealein der positiven Arealein der
Media Adventitia
(Anzahl der Praparate) (Anzahl der Praparate)
0 + ++ +++ 0 + ++ +++
Kontrolle (n=7; 7) - - 2 5 7 - - -
2,58 MBq (n=6; 6) - - 2 4 - 5 1 -
8,07 MBq (n=6; 6) 1 1 4 - 4 2 -
15,98 M Bq (n=6; 6) 1 3 2 - - - 5 1
25,80 MBq (n=7; 7) 2 5 - - - - 4 3

Tabelle 7: FlachengrolRe der a-Actin-positiven Areale in der Intima, der Media und der
Adventitia sieben Wochen nach Stentimplantation
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3.6 Histopathologische Strahlenfolgen sieben Wochen nach
Stentimplantation

lonisierende Strahlen kénnen histopathologische Verdnderungen im Gewebe bewirken.
Zur Beschreibung maoglicher Strahlenwirkungen auf die Gefal3wand wurden die
folgenden Parameter an histologischen GeféRwandquerschnitten  semiquantitativ
bestimmt (Tabelle 2 und 3).

3.6.1 Thrombotisches M aterial

Innerhalb des Lumens der gestenteten Gefal3querschnitte wurde frisches und dlteres
thrombotisches Materia getrennt beurteilt. Beide Subtypen der Thromben waren
vorwiegend an den Stentstreben abgelagert. Verglichen mit der Kontrollgruppe, waren
die Thromben der Versuchsgruppen fibrinreicher und weniger bindegewebsartig
organisiert.

Mit steigender Radioaktivitét nahmen zwar beide Formen des thrombotischen Materials
diskret zu, jedoch war der Antell der Thromben bezlglich der Féche des
Gefal3querschnittes derart gering, dal? keine mef3bar relevante Stenose des Gefal3lumens
entstand.

Keines der 33 Kaninchen in Tabelle 8 zeigte Symptome fur eine akute, subakute oder

spéte arterielle Thrombose.

Versuchsgruppe frisches thrombotisches alteres thrombotisches

(Summe der bewerteten Material Material
Kaninchen) (Anzahl der Praparate) (Anzahl der Praparate)
0 + ++ +++ 0 + ++ +++

Kontrolle (n=7; 7) 6 1 - - 7 - - -
2,58 M Bq (n=6; 6) 2 4 - - - 5 1 -
8,07 MBq (n=6; 6) 1 4 1 - - 3 2 1
15,98 M B(q (n=6; 6) 1 3 2 - - 2 3 1
25,80 MBq (n=8; 8) 3 4 1 - - 1 6 1

Tabelle 8: Semiquantitative Bewertung des frischen und des dteren thrombotischen
Materials sieben Wochen nach Stentimplantation
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3.6.2 Fibrose

Je hoher die Radioaktivitét war, umso ausgepragter zeigte sich die Fibrose in der Tunica
Adventitia der gestenteten Aorta abdominalis. Innerhalb der Media und in unmittelbarer
Nachbarschaft zu den Stentstreben war die Zunahme der Fibrosierung mit steigender

Radioaktivitat weniger deutlich zu erkennen.

Versuchsgruppe Auspragung der Fibrose in Nahe zu den Stentstreben
(Summe der bewerteten (Anzahl der Praparate)
Kaninchen)
0 + ++ +++
Kontrolle (n=7) - 7 - -
2,58 MBq (n=6) - 5 1 -
8,07 MBq (n=6) - 3 3 -
15,98 M Bq (n=6) - 3 3 -
25,80 MBq (n=8) - - 6 2
Auspragung der Fibrose Auspragung der Fibrose
innerhalb der Media innerhalb der Adventitia
(Anzahl der Praparate) (Anzahl der Praparate)
0 + ++ +++ 0 + ++ +++
Kontrolle (n=7; 7) - 7 - - 3 4 - -
2,58 M Bq (n=6; 6) - 5 1 - - 5 1 -
8,07 MBq (n=6; 6) - 5 1 - - 2 3 1
15,98 M B(q (n=6; 6) - 5 1 - - 1 3 2
25,80 MBq (n=8; 8) - 1 7 - - - 2 6

Tabelle 9: Semiquantitative Bewertung der Ausprdgung der Fibrose in Nahe zu den
Stentstreben, innerhalb der Media und innerhalb der Adventitia sieben Wochen
nach Stentimplantation

3.6.3 Degeneration glatter M uskelzellen

Die Praparate der Kontrollgruppe zeigten sowohl in Néhe zu den Stentstreben, als auch
innerhalb der Media einen geringen Anteil von degenerierten glatten Muskelzellen. Mit
steigender Radioaktivitdt nahm der Anteil von degenerierten Muskelzellen zu.
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Versuchsgruppe Haufigkeit von Haufigkeit von
(Summe der bewerteten degenerierten glatten degenerierten glatten
Kaninchen) Muskelzellen in Nahe zu den | Muskelzellen innerhalb der
Stentstreben Media
(Anzahl der Praparate) (Anzahl der Préparate)
0 + ++ +++ 0 + ++ +++

Kontrolle (n=7; 7) -

7 7 -
2,58 M B( (n=6; 6) - 6 - - - 5 1 -
8,07 MBq (n=6; 6) - 1 3 2 - 4 1 1
15,98 M Bq (n=6; 6) - 1 5 - - 3 3 -
25,80 MBq (n=8; 8) - - 5 3 - - 6 2
Tabelle 10: Semiquantitative Bewertung der Haufigkeit von degenerierten glatten

Muskelzellen in Ndhe zu den Stentstreben und innerhalb der Media sieben
Wochen nach Stentimplantation

3.6.4 Verkalkungen

Innerhalb der Kontroll-, der 15,98 MBg- und der 25,80 MBg-Gruppe zeigte die
Haufigkeit von Verkalkungen in der Media eine breite Streuung. In dieser Gefal3schicht
lie3 sich zwischen der Strahlendosis und dem Auftreten von Verkalkungen kein

Zusammenhang ableiten. Im Bereich der Tunica Adventitia traten keine

Kalkablagerungen auf.
Versuchsgruppe Haufigkeit von Haufigkeit von
(Summe der bewerteten | Verkalkungen innerhalb der | Verkalkungen innerhalb der
Kaninchen) Media Adventitia
(Anzahl der Praparate) (Anzahl der Praparate)
0 + ++ +++ 0 + ++ +++
Kontrolle (n=7; 7) 4 2 - 1 7 - - -
2,58 M Bq (n=6; 6) 5 - - 1 6 - - -
8,07 MBq (n=6; 6) 6 - - - 6 - - -
15,98 M B(q (n=6; 6) 1 2 1 2 6 - - -

2580 MBq (n=8;8) | 1 4 1 2 8 - ; ;

Tabelle 11: Semiquantitative Bewertung der Haufigkeit von Verkalkungen
innerhalb der Media und innerhalb der Adventitia sieben Wochen nach
Stentimplantation
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3.6.5 Zdlnekrosen

Mit zunehmender Strahlendosis stieg die Anzahl nekrotischer Zellen in Nahe der
Stentstreben, innerhalb der Intima, der Media und der Adventitia.

Versuchsgruppe |Haufigkeit von Zellnekrosen | Haufigkeit von Zellnekrosen

(Summe der bewerteten | in Nahe zu den Stentstreben innerhalb der Intima
Kaninchen) (Anzahl der Praparate) (Anzahl der Praparate)
0 + ++ +++ 0 ++ +++

Kontrolle (n=7; 7) 6 1 - - 6 1 - -

2,58 MBq (n=6; 5) - 5 1 - 3 2 - -
8,07 MBq (n=6; 2) - 6 - - 1 1 - -
15,98 M B(q (n=6; 0) - 2 3 1 - - - -
25,80 MBq (n=8; 0) - 3 4 1 - - - -

Haufigkeit von Zellnekrosen
innerhalb der Media
(Anzahl der Praparate)

Haufigkeit von Zellnekrosen
innerhalb der Adventitia
(Anzahl der Praparate)

0 + ++ +++ 0 + ++ +++
Kontrolle (n=7; 7) 7 - - - 7 - - -
2,58 MB(q (n=6; 6) 5 - 1 - 6 - - -
8,07 MBq (n=6; 6) 2 4 3 3 - -
15,98 M Bq (n=6; 6) - 2 3 1 3 2 1 -
25,80 MBq (n=8; 8) - 7 1 - 3 4 1 -

Tabdle 12:

Semiquantitative Bewertung der Haufigkeit von Zellnekrosen in Néhe

zu den Stentstreben, innerhab der Intima, der Media und der Adventitia sieben
Wochen nach Stentimplantation
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3.6.6 Odeme

Mit steigender Strahlendosis nahm die Auspragung der Gewebsddeme in unmittelbarer
Nachbarschaft zu den Stentstreben sowie in der Media und in der Adventitia zu.

Versuchsgruppe | Auspragung der Odemein Auspragung der Odeme
(Summe der bewerteten | Néahe zu den Stentstreben innerhalb der Intima
Kaninchen) (Anzahl der Praparate) (Anzahl der Praparate)
0 + ++ +++ 0 + ++ +++
Kontrolle (n=7; 7) 6 - 1 - 1 3 2 1
2,58 MBq (n=6; 5) 4 2 - - - 4 1 -
8,07 MB(q (n=6; 2) 1 3 2 - - 2 - -
15,98 M Bq (n=6; 0) 2 4 - - - - - -
25,80 MBq (n=8;0) 5 3 - - - - - -
Auspragung der Odeme Auspragung der Odeme
innerhalb der Media innerhalb der Adventitia
(Anzahl der Praparate) (Anzahl der Praparate)
0 + ++ +++ 0 + ++ +++
Kontrolle (n=7; 7) 5 2 - - 5 2 - -
2,58 MBq (n=6; 6) 3 3 - - 5 1 - -
8,07 MBq (n=6; 6) 2 3 - 1 1 3 2 -
15,98 M Bq (n=6; 6) 1 5 - - 1 2 3 -
25,80 MBq (n=8; 8) 2 6 - - 2 3 3 -

Tabelle 13: Semiquantitative Bewertung der Auspragung der Odeme in Néhe zu
den Stentstreben, innerhalb der Intima, der Media und der Adventitia sieben
Wochen nach Stentimplantation



Ergebnisse 47

3.6.7 Fibrinoide Insudate

Als Fibrinoid werden bei Gewebezerfall frei werdende Substanzen bezeichnet, die sich
mit dem sauren Farbstoff Eosin farben und Farbeeigenschaften des Fibrins besitzen. Bel
dieser extrazelluldr lokalisierten homogenen Substanz handelt es sich um Bestandteile
von zerfallenen Zellen (3).

In unserer Studie nahm die Haufigkeit von fibrinoiden Einlagerungen in der
interzelluléren Substanz mit steigender Dosis im gesamten betrachteten Gefal3querschnitt

zu.
Versuchsgruppe | Haufigkeit von fibrinoiden | Haufigkeit von fibrinoiden
(Summe der bewerteten | Insudaten in Nahe zu den Insudaten innerhalb der
Kaninchen) Stentstreben Intima
(Anzahl der Préparate) (Anzahl der Praparate)
0 + ++ +++ 0 + ++ +++
Kontrolle (n=7; 7) 4 3 - - 6 1 - -
2,58 MBq (n=6; 5) - 2 3 1 - 5 - -
8,07 MBq (n=6; 2) 2 4 - - 2 - - -
15,98 M Bq (n=6; 0) - - 3 3 - - - -
25,80 MBq (n=8; 0) - 1 5 2 - - - -
Haufigkeit von fibrinoiden | Haufigkeit von fibrinoiden
Insudaten innerhalb der Insudaten innerhalb der
Media Adventitia
(Anzahl der Praparate) (Anzahl der Praparate)
0 + ++ +++ 0 + ++ +++
Kontrolle (n=7; 7) 7 - - - 7 - - -
2,58 MBq (n=6; 6) 3 2 1 - 6 - - -
8,07 MBq (n=6; 6) 4 2 - 4 2 - -
15,98 M Bq (n=6; 6) - 1 4 1 - 1 3 2
25,80 MBq (n=8; 8) 1 6 1 - - 6 2 -
Tabelle 14: Semiquantitative Bewertung der Haufigkeit von fibrinoiden Insudaten

in N&he zu den Stentstreben, innerhalb der Intima, der Media und der Adventitia
sieben Wochen nach Stentimplantation
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3.6.8 Granulozytére Infiltrate und mononukleare Infiltrate
Granulozyten sind Leukozyten der frihen zelularen Entzindungsreaktion. Mit

steigender Radioaktivitdét nahm die Dichte der granulozytéren Infiltrate in Nachbarschaft
zu den Stentstreben zu (Tabelle 15). Innerhalb der Intima, der Media und der Adventitia

war die Zunahme der granulozytédren Infiltrate weniger stark ausgepragt.

Versuchsgruppe Dichteder granulozytaren | Dichteder granulozytaren

(Summe der bewerteten Infiltrate in Nahe zu den Infiltrate innerhalb der
Kaninchen) Stentstreben Intima
(Anzahl der Praparate) (Anzahl der Praparate)

0 + ++ +++ 0 + ++ +++
Kontrolle (n=7; 7) 6 1 - - 7 - - -
2,58 MBq (n=6; 5) 2 4 - - 1 4 - -
8,07 MBq (n=6; 2) - 4 2 - - 2 - -
15,98 M Bq (n=6; 0) - 1 2 3 - - - -
25,80 MBq (n=8; 0) - 3 2 3 - - - -

Dichteder granulozytaren
Infiltrate innerhalb der

Dichteder granulozytaren
Infiltrateinnerhalb der

Media Adventitia
(Anzahl der Praparate) (Anzahl der Praparate)
0 + ++ +++ 0 + ++ +++
Kontrolle (n=7; 7) 7 - - - 7 - - R
2,58 MB(q (n=6; 6) 6 - - - 6 - - -
8,07 MB(q (n=6; 6) 4 2 - - 5 1 - -
15,98 M Bq (n=6; 6) - 4 2 - 1 5 - -
25,80 MB(q (n=8; 8) - 8 - - 4 4 - -

Tabelle 15: Semiquantitative Bewertung der Dichte der granulozytéren Infiltrate in
Né&he zu den Stentstreben, innerhalb der Intima, der Media und der Adventitia
sieben Wochen nach Stentimplantation

Mononuklegre Zellen représentieren die spate zelluldre Entzindungsreaktion. In
Nachbarschaft zu den Stentstreben und innerhalb der Tunica Adventitia nahm die Dichte
der mononuklegren Infiltrate mit steigender Radioaktivitét zu (Tabelle 16). Innerhalb der
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Intima und der Media zeigte die Dichte der mononukledren Infiltrate eine mittlere

Auspragung und war unabhangig von der Strahlendosis.

Versuchsgruppe | Dichteder mononukledren | Dichte der mononukledren

(Summe der bewerteten Infiltratein Nahe zu den Infiltrate innerhalb der
Kaninchen) Stentstreben Intima
(Anzahl der Praparate) (Anzahl der Praparate)

0 + ++ +++ 0 + ++ +++
Kontrolle (n=7; 7) 6 1 - - 2 1 4 -
2,58 MBq (n=6; 5) 2 4 - - 1 3 1 -
8,07 MBq (n=6; 2) - 4 2 - - 2 - -
15,98 M Bq (n=6; 0) - 1 2 3 - - - -
25,80 MBq (n=8; 0) - 3 2 3 - - - -

Dichte der mononukledren | Dichte der mononukledren
Infiltrate innerhalb der Infiltrate innerhalb der

Media Adventitia
(Anzahl der Praparate) (Anzahl der Praparate)

0 + ++ +++ 0 + ++ +++
Kontrolle (n=7; 7) 1 4 2 - 6 1 - -
2,58 MBq (n=6; 6) 4 2 - - 4 2 - -
8,07 MBq (n=6; 6) 2 3 1 - - 4 2 -
15,98 M Bq (n=6; 6) - 4 2 - - 1 4 1
25,80 MBq (n=8; 8) 1 7 - - - 3 4 1

Tabelle 16: Semiquantitative Bewertung der Dichte der mononukledren Infiltrate in

Néahe zu den Stentstreben, innerhalb der Intima, der Media und der Adventitia
sieben Wochen nach Stentimplantation

3.7 Langzeiter gebnisse
Zwei Kaninchen der 25,80 MBg-Gruppe wurden 23 Wochen nach Stentimplantation

getotet. Anhand dieser Tiere wurden die biologischen Spatwirkungen der radioaktiven
%Rhenium-Stents auf die GefdRwand untersucht. Hierzu wurde die Intimafléche
gemessen sowie die Faktor-VIII Farbung, das thrombotische Materia und die

Histopathologie ausgewertet.
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3.7.1 Morphometrische Daten 23 Wochen nach Stentimplantation
3.7.1.1 Intimafl&che

23 Wochen nach Stentimplantation war keine Intimahyperplasie vorhanden und die In-
Stent Intimafléche betrug demnach null. Diese Resultate stimmten mit den Ergebnissen
der 25,80 MBg-Tiere, welche nach sieben Wochen get6tet wurden, tberein.

Auf eine datistische Prifung der Ergebnisse wurde verzichtet. Zum einen waren keine
Ergebnisse von Kontrollkaninchen, welche 23 Wochen nach Stentimplantation getttet
wurden, vorhanden und zum anderen war die Gruppe der Langzeittiere von n=2 zu

klein.

3.7.2 Immunhistochemische Analyse 23 Wochen nach Stentimplantation
3.7.2.1 Faktor-VIlI-Farbung

23 Wochen nach der Ballondenudation und der Implantation eines ***Rhenium-Stents der
Aktivitét 25,80 MBg konnte keine Regeneration des intraluminalen Endothels festgestellt
werden. Das Endothel der Vasa vasorum war nahezu in einem physiologischen Status.
Die Ergebnisse der Faktor-VIII-Immunhistochemie der Langzeitkaninchen sind in
Tabelle 17 dargestellt.

Versuchsgruppe Faktor-VIIl Farbung des Faktor-VIIl Farbung des
(Summe der bewerteten | intraluminalen Endothels Endothelsder Vasa
Kaninchen) (Anzahl der Praparate) vasorum
(Anzahl der Praparate)
0 + ++ +++ 0 + ++ +++
25,80 MBq (n=2; 2) 2 - - - - - 1 1
Tabelle 17: Semiquantitative  Bewertung  der  Faktor-VIII-Farbung  des

intraluminalen Endothels und des Endothels der V asa vasorum 23 Wochen nach
Stentimplantation
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3.7.3 Pathohistologische Strahlenfolgen 23 Wochen nach Stentimplantation
3.7.3.1 Thrombotisches Material

Intraluminar war kein frisches thrombotisches Material vorhanden. An den Stentstreben
wurde eine mittlere Ansammlung des dteren thrombotischen Materials beobachtet.
Bezlglich der Fléche des Gefél3querschnittes war das thrombotische Material so gering,
dald keine Stenose des Gefélumens mef3bar war. Wahrend der 23 postoperativen
Wochen der zwei Langzeitkaninchen wurden keine Symptome fir akute, subakute oder
spéate thrombotische Gefaldverschllisse beobachtet.

Versuchsgruppe frisches thrombotisches alteres thrombotisches
(Summe der bewerteten Material Material
Kaninchen) (Anzahl der Praparate) (Anzahl der Praparate)
0 + ++ +++ 0 + ++ +++
25,80 MBq (n=2; 2) 2 - - - - 1 1 -
Tabelle 18: Semiquantitative Bewertung des frischen und des dlteren

thrombotischen Materials 23 Wochen nach Stentimplantation

3.7.3.2 Fibrose
Die Adventitia der Langzeittiere zeigte eine deutliche Ausprégung der Fibrose. Innerhalb

der Media und in Nachbarschaft zu den Stentstreben war eine Fibrosierung mittleren
Ausmal3es zu beobachten.

Versuchsgruppe Auspragung der Fibrose in Nahe zu den Stentstreben
(Summe der bewerteten (Anzahl der Praparate)
Kaninchen)
0 + ++ +++
25,80 MBq (n=2) - 1 1 -

Auspragung der Fibrose
innerhalb der Media
(Anzahl der Praparate)

0 + ++ +++

Auspragung der Fibrose
innerhalb der Adventitia
(Anzahl der Praparate)

0 + ++ +++

25,80 MB(q (n=2; 2)

- 1 1 -

- - 1 1

Tabdle 19:

Semiquantitative Bewertung der Auspragung der Fibrose in Néhe zu

den Stentstreben, innerhalb der Media und innerhalb der Adventitia 23 Wochen
nach Stentimplantation
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3.7.3.3 Degeneration glatter Muskelzellen

Aus Tabelle 20 ist ersichtlich, dal3 sowohl in Nahe zu den Stentstreben wie auch in der
ubrigen Media ein hoher Anteil von degenerierten Muskelzellen zu beobachten war.

Versuchsgruppe Haufigkeit von Haufigkeit von
(Summe der bewerteten degenerierten glatten degenerierten glatten
Kaninchen) Muskelzellen in Nahe zu den| Muskelzellen innerhalb der
Stentstreben Media
(Anzahl der Praparate) (Anzahl der Praparate)
0 + ++ +++ 0 + ++ +++
25,80 MBq (n=2; 2 - - 2 - - - 2 -
Tabdle 20: Semiquantitative Bewertung der Haufigkeit von degenerierten glatten

Muskelzellen in Nahe zu den Stentstreben und innerhalb der Media 23 Wochen
nach Stentimplantation

3.7.3.4 Verkakungen

Die Verkalkungen in der Media der zwei Langzeitpréparate waren nicht einheitlich: In
einem Prdparat waren keine und im anderen Praparat waren sehr viele Verkalkungen
nachweishar. In der Adventitia beider Kaninchen zeigten sich keine Verkalkungen. Diese

Ergebnisse sind ahnlich wie die Resultate der Kurzzeittiere.

Versuchsgruppe Haufigkeit von Haufigkeit von
(Summe der bewerteten | Verkalkungen innerhalb der | Verkalkungen innerhalb der
Kaninchen) Media Adventitia
(Anzahl der Praparate) (Anzahl der Praparate)
0 + ++ +++ 0 + ++ +++
25,80 MBq (n=2; 2) 1 - - 1 2 - - -

Tabelle 21. Semiquantitative Bewertung der Haufigkeit von Verkalkungen
innerhalb der Media und innerhalb der Adventitia 23 Wochen nach
Stentimplantation
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3.7.3.5 Zdlnekrosen

Die Auswertung der Zellnekrosen wurde in Nahe zu den Stentstreben, in der Media und
in der Adventitia vorgenommen. In der Nahe der Stentstreben war eine grof3e Anzahl
nekrotischer Zellen vorhanden. In der Media und in der Adventitia waren einzelne

nekrotische Zellen zu lokalisieren.

Versuchsgruppe | Haufigkeit von Zellnekrosen in Nahe zu den Stentstreben
(Summe der bewerteten (Anzahl der Praparate)
Kaninchen)
0 + ++ +++
25,80 MBq (n=2) - - 2 -
Haufigkeit von Zellnekrosen | Haufigkeit von Zellnekrosen
innerhalb der Media innerhalb der Adventitia
(Anzahl der Praparate) (Anzahl der Préparate)
0 + ++ +++ 0 + ++ +++
25,80 MBq (n=2; 2) - 1 1 - - 2 - -
Tabelle 22: Semiquantitative Bewertung der Haufigkeit von Zellnekrosen in Néhe

zu den Stentstreben, innerhab der Media und innerhalb der Adventitia
23 Wochen nach Stentimplantation

3.7.3.6 Odeme
Die Gewebstdeme der verschiedenen Gefal3wandbereiche sind in Tabelle 23 dargestellt.

Die Odeme in der Adventitia waren ausgepragt. Keine oder geringe odemattse
Veranderungen konnten in unmittelbarer Ndhe zu den Stentstreben und in der Media

nachgewiesen werden.
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Versuchsgruppe Auspragung der Odemein Nahe zu den Stentstreben
(Summe der bewerteten (Anzahl der Praparate)
Kaninchen)
0 + ++ +++
25,80 MBq (n=2) 1 1 - -

Auspragung der Odeme
innerhalb der Media
(Anzahl der Praparate)
0 + ++ +++

Auspragung der Odeme
innerhalb der Adventitia
(Anzahl der Praparate)

0 + ++

+++

25,80 MBq (n=2; 2) 1 1 - - - - 2 -

Tabelle 23: Semiquantitative Bewertung der Auspragung der Odeme in Néhe zu
den Stentstreben, innerhalb der Media und innerhalb der Adventitia 23 Wochen
nach Stentimplantation

3.7.3.7 Fibrinoide Insudate

Nach 23 Wochen waren in Nachbarschaft zu den Stentstreben und innerhalb der Media
haufig fibrinoide Insudate zu lokalisieren. Innerhalb der Adventitia waren geringe Anteile

von fibrinoiden I nsudaten vorhanden.

Versuchsgruppe Haufigkeit von fibrinoiden Insudaten in Nahe zu den
(Summe der bewerteten Stentstreben
Kaninchen) (Anzahl der Préparate)
0 + ++ +++
25,80 MBq (n=2) - - 1 1

Haufigkeit von fibrinoiden
Insudaten innerhalb der

Haufigkeit von fibrinoiden
Insudaten innerhalb der

Media Adventitia
(Anzahl der Praparate) (Anzahl der Praparate)
0 + ++ +++ 0 + ++ +++
25,80 MBq (n=2; 2) - - 2 - - 2 - -

Tabelle 24. Semiquantitative Bewertung der Haufigkeit von fibrinoiden Insudaten
in Nahe zu den Stentstreben, innerhalb der Media und innerhalb der Adventitia
23 Wochen nach Stentimplantation
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3.7.3.8 Granulozytére Infiltrate und mononukledre Infiltrate

Die Infiltration der Granulozyten wie auch der mononukledren Entziindungszellen war
im gesamten Gefa3gquerschnitt in einer mittleren Dichte anzutreffen. Die Ergebnisse

dieser zwei Kaninchen waren dhnlich wie die der Kurzzeittiere mit 25,80 MBg-Stents.

Versuchsgruppe Dichteder granulozytaren Infiltrate in Néhe zu den
(Summe der bewerteten Stentstreben
Kaninchen) (Anzahl der Praparate)
0 + ++ +++
25,80 MBq (n=2) - 1 1 -

Dichteder granulozytaren
Infiltrateinnerhalb der

Dichteder granulozytaren
Infiltrate innerhalb der

Media Adventitia
(Anzahl der Praparate) (Anzahl der Praparate)
0 + ++ +++ 0 + ++ +++
25,80 MBq (n=2; 2) - 2 - - - 2 - -

Tabelle 25: Semiquantitative Bewertung der Dichte der granulozytéren Infiltrate in
N&he zu den Stentstreben, innerhalb der Media und innerhalb der Adventitia
23 Wochen nach Stentimplantation

Versuchsgruppe Dichte der mononukledren Infiltrate in Néhe zu den
(Summe der bewerteten Stentstreben
Kaninchen) (Anzahl der Praparate)
0 + ++ +++
25,80 MBq (n=2) - 1 1 -
Dichte der mononukledren | Dichte der mononukledren
Infiltrate innerhalb der Infiltrate innerhalb der
Media Adventitia
(Anzahl der Praparate) (Anzahl der Praparate)
0 + ++ +++ 0 + ++ +++
25,80 MBq (n=2; 2 - 1 1 - - 1 1 -

Tabelle 26: Semiquantitative Bewertung der Dichte der mononukledren Infiltrate in
N&he zu den Stentstreben, innerhalb der Media und innerhalb der Adventitia
23 Wochen nach Stentimplantation
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3.8 Bilder

Die Abbildung 10 zeigt Bilder von Gefal3querschnitten der Aorta. Am oberen Bildrand
ist das Gefaltlumen, in der Mitte ist die Media und am unteren Bildrand ist die Adventitia
zu sehen. Bel den Bildern der Kontroll-, der 2,58 MBg- und der 8,07 MBg-Gruppe ist
die Neointima zwischen dem Gefél3lumen und der Media zu erkennen. Bel den h6heren

Dosisgruppen sind Fibrinablagerungen an den Stentstreben erkennbar.

Abb. 10: GeféRquerschnitte aller Gruppen 7 und 23 Wochen nach Ballondenudation
und Stentimplantation (HE-Farbung, Paraffin)
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Die Abbildung 11 zeigt Bilder von Gefaldlangsschnitten der Aorta. Im auleren linken
Bereich der Langsschnitte ist die native Aorta und im rechten Bereich ist die gestentete
Aorta zu sehen. In jedem Langsschnitt ist jewells eine Stentstrebe erkennbar. Oberhalb
der Stentstrebe ist das Gefélumen, unterhalb der Stentstrebe die Media und die
Adventitia zu sehen. Im Kontrollgruppenprdparat ist die Neointima Uber den gesamten
GefaRlangsschnitt zu erkennen. Das native Gefalzsegment und der Ubergangsbereich von
der nativen zur gestenteten Aorta der 25,80 MBg-Gruppe weisen ebenfalls eine
Neointima auf. Im gestenteten Bereich der 25,80 MBg-Gruppe ist hingegen keine

Neointima vorhanden.

800 pm ,

Abb. 11. Gefal3langsschnitte der Kontroll- und der 25,80 MBg-Gruppe sieben Wochen
nach Ballondenudation und Stentimplantation (EvG-Féarbung,
Methamethylakrylat)
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4 Diskussion

4.1 Tiermodell

Zum Nachweis einer moglichen Inhibition der Intimahyperplasie durch die verwendeten
Stents it ein aussagekraftiges Tiermodell wichtig. Das Tiermodell soll die
Pathophysiologie der humanen In-Stent Restenose moglichst gut simulieren, um das
Tiermodell auf den Menschen Ubertragen zu kénnen.

Innerhalb der Atheroskleroseforschung dienen unter anderem Mause, Ratten, Schweine
Hunde und Kaninchen as Versuchstiere. Mause und Ratten sind zur Stentimplantation
zu klein (75). Schweine und Hunde sind in Anschaffung und Unterhalt (94) teuer, zudem
sind nur wenige Antikorper fir die Immunhistochemie erhdltlich (75).

Die Kosten flr eine statistisch aussagekraftige Anzahl von Kaninchen sind vertretbar und
esist eine breite Auswahl an Antikorpern fur die Immunhistochemie verfligbar (75). Die
Gefal3e sind zur Stentimplantation ausreichend grof3. Nach Rubin et a. kdénnen die
Ergebnisse von hyperlipamischen Kaninchen mit Gefél3trauma auf Patienten tbertragen
werden (75).

Unser Ziel bel der Auswahl der Methode zur Neointimainduktion war die Erzeugung
einer grofRen Plague bei den Kontrolltieren. Tepe et a. zeigten, dal die aleinige
infrarenale Implantation eines Wiktor-Stents im Weil3en Neuseelandkaninchen keinen
grolRen Plague generiert. Deswegen war fir diese Untersuchungen die alleinige
Stentimplantation im Kaninchen als Restenosemodell ungeeignet. Zur Erzeugung einer
grol3en Neointima eignet sich die Ballondenudation der Aorta in Kombination mit einer
Cholesterindidt (95). Die Cholesterindid und die Ballondenudation wurden daher
erganzend zur Stentimplantation durchgefihrt.

Die durchschnittliche Intimaflache der Querschnittpréparate unserer Kontrollgruppe
betrug 2,20 £ 0,86 mm? (Abb. 5). Mit dieser Intimaflache der Kontrollkaninchen
erreichten wir eine befriedigende Plaguebildung. Die Plasmacholesterinwerte der
Versuchsgruppen zeigten zum Zeitpunkt der Stentimplantation keinen statistisch
signifikanten Unterschied gegenuber der Kontrollgruppe (Abb. 4). So waren die
standardiserten Wachstumsreize der  Intimaproliferation in unserer  Studie

Ballondenudation, Stentimplantation und erhéhte Plasmacholesterinwerte.
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Da verschiedene Tierarten unterschiedliche Reaktionen auf radioaktive **Phosphor-
Stents zeigten, bleibt die Frage, inwieweit Ergebnisse eines Tiermodells auf den
Menschen Ubertragen werden kdnnen. Carter et al. (91) verglichen die unbefriedigenden
Ergebnisse der **P-Stents (1 — 12 puCi) nach sechs Monaten in Schweinekoronarien mit
den guten Ergebnissen der **P-Stents nach drei Monaten in Kaninchen und postulierten
eine unterschiedliche Wirkung der Strahlung hinsichtlich Intimahyperplasie in
Abhangigkeit zum Tiermodell. Verschiedene Reaktionen von koronaren und peripheren
Arterien sind ein weiterer Erklarungsansatz der gegensétzlichen Ergebnisse von *P-
Stents in verschiedenen Tiermodellen (92). Die Ursachen sind jedoch noch nicht geklért

(92) und die Diskussion Uber das geeignetste Tiermodell wird somit fortgefiihrt werden.

4.2 ¥Rhenium

Trotz der ermutigenden tierexperimentellen Ergebnisse ist das idede Isotop zur
radioaktiven Dotierung von Stents nicht bekannt (93).

%Rhenium ist ein gemischter B- und y -Strahler. Die maximale Elektronenenergie betragt
1,08 MeV, die mittlere Elektronenenergie betragt 330 keV und die emittierte Energie der
Gammastrahlung entspricht 137 keV. Die physikalische Halbwertszeit von **°*Rhenium
betragt 90,64 Stunden (52). Somit werden innerhalb der ersten zwalf Tage Uber 87,5 %
(3 Halbwertszeiten) der Strahlung an die Umgebung des Stents abgegeben.

Im Vergleich zu Gammeastrahlern haben Betastrahler den Vortell, dal3 nur der
unmittelbare GefalRabschnitt bestrahlt wird (99). Zudem ist der Strahlenschutz bei
Betastrahlung fiir das Personal wesentlich einfacher zu handhaben (99). ***Rhenium
emittiert Gammastrahlung mit einer Energie von 137 keV und ist daher kein reiner
Betastrahler.

Die von "**Rhenium ausgehende Gammastrahlung erméglichte Messungen beziiglich der
Radioaktivitéat der Stents nach ihrer Implantation. Diese Messungen informierten Uber die
Stabilitdt der mit **°*Rhenium dotierten Stents. Die halbwertszeitkorrigierte Kurve in
Abb. 2 zeigt, dal3 innerhalb von 14 Tagen weniger als 10 % der radioaktiven Dotierung
von der Stentoberfléche abgeschwemmt wurde.
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Da die biologische Halbwertszeit von ***Rhenium weniger als 12 Stunden betrégt (96,
97), ist die systemische Wirkung relativ kurz. Ein potentieller Vorteil von ***Rhenium
gegentiber den Isotopen *P und Y ist, dald ***Rhenium nicht in den Knochen eingebauit
wird (98).

Verschiedene Autoren verwendeten radioaktive **Phospor-Stents in tierexperimentellen
und klinischen Studien. Schweikert und Hehrlein bezeichneten die Herstellung von
phosphor-Stents  als lonen Implantation (120). Fir diesen ProzeR wird im
Forschungszentrum Karlsruhe eine sehr  spezielle  **P-lonenquelle  bendtigt, ein
Beschleunigungssystem sowie ein 90° Magnet zur Filterung der Verunreinigungen im
¥p_gstrahl (120). Diese komplizierte Stentdotierung resultiert in langeren Bestellzeiten
fur die Stents und erfordert eine gute zeitliche Koordination bezliglich Produktion und
klinischer Verwendung. Die '®*Rhenium-Stents hingegen kénnen vor Ort in ca

15 Minuten radioaktiv dotiert werden.

4.3 Radioaktivitat zur Pravention arterieller Rezidivstenosen

Aufgrund des Primérerfolges ist die PTCA eine Alternative zur koronaren
Bypasschirurgie (56, 57, 58). So hatten 82 % der Patienten in der GABI-Studie (German
Angioplasty Bypass Surgery Investigation-Studie) am Entlassungstag nach PTCA keine
Angina Pectoris Beschwerden (57). Nach der Bypassoperation war zwar der Anteil der
Patienten ohne Angina Pectoris Beschwerden mit 93 % grof3er, die Hospitalisationsdauer
fur diese Patientengruppe war jedoch langer und ein hdherer Prozentsatz erkrankte an
einem Myokardinfarkt (8,1 % im Vergleich zu 2,3 % nach PTCA).

Gegenwartig ist die Rezidivstenose der limitierende Faktor der PTCA (59, 60, 61). Es
wurden zahlreiche pharmakologische und mechanische Therapieansitze zur Reduktion
der Restenose entwickelt. Der Einsatz unterschiedlicher systemisch applizierter
Medikamente wie beispielsweise Lovastatin oder das niedermolekulare Heparin
Enoxaparin erzielten keine relevanten Fortschritte (62, 63, 64, 65). Aus der Gruppe der

mechanischen Ansétze zur moglichen Reduktion der Restenose wie z.B. Atherektomie,
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Laser und Stent, sind ausschliefdlich Stents erfolgreicher als die alleinige intrakoronare
Ballonangioplastie (10, 11, 66, 67).

Im , Stent Restenosis Study Tria“ (STRESS, 10) und in der BENESTENT-Studie (11)
war ein halbes Jahr nach der perkutanen koronaren Intervention die Restenoserate nach
Stentimplantation signifikant kleiner als nach alleiniger Ballonangioplastie. Wie in
Abschnitt 1.1 dargestellt ist die Neointima das entscheidende pathomorphologische
Korrelat der In-Stent Restenose. Grolie Anteile dieser Neointima entstehen infolge
Proliferation glatter Muskelzellen und Formation extrazellulérer Matrix (13, 14, 26, 27).
Ein vielversprechender Ansatz zur Prophylaxe der Rezidivstenose ist ionisierende
Strahlung. lonisierende Strahlen konnen das Wachstum von glatten Muskelzellen und
Fibroblasten sowie die Produktion der Kollagenfasern hemmen (68, 69, 70, 116). Zur
Bestrahlung von Gefél3en eignen sich Beta-, Gamma und Roéntgenstrahlung sowie
gemischte Strahlenquellen. Bisher angewandte Bestrahlungsmethoden kdnnen in externe
und endovaskulare Techniken unterteilt werden. Die endovaskulare Bestrahlung
beinhaltet zwei Moglichkeiten: Bel der auf Katheter basierenden Afterloadingtechnik
wird das Zielvolumen kurzzeitig mit einer relativ hohen Dosisrate bestrahlt. Als
dauerhafte Implantate sind radioaktive Stents eine zweite MaOoglichkeit der
endovaskularen Therapie. Radioaktive Stents bieten den Vorteil, eine geringere Dosisrate
Uber léngere Zeit wirken zu lassen. Da bei radioaktiven Stents geringere Dosisraten as
bei der kathetergestiitzten, endovaskularen Brachytherapie zum Einsatz kommen, sind

weniger aufwendige Strahlenschutzmal3nahmen erforderlich.
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4.3.1 ExterneBestrahlung

Die externe Bestrahlung kann unabhangig von der eigentlichen Intervention durchgeftihrt
werden, was eine Verlangerung der Angioplastie nicht notwendig macht. Die homogene
Bestrahlung der gesamten Gefaldwand ist mdglich und die bisherigen Kathetersysteme
missen nicht modifiziert werden. Die Nebenwirkungen der radioaktiven Strahlen konnen
wie bel der Radiatio von malignen Prozessen durch eine fraktionierte Bestrahlung
reduziert werden. Ein relativ grof3es Volumen in Nachbarschaft zum Zielgefald wird
jedoch wahrend einer externen Radiatio von Arterien mitbestrahlt.

In Tiermodellen wurden gegensétzliche Ergebnisse beschrieben: Die externe Bestrahlung
von Schweinekoronarien (14 Gy) sowie die externe Radiatio der Halsschlagadern von
Ratten mit Energiedosen zwischen 5 Gy und 20 Gy resultierten in einer Reduktion der
Intimahyperplasie (71, 72). Die Beckenarterien in Kaninchen und die Herzkranzgefélie
von Schweinen reagierten nach externer Bestrahlung (3 - 8 Gy) mit einer Zunahme der
Intimahyperplasie (73, 74). Rubin a a. (75) verglichen die tierexperimentellen
Ergebnisse der externen Geféldwandbestrahlung von 11 Studien und stellten fest, dal3 die
Ergebnisse der externen Radiatio weniger reproduzierbar und nicht so konstant sind wie
jene der endovaskularen Bestrahlung.

Nach externer Bestrahlung von Schweinekoronarien mit 14 Gy wurden
Myokardnekrosen beobachtet (76). Mosseri at al. (113) beschrieben ein Modell zur
sichereren und effektiven Gefal3wandbestrahlung bei gleichzeitiger Schonung des
umliegenden Gewebes. Hier handelt es sich um eine in Zukunft mégliche Form der
Teletherapie von gestenteten Koronararterien. Es ist anzumerken, dal3 die fur diese
Therapieform notwendigen Gerdte noch nicht existieren und lediglich als separate
Systeme im strahlentherapeutischen und militérischen Sektor kommerziell erhdtlich sind.
So ist die baldige klinische Anwendbarkeit der externen Radiatio zur Prophylaxe der
Restenose nicht realistisch und wirde zudem eine teure Infrastruktur am Behandlungsort
voraussetzen (114).
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4.3.2 Kathetergestiitzte, endovaskulare Brachytherapie
Uber radioaktive Drahte, Ballons mit Fliissigkeiten und Plomben in Kathetern kénnen

Arterien vor bzw. nach einer Angioplastie bestrahlt werden. Im Gegensatz zur externen
Bestrahlung sind die tierexperimentellen Ergebnisse der kathetergestiitzten
Strahlentherapie einheitlicher. Verschiedene Autoren beschrieben eine Reduktion der
Neointima infolge endovaskularer Bestrahlung mit **Ir (7 bis 25 Gy). Als Tiermodelle
wurden Schweine verwendet, bel denen in Koronararterien durch Ballonangioplastie
(77, 78, 79) oder Stenteinsatz (79) eine Intimaproliferation induziert wurde.

Erste klinische Studien der endovaskularen Radiatio bestétigen die Erfolge an Tieren
(80, 81).Teirstein, Massullo et a. untersuchten an der Scripps Clinic die Wirkung des
Gammeastrahlers **Ir an Patienten mit koronarer Restenose nach Ballonangioplastie oder
Stentimplantation (80, 81). Im Rahmen einer randomisierten klinischen Studie wurden
die Patienten erneut gestentet oder ballonangioplastiert und anschlief3end endovaskular
bestrahlt (mittlere minimale Energiedosis. 7,3 Gy, mittlere maximale Energiedosis:
26,5 Gy) bzw. einer Placebobehandlung zugefuhrt. Nach sechs Monaten betrug die
angiographisch mef3bare Restenoserate 17 % in der Iridiumgruppe (26 Patienten) bzw.
54 % in der Placebogruppe (29 Patienten).

Der Beta Energy Restenosis Trid (BERT) erhidt als erste klinische Studie die
Genehmigung fir die vaskulare Strahlentherapie durch die US Food and Drug
Administration. Nach Ballonangioplastie nativer Koronargefél3e wurden 12, 14 oder
16 Gy Uber *Sr/Y-Katheter endovaskular appliziert. Sechs Monate spéter erfolgte die
Kontrollangiographie der ersten 64 Patienten und ergab mit 14 % eine niedrigere
Restenoserate as erwartet (76, 84). Dieses Ergebnis wurde mit der Restenoserate von
42 % des Lovadtatin Restenosis Trial verglichen, da die Patienten beider Studien
identische Eingangsvoraussetzungen erfllen muf3ten.

Sowohl das *°Sr/Y Beta-Cath System (Novoste, Norcross, GA, USA) wie auch das *Ir-
Checkmate System (Cordis, Miami, FL, USA) wurden in grof3en randomisierten
Multicenterstudien getestet und beide Systeme erhielten die Zulassung fur die Therapie
der In-Stent Stenose durch die US Food and Drug Administration (82).



64 Diskusson

Ein Nachtell der kathetergestiitzten Strahlentherapie ist die verlangerte
Interventionsdauer. In klinischen Studien benétigte das Cordis '*’Ir-Checkmate System
durchschnittlich tGber 20 min fur die Applikation der therapeutischen Strahlendosis (117).

In BERT-Studien wurde das Novoste Beta-Cath System verwendet. Ali et al. (117)
kritiserten am Beta-Cath System, dal3 mit diesem keine Zentrierung der Strahlenquelle
innerhalb der Arterie moglich sai. Systeme, die keine Zentrierung der Strahlenquelle
innerhalb des Gefal3es ermdglichen, erreichen nicht immer eine gleichméidige Bestrahlung
aler Gefal3abschnitte. Insbesondere nach Stentapplikation und in Arterien mit einem
groBerem Querschnitt (> 3,0 — 3,5 mm) dseigt die Bedeutung der fehlenden
Zentrierung (117).

Daher werden zur Zentrierung der Strahlenquelle auch Ballonkatheter benutzt, welche
der Gefalwand gleichmél3ig anliegen. Der Vortell dieser Systeme ist eine gleichméllige
Bestrahlung der Gefald3wand, der Nachteil besteht darin, dal3 die Perfusion gestort wird.
Verin et a. (83) verwendeten einen solchen Ballonkatheter. Trotz der kurzen
Bestrahlungsdauer von 391 + 206 Sekunden muf3te aufgrund intolerabler 1schamien bel 4
von 15 Patienten die Radiatio unterbrochen werden, um die Ballons zu deflatieren (85).
Gleichzeitig sollte die Dosideistung nicht gréRRer als 50 cGy / Sekunden gewahlt werden,
da sonst ein strahleninduziertes Geféldtrauma entstehen kann (86).

Amols et a. (87) schétzen die Gefahr einer Ballonruptur eines Ballonkatheters auf 1 %o.
Ein mit ioniserender Flissigkeit geflllter rupturierter Ballonkatheter wirde diese
radioaktive Substanz systemisch applizieren und den Patienten radioaktiv kontaminieren.

Nicht zuletzt wegen Strahlenkatastrophen wie z.B. in Tschernobyl, Ukraine ist die
Bevdlkerung im Umgang mit radioaktiven Stoffen sensibilisiert. Sicherheitsbedenken und
die erschwerte Handhabung konnten die Akzeptanz der endovaskularen,
kathetergestiitzten Brachytherapie (88) erschweren.

4.3.3 Radioaktive Stents

Der grol3e Vorteil von Stents ist ihre Formstabilitdt. Daher tritt ein ,elastic recoil* bel

den meisten Stentarten nicht in Erscheinung (17, 37). Damit ist im Vergleich zur
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Ballonangioplastie bereits eine Moglichkeit der Restenose ausgeschlossen. Somit ist die
Intimahyperplasie der wichtigste Mechanismus der In-Stent Restenose. Eine radioaktive
Dotierung von Stents ist hierbei besonders geeignet, um die Restenosehaufigkeit zu
verringern.

Ein radioaktiver Stent strahlt kontinuierlich und stellt das Ideal einer fraktionierten
Radiotherapie dar. Die Dauer der Radiatio wird tber die Wahl des Isotops und dessen
Halbwertszeit determiniert. Bisher wurden nur wenige vorklinische und Klinische
Ergebnisse von radioaktiven Stents veroffentlicht (75, 76). Die radioaktive Dotierung der
Stents erfolgte relativ héufig mit P aber auch mit *Y. Y emittiert eine maximale
Energie von 2,26 MeV und die Habwertszeit betrégt 64,5h. *P emittiert reine p-
Strahlung mit einer maximalen Energie von 1,709 MeV und einer mittleren Energie von
0,695 MeV. Die Halbwertszeit von *P betrégt 14,3 Tage (92).

Verschiedene  Arbeitsgruppen  implantierten  **P-Palmaz-Schatz  Stents  in  die
Femoralarterien von Kaninchen, Beckenarterien und Koronararterien von Schweinen
sowie in Koronarien von Hunden. Die I ntimafl&che der **P-Stents in Beckenarterien von
Kaninchen war vier (4 uCi & 13 uCi) und 12 Wochen (13 pCi) nach Implantation
signifikant (89) geringer als die der Kontrollgruppe.

Laird et al. (90) implantierten **P-Stents (0,14 pCi) in die Beckenarterien von Schweinen
und erzielten 28 Tage spater eine signifikante Reduktion der Intimafléche gegenliber der
Kontrollgruppe. Auch in Schweinekoronarien konnte die Intimaflache 28 Tage nach
Implantation eines **P-Palmaz-Schatz Stents (0,15-0,5 pCi und 3-23 pCi) reduziert
werden. Interessant ist, dal3 die mittlere Dosisgruppe (1 pCi) im Vergleich zur
Kontrollgruppe eine grofRere I ntimaflache entwickelt hat.

Verschiedene tierexperimentelle Langzeitstudien konnten den Erfolg der zeitlich kirzer
dauernden Studien der **P-Stents nicht bestétigen: Die Implantation von radioaktiven
¥p_gtents in Schweinekoronarien zeigte in ener Langzeitstudie eine Zunahme der
Intimahyperplasie gegentiber der Kontrollgruppe. Sechs Monate nach Implantation
zeigten die Kontrollstents die kleinste Intimaflache (1,78 + 0,68 mn®) (91). Die
Intimaflache war mehr als doppelt so grol3 wie die der héchsten Dosisgruppe (12,0 puCi).
Erwahnenswert ist ein dosisabhangiges Ansteigen der Intimaflache (1 pCi: 2,23 + 0,66
mne; 3,0uC: 3,39 £ 1,10 mm?; 6,0uC: 3,37 £ 1,02 mn®; 12 uCi: 3,94 £1,21 mn¥) bel
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hoherer Aktivitdt der Stents. Carter et al. diskutierten eine inadaguate kumulative Dosis,
Dosideistung oder eine verspdtete Endotheliserung as mogliche Erklarung der
Ergebnisse (91).

Taylor et al. (92) implantierten **P-Stents (3,5-14,4 uCi) in Koronarien von Hunden.
Nach 15 Wochen war die kleinste I ntimafléche in der Kontrolle zu beobachten. Auch hier
zeigte sich eine dosisabhangige Wirkung: In der Hochdosisgruppe (6,5-14,4uCi) war die
Intimaflache grol3er, die Adventitiaflache kleiner und es waren weniger Endothelzellen
pro Gefal3schnitt vorhanden, als in der Niedrigdosisgruppe (3,56 HCi). In der
Niedrigdosisgruppe war die Intimaflache wiederum grofer, die Adventitiaflache kleiner
und es waren weniger Endothelzellen vorhanden als in der Kontrollgruppe (92).

Die Ergebnisse der Implantation von *Y-Stents (0,25 —16 uCi) in Schweinekoronarien
nach 28 Tagen waren handelsiiblichen Stents (93) nicht Uberlegen. Die Stents mit den
Aktivitéten 4 und 8 pCi induzierten eine grolere Intimaflache as die Stents der
Kontrollgruppe. Die In-Stent Restenose der Ubrigen Aktivitdtsgruppen entsprach
derjenigen der Kontrolle.

Albiero et a. (111) implantieten 122 *P-Stents in Patienten mit koronarer
Herzkrankheit und verwendeten dabel Aktivitéten von 0,75-3,0 uCi (Gruppe 1), 3,0-6,0
UCi (Gruppe 2) und 6,0-12,0 uCi (Gruppe 3). Sechs Monate nach Implantation der **P-
Stents wurde eine Kontrollangiographie sowie ein intravaskularer Ultraschall
durchgefuihrt. Die In-Stent Restenose wurde als Lumenverlust = 50 % definiert und
betrug 6 Monate nach Intervention 16 % in Gruppe 1, 3% in Gruppe 2 und 0% in
Gruppe 3.

Als Intralasion-Restenose definierten Albiero et a. (111) einen Lumenverlust von
mindestens 50 % im Bereich des Stents oder in einem der beiden bis zu 10 mm vom
Stent entfernten nativen Koronararteriensegmente. Diese Intral@sion-Restenose betrug
52 % in Gruppe 1, 41 % in Gruppe 2, und 50 % in Gruppe 3 (111).

Somit zeigte die Studie von Albiero et a. (111) bei einer Radioaktivitét grofder als
3,0. uCi eine fast vollstéandige Inhibition der Intimahyperplasie innerhalb des
Stentsegmentes. Verglichen mit den in der Literatur beschriebenen Ergebnissen Uber
nichtradioaktive Stents, kam es bel Albiero et al. zu einer verstarkten Restenose im
Bereich der ersten 1 bis 3 mm proximal und distal des Stents (111). Dieses verstérkte
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Auftreten der Restenose in den stentnahen Koronarien bezeichneten Albiero et a. (111)
as , edge effect” bzw. ,, candy wrapper.”

Als mogliche Ursachen des ,candy wrapper” diskutierten Albiero et a. zwe
Maoglichkeiten. Einerseits konnten zu grol3e Ballondurchmesser die Gefél3e wahrend der
Intervention an den Stentenden verletzt haben. Andererseits kdnnte eine zu geringe
Strahlendosis an den Stentenden ein verstérktes Wachstum der Intima bewirkt haben,
was sich mit dem steilen Abfall der 3-Strahlung bei zunehmender Entfernung von der
Strahlenquelle erklaren lief3e.

4.4 Eigene Ergebnisse
4.4.1 Neointima nach sieben Wochen
4.4.1.1 Aufbau der Neointima

Ballondenudation, erhthtes Serumcholesterin und die Stentimplantation wirkten in
unserem Arteriosklerosemodell als Wachstumsreize auf die Gefalintima. Sieben Wochen
nach Intervention erfolgte die T6étung der Kaninchen und anschlief3end die Farbung der
Gefal3querschnitte. Zur Auswertung der Strahlenwirkung auf den Gewebeaufbau der
Neointima wurden die HE-, EvG-, RAM- und a-Actin-Préparate mikroskopisch
betrachtet.

Die Neointima der Kontrollgruppe war im Wesentlichen aus drei  Komponenten
zusammengesetzt: Glatte Muskelzellen, Schaumzellen und extrazellulére Matrix. Im
lumennahen Bereich der Neointima waren glatte Muskelzellen der dominierende Zelltyp.
Das morphologische Bild der lumennahen Neointima war ghnlich wie der Aufbau der
Tunica Media einer natrlichen Arterie. Entlang der Lamina Elastica Interna fanden sich
grol¥flachige  RAM-positive Schaumzellareale und ein  geringer Antell glatter
Muskelzellen. Die zahlreichen Schaumzellen waren das Resultat der hohen
Serumcholesterinwerte. Nekrotische Zellen waren nur selten zu beobachten und
granulozytare Infiltrate waren nicht vorhanden. Der Anteil der extrazellularen Matrix war

im lumennahen Bereich hoher als entlang der Lamina Elastica Interna.
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Innerhalb der Neointima, in Néhe zur Lamina Elastica Interna, waren Gefal3neubildungen
vorhanden und konnen als Zeichen einer reifen Intimahyperplasie interpretiert werden
(personliche Mitteilung: Greschniok, Pathologisches Institut TUbingen).

Der Vergleich der intimalen Architektur der Versuchsgruppen zur Kontrollgruppe lief3
strukturelle Unterschiede erkennen. RAM - und a-Actin positive Anfarbungen der
Neointima waren innerhalb der Verumgruppen fleckenformig verteilt. Dazwischen waren
Zellnekrosen, granulozytéare Infiltrate und grofRe Antelle fibrinoider Insudate. Der Aufbau
der Neointima der Versuchsgruppen wirkte ungeordneter als die Intimaarchitektur der
Kontrollgruppe.

Das Erscheinungshild der Intima der Gruppen 2,58 und 8,07 MBq ist vereinbar mit
simultan abgelaufenen Aufbau- und Destruktionsprozessen. Die gleichzeitigen Aufbau-
und Destruktionsprozesse kénnen mit einer Wundheilung der Haut verglichen werden,
bei welcher die Wundkruste immer wieder abgetragen wurde (personliche Mitteilung:
Greschniok, Pathologisches Institut TUbingen).

In den beiden oberen Dosisgruppen war keine Intimahyperplasie vorhanden. An Stelle
einer Neointima fanden sich lediglich Fibrinniederschlége, die hauptsachlich entlang der
Zirkumferenz der Stentstreben zu lokalisieren waren.

Die Zedldichte der Neointima der Verumgruppen war niedriger as die der
Kontrollgruppe. Die Unterschiede der Zelldichte innerhalb der Neointima waren jedoch
nicht signifikant.

Hehrlein et a. (89) hatten ahnliche Ergebnisse und beschrieben einen dosisabhangigen
Effekt der Zelldichte von glatten Muskelzellen. Vier Wochen nach Stentimplantation war
die Zelldichte der 13 uCi Gruppe niedriger as die der 4 uCi Gruppe und die Zelldichte
der 4 uCi Gruppe war wiederum niedriger als die der Kontrolle. Sowohl nach 4, als auch
nach 12 Wochen war die Zelldichte der Neointima in der 13 uCi Gruppe niedriger als die

der Kontrolle.
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4.4.1.2 Féche der Neointima

Es wurde bereits erlautert, dal3 eine Korrelation zwischen der histomorphologisch
mef3baren Intimahyperplasie und der Ausprégung der In-Stent Stenose gegeben ist. Eine,
im Vergleich zu Kontrollstents, verstérkte Intimahyperplase am Stentende oder an der
unmittelbar anschlief3enden nativen Arterie bei Implantation radioaktiver Stents wird als
»edge effect” und ,,candy wrapper” (111) bezeichnet. Demnach wére die Pravention einer
Reangioplastie maglich, falls sich die Reduktion der Intimahyperplasie realiseren lassen
wurde und zugleich kein ,,candy wrapper* auftreten wirde.

In den Aktivitdtsgruppen 15,98 und 25,80 MBq trat keine Neointima auf, wéhrend in der
Kontrollgruppe sowie den beiden unteren Dosisgruppen eine Intimahyperplasie stattfand.
Die FHache der Intimahyperplasie an Gefal3querschnitten wurde kleiner mit steigender
Radioaktivitéat der Stents. 23 Wochen nach Implantation von 25,80 MBg-Stents wurden
zwel Kaninchen get6tet. Anhand von Prdparaten dieser Tiere sollte geklart werden, ob
die ionisierende Strahlung zu einer dauerhaften Reduktion der Intimahyperplasie fuhrte
oder lediglich eine verzogerte Intimabildung bewirkte. Die Prdparate der beiden
Langzeitkaninchen zeigten auch nach 23 Wochen keine Neointima. Somit fuhrte die
Implantation der **°Rhenium-Stents zu einer dauerhaften Unterdriickung der In-Stent
Intimahyperplasie.

Die Messung der Intimadicke an mehreren Punkten der Gefal3querschnitte erschien
notwendig, da Ergebnisse einer klinischen Studie mit *P-Stents eine verstérkte
Restenose am Ubergang des Stents zum nativen Gefl3 zeigten (111). Die Hypothese des
»candy wrapper” konnte in unserem Atherosklerosemodell fur die Hochdosisgruppe
nicht bestétigt werden, da im Vergleich zur Kontrolle keine Postion der
Hochdosisgruppe eine stérker ausgepragte Intima erkennen liel3. Am ehesten sollte der
»candy wrapper® an Position 2, 3 oder 4 erwartet werden (Abb. 3). Die Intima der
Hochdosisgruppe an Position 1, 2 und 4 war signifikant kleiner as die der Kontrolle. An
Position 3 war keine statistische Signifikanz gegeben, d.h. der geringe Unterschied der
Schétzwerte an Position 3 konnte auch zufdllig entstanden sein.

Ergebnisse von Langzeitkaninchen mit nicht radioaktiven Stents waren nicht vorhanden.
Die Ergebnisse von Langsschnitten der 25,80 MBg-Langzeitkaninchen konnten daher

nicht mit Ergebnissen ener Langzeitkontrollgruppe verglichen werden. Bei der



70 Diskussion

mikroskopischen Betrachtung von Langsschnitten der 25,80 MBg-Langzeitkaninchen
waren keine Anzeichen fir einen ,,candy wrapper® zu sehen.

Da die Stents der Hochdosisgruppe weder eine Neointima bildeten noch der, candy
wrapper” in Erscheinung trat, waren in dieser Studie die 25,80 MBg-Stents bezliglich der
Intimahyperplasie den Kontrollgruppenstents tiberlegen.

4.4.2 RAM-11 nach sieben Wochen

Makrophagen sind weder an der Oberflache, noch in der Tunica Media eines gesunden
Gefales anzutreffen. Nach Rubin et al. (108) sind ortsstandige Makrophagen ein tblicher
Bestandtell der atheromatdsen Neointima. Auch Hanke et a. (107) fanden nach
experimenteller Ballonangioplastie in  Kaninchenkarotiden eine Ansammlung von
Makrophagen innerhalb der Intima.

Rubin et a. (108) sehen die Makrophagen as Audoser und Schrittmacher der
Rezidivstenose und postulierten folgende Hypothese der Pathogenese der Restenose:
Waéhrend den ersten 48 Stunden nach Angioplastie initileren Makrophagen der Adventitia
die Vermehrung der ortsstandigen Intimamakrophagen. Rubin et al. (108) zdhlen die
Makrophagen zu den strahlenempfindlichen Zellen, welche mit niedrigen Energiedosen
eliminiert werden kdnnen. Infolge der Ausschaltung der Makrophagen werden einige
Zytosinkaskaden (108) inhibiert, die wiederum einen Proliferations- und Migrationsreiz
der glatten Muskelzellen oder Fibroblasten bewirken wirden. Nach Rubin at a. (108)
unterbleibt schliefflich die Intimahyperplase sowie die Restenose aufgrund der
Radioaktivitdt und der daraufhin fehlenden Proliferation und Migration der
Bindegewebszellen.

Unsere Auswertung der vorhandenen Intima, besonders in Nadhe zur Lamina Elastica
Interna, zeigte grofl3e RAM-positive Areale. Hinsichtlich der RAM-Farbung war weder in
der Intima, in der Media, noch in der Adventitia ein dosisabhdngiger Effekt zu
beobachten.

Unsere Ergebnisse beschreilben das Erscheinungsbild der Makrophagen in der
Gefalwand seben Wochen nach Stentimplantation.  Zur  Auswertung  der
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Wechselwirkungen  von  ioniserender  Strahlung, Makrophagen und dem
Pathomechanismus der In-Stent Stenose wére ein zeitlich differenzierteres
Versuchsdesign von Vortell. Interessant waren Ergebnisse Uber die Préasenz der
Makrophagen in der Gefddwand wéhrend der ersten Stunden und Tage nach

Implantation eines radioaktiven Stents.

4.4.3 Spatwirkungen der endovaskularen Strahlentherapie
4.4.3.1 Allgemeine Spéatwirkungen der endovaskularen Strahlentherapie

Schon geringe Strahlendosen konnen Endothelschdden, eine Fibrose oder eine
strahleninduzierte Atherosklerose bewirken. Hohe Strahlendosen kdénnen Aneurysmen
und Gefal3wandrupturen zur Folge haben (100, 101). Sekunddre Malignome nach
vorangegangener Radiatio sind maligne hdmatologische Erkrankungen, Sarkome und
Karzinome der mitbestrahlten Organe (102, 103, 104, 105).

Das Blutbild der Hochdosisgruppe war sowohl zum Zeitpunkt der Stentimplantation als
auch beim Abtéten unaufféllig und unverandert. Bei der GeféRentnahme am
Versuchsende waren im stentnahen Bereich weder Sarkome noch Karzinome
nachweishar. Es sollte allerdings angemerkt werden, dal3 strahleninduzierte Malignome
bei den verwendeten Strahlendosen und den Versuchszeiten bis zu 23 Wochen nicht
erwartet wurden. Zudem werden andere, in der Literatur beschriebene (43, 44),
niedrigdosierte Strahlentherapien, z.B. nach Keloidnarbenexzision ebenfalls als sicher
bewertet. Estraten bei dieser Therapie bisher keine malignen Entartungen auf.

Da nach Riede-Schéfer (38) die Endothelzellen zu den besonders radiosensiblen Zellen
gehdren, kann an diesen Zellen ein moglicher Strahlenschaden auch schon bel niederen
Dosen detektiert werden. Das Endothel der Vasa vasorum unserer Kaninchen war weder
durch eine Denudation, noch infolge einer Stentimplantation geschédigt. Die 2,58 MBg-
Gruppe, die 8,07 MBg-Gruppe und die 15,98 MBg-Gruppe zeigten Uberwiegend geringe
oder keine Endothelschaden. In den Kurzzeittieren wie auch in den Langzeitkaninchen
der 25,80-MBg-Gruppe waren lediglich geringe Endothelschaden der Vasa vasorum

nachweisbar. Daher kann, trotz der strahleninduzierten Adventitiaveranderungen, der
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relative Strahlenschaden in der Umgebung zu den radioaktiven Stents als relativ gering

beurteilt werden.

4.4.3.2 Z€ll- und Gewebsschaden infolge ionisierender Strahlung

Als Marker fur Zell- und Gewebsschaden infolge ionisierender Strahlung wurden die
Parameter Zellnekosen, Gewebsddeme, fibrinoide Insudate, Verkalkungen und
Degeneration glatter Muskelzellen gewéhit.

Zusammenfassend kann Uber die Ergebnisse aler Gefallwandschichten der Tabellen
10 bis 14 folgende Aussage gemacht werden: Je hoher die Strahlendosis in unserem
Versuchsmodell war, umso ausgepragter zeigten sich die Zellnekrosen, die fibrinoiden
Insudate und die Degeneration glatter Muskelzellen. Die Odeme nahmen ebenfalls mit
steigender Strahlendosis zu, wenn auch in geringerer Deutlichkeit wie weiter
obenstehende Parameter.

Die in dlen Gruppen fehlenden Verkalkungen innerhalb der Adventitia sowie die
gemischte Verteilung der Kalkeinlagerungen im Bereich der Media, lief3en den Schiul3
zu, dal3 in unserem Versuchsmodell zwischen der Hohe der Strahlung sowie dem
Auftreten von Verkalkungen kein Zusammenhang bestand.

Ein Vergleich der histopathologischen Ergebnisse zwischen den Kurz- und den
Langzeitkaninchen der Hochdosisgruppe zeigte, dal? die Ergebnisse sehr dhnlich waren.
Aufgrund der Ahnlichkeit dieser Ergebnisse kann gefolgert werden, daR sich die Zell-
und Gewebsverdnderungen infolge ionisierender Strahlung zwischen der siebenten und

der 23. Woche nach der Stentimplantation nicht verandert haben.

4.4.3.3 Féche, Zdldichte und a-Actin der Media nach sieben Wochen

Die Mediaflache zeigte eine strahlenabhangige Reaktion. Im Dunnett‘s Test zeigten die
Gruppen mit 15,98 MBq und 25,80 MBq eine signifikante Atrophie der Mediaflache
gegeniiber der Kontrollgruppe. Im Vergleich zur Kontrollgruppe hat in der 2,58 MBg-,
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der 8,07 MBg- und der 25,80 MBg-Gruppe eine signifikante Reduktion der Zelldichte
innerhalb der Media stattgefunden. Der dritte auffdllige Parameter war eine
dosisabhéngige Anférbung von a-Actinepitopen. Mit hoherer Strahlendosis waren
geringere Flachen der Media angeférbt.

Die Aufgabe der Tunica Media eines gesunden arteriellen Gefél3es ist unter anderem die
Vasomotorik. Die Vasomotorik besteht aus der Vasokonstriktion durch glatte
Muskelzellen und der Elastizitét entsprechender Fasern. Eine gestentete Arterie ist
formstabil und hat die vasomotorischen Fahigkeiten verloren, was die vasomotorische
Funktion der Media einer gestenteten Arterie Uberfliissig macht.

Die Atrophie der Media kénnte eine Perforation oder auch Ruptur beflirchten lassen, was
jedoch nicht zu beobachten war. AulRerdem stabilisierte die fibrosierte Adventitia die
gesamte Gefal3wand.

4.4.3.4 Fibrose, Zdldichte und a-Actin der Adventitia

Nach externer Radiatio, aufgrund einer malignen Erkrankung im Thorax, wurde bei
Patienten eine fibroserte und verdickte Adventitia beobachtet (109). In
Schweinekoronarien vergrof3erte sich die Adventitiaflache mit steigender Aktivitat der
¥p_gstents (91). Eine kontrare Wirkung zeigten *P-Stents bei vergleichbaren Aktivitéten
in Herzkranzgefél3en von Hunden (92).

Die Tunica Adventitia in unserem Experiment zeigte sowohl fir a-Actin, as auch
beziiglich der Zelldichte einen dosisabhéngigen Effekt. Die Zelldichte der Adventitia in
der Hochdosisgruppe war signifikant hoher as digenige der Kontrollgruppe. Die a-
Actin-Farbung der Adventitia zeigte eine kontinuierliche, dosisabhéngige Zunahme der
angefarbten Areale mit steigender Radioaktivitdt. Die Strahlung, welche die Adventitia
erreichte, provozierte eine Transformation des faserreichen, ruhenden Gewebes der
Adventitia in aktives, myozytenhaltiges Gewebe. Ob ruhende, ortsstandige Zellen eine
Reaktivierung erfahren haben oder eingewanderte Zellen die Ursache fur das Phéanomen

waren, konnte aus den angestellten Untersuchungen nicht beantwortet werden.
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Die Theorie, die beinhaltet, dal’ nach Verletzung einer Arterie glatte Muskelzellen aus
der Adventitia in die Neointima einwandern (108, 110), sieht die Tunica Adventitia als
Zielgewebe der arteriellen Brachytherapie, da radioaktive Strahlung die Proliferation
glatter Muskelzellen und die Migration von Myofibroblasten aus der Adventitia hemmt.
Die Adventitia unserer Kaninchen fibrosierte dosisabhangig: Mit steigender Strahlendosis
nahm das Ausmald der Fibrose zu. Die Fibrose aul3erte sich pathomorphologisch als
verdickte Adventitia. Bel der Praparation lief3en sich die einzelnen Gewebeschichten
nicht mehr voneinander trennen. Die Aorta war fest mit dem umliegenden Gewebe wie
z.B. dem Musculus psoas verwachsen. Keines der Kaninchen zeigte ein Aneurysma oder
eine Ruptur seiner Aorta. Aufgrund der verdickten und fibrosierten Adventitia wéren
diese Spétwirkungen auch eher unwahrscheinlich gewesen.

In unseren Untersuchungen wurden keine Nachteile durch die Fibrosierung der
Adventitia beobachtet. Es mul3 jedoch hinterfragt werden, inwieweit die Fibrose der
Adventitia zu Dysfunktionen fuhrte. Da mikroskopisch nur schwache Strahlenschéden an
Vasa vasorum und Kkeine Irritationen an Nerven sichtbar waren, scheint die
Strahlenwirkung auf das Gewebe der Adventitia selbst beschrankt geblieben zu sein.

4.4.3.5 Granulozytare und mononukledre Infiltrate

Granulozyten und mononukleére Zellen geben Auskunft Gber den Entzindungsstatus
eines Gewebes. Zahlreiche Granulozyten sind ein Zeichen der relativ frihen zelluldren
Immunreaktion und mononuklegre Zellen sind ein Hinwels eines zeitlich weiter
fortgeschrittenen Entztindungsstatus.

Mit steigender Radioaktivitdt nahm die Dichte der granulozytéren Infiltrate in
Nachbarschaft zu den Stentstreben, in der Intima, in der Media und in der Adventitia zu.
In Nachbarschaft zu den Stentstreben und innerhalb der Tunica Adventitia nahm die
Dichte der mononukledren Infiltrate mit steigender Radioaktivitdt zu. Innerhalb der
Intima und der Media war die Dichte der mononukledren Infiltrate unabhéngig von der
Strahlendosis.
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Mogliche  Entzindungsreize  unseres  Versuchsmodells  konnten  erhdhtes
Plasmacholesterin, Ballondenudation, ionisierende Strahlung und Fremdkorperreaktionen
gewesen sein. Die Durchfiihrung der Ballondenudation und die Cholesterinfitterung
waren standardisiert, womit diese méglichen Entziindungsreize in alen Kaninchen gleich
gewirkt haben. Fabrikneue Palmaz® Stents wurden in die Kaninchen der Kontrollgruppe
implantiert. Den Kaninchen der Versuchsgruppen wurden radioaktive Stents appliziert.
Als Folge der radioaktiven Dotierung konnte die Oberflache der Verumgruppenstents
verandert worden sein. Somit unterschieden sich die in unserer Studie verwendeten
Stents in ihrer Radioaktivitét und eventuell in ihrer Oberflache. Die unterschiedliche
Dichte der Granulozyten und mononukledren Zellen konnte infolge der Radioaktivitét
oder der moglicherweise veranderten Oberflache entstanden sein.

Fremdkorperreaktionen in unmittelbarer Nadhe zur Strebe, aufgrund einer eventuell
verédnderten Oberflache, konnten die verstérkten Infiltrate der Entziindungszellen in Néhe
Zu den Stentstreben erkléren. Zur Klarung dieser Fragestellung wére eine weitere, nicht
radioaktive Versuchsgruppe notwendig, deren Stents dieselbe Oberflache wie die der

radioaktiven Stents aufweisen wirde.

4.4.3.6 Intraluminales Endothel und spéte Thrombose

Die physiologische abdominale Aorta eines Kaninchens bildet ihre luminale Grenze zum
Blutstrom aus einschichtigen Endothelzellen (54). Dieses Endothel bildet den Faktor-
V111, welcher auch v. Willebrand Faktor genannt wird. Gegen den Faktor-V11I gerichtete
Primarantikorper konnen daher as Teil einer Immunhistochemie das Endothel einer
Aorta anfarben (54). In unseren Studien konnte sieben Wochen nach Denudation mittels
eines inflatierten 2F Embolektomiekatheter und anschlief3ender Stentimplantation ein
dosisabhangiger Effekt der Endothelregeneration beobachtet werden: Innerhalb der
Kontrollgruppe war eine ausgepragte Endothelregeneration vorhanden. In der kleinsten
Dosisgruppe wurde eine starke Variation der Endothelregeneration beobachtet. In den
Ubrigen Dosisgruppen der Kurzzeitkaninchen war die Faktor-VIII — Immunhistochemie

ohne Anfarbung.
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Eine Regeneration des Endothels konnte auch bei den Langzeittieren der 25,80 MBg-
Gruppe nicht nachgewiesen werden. Demnach flhrte die Implantation der 25,80 MBg-
Stents zu einer langfristigen Schadigung der intraluminalen Endothelregeneration.
Tanaka (54) et a. denudierten die Aorta von Weil3en Neuseelandkaninchen tber eine
Strecke von 2 cm. Sie berichteten, dal3 sich 30 Tage nach Intervention bel einem von
sechs Kaninchen das Endothel vollstandig regeneriert hat. Das Endothel der funf Ubrigen
Kaninchen hatte sich grof3flachig, aber nicht komplett regeneriert. Somit sind die
Ergebnisse unserer Kontrolltiere mit denen von Tanaka et a. (54) vergleichbar.

Hehrlein et a. (89) implantierten **P-Stents ohne vorherige Denudation. Bereits nach
vier Wochen war in alen Gruppen eine Endothelregeneration festzustellen. Erganzend
wurde Uber eine dosisabhangige Endothelregeneration berichtet: Je grofRer die Aktivitéat
war, umso schwéacher zeigte sich die Ausprdgung der Endothelregeneration. Taylor
et a. (92) kommentierten dies bei  dhnlichen Versuchsanordnungen: Drei Monate nach
Implantation von 6 pCi Stents in Kaninchen war ausschliefdlich ein Drittel der
endoluminalen Oberflache mit Endothel bedeckt.

Die Konsequenzen einer verspdteten Endotheliserung nach Stentimplantation sind
unklar. Nach Waksman (106) konnte aufgrund einer verspateten Endothelregeneration
infolge der Radioaktivitdt die Thrombosegefahr nach Stentimplantation ansteigen.

Wie bereits in Kapitel 1.2 erwahnt, ist die akute Thrombose wahrend der Intervention
und bis zu 30 Tage nach Stentimplantation ein bekanntes Problem. Dieses
Thromboserisko nach Implantation von nicht radioaktiven Stents konnte mittels
Anderungen der periinterventionellen Medikation auf unter 1 % gesenkt werden (17).
Costa et al. (126) berichteten tber ein neues Phdnomen im Gebiet der Interventionellen
Kardiologie: Sechs von 91 Patienten entwickelten spate thrombotische Gefél3verschllisse,
welche sich als kardiale Arrhythmien und akute koronare Syndrome manifestierten. Die
Thrombosen traten 2-15 Monate nach einer Intervention in Kombination mit Bestrahlung
auf. Dieses Phdanomen ging mit verschiedenen potentiellen Komplikationsfaktoren wie
Gefallwanddissektionen und Absetzen der Acetylsaicylsdure-Therapie einher. Die
Patienten wurden mittels verschiedener [3-Strahlern und unterschiedlicher Gesamtdosen
bestrahlt.
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Als potentielle Audéser der spdten Thrombose nach intrakoronarer Brachytherapie
diskutierte Waksman eine verzogerte Endothelregeneration, nicht verheilte Dissektionen,
Gewebsarrosionen in Nahe der Stentstreben, fibrinreiche und gering organisierte luminale
Thromben sowie GefalRspasmen. Costa et al. und Waksman erwahnten, dal’ die Atiologie
der spéten Thrombose bei diesen sechs Patienten nicht unbedingt auf die Radiotherapie
zurlckgefuhrt werden koénne. Die Autoren forderten grof3zahlige und randomisierte
Studien zur Klérung der Pathogenese der spéten Thrombose und ihrer genauen Inzidenz.
Als Konsequenz dieser Beobachtungen wurde die verléngerte Anwendung von
Acetylsalicylsdure, Clopidogrel oder Ticlopidin nach intrakoronarer Brachytherapie
empfohlen.

In unseren Studien wurde die Gerinnung der Kaninchen mittels Heparin und
Acetylsalicylsdure gehemmt. Das Heparin wurde postoperativ nach 3 Tagen abgesetzt,
die Acetylsalicylsdure wurde bis zur Abtétung verabreicht. Ein Tier der 2,58 MBg-
Gruppe starb wahrscheinlich infolge eines Thrombus innerhalb des Stents. Das Tier
verstarb am dritten postoperativen Tag. Diese arterielle Thrombose erklarten wir uns as
Folge der Sanduhrform des Stents und nicht als Folge der Radioaktivitéat. Sonstige akute,
subakute oder spate Thrombosen traten in unserer Studie nicht auf. Es konnte eine
diskrete Ablagerung von thrombotischem Material an den Stentstreben nachgewiesen
werden. Dieses thrombotische Material war jedoch so gering, dal? keine Stenose mef3bar
war.

Somit traten bei keinem der Kaninchen mit regelrecht implantierten Stents thrombotisch
bedingte Einengungen oder Verschliisse auf. Anhand unserer Untersuchungen konnte
demnach keine erhéhte Thrombosegefahr bel Verwendung von ‘*°Rhenium-Stents
festgestellt werden.

4.5 Schluf3folgerungen

Diese Studie zeigte, dai? die Implantation von '*°Rhenium-Stents in die Aorta von
Kaninchen durchfiihrbar ist. In einem Zeitraum von 14 Tagen wurde in vivo weniger as
10 % der radioaktiven Dotierung der Stents abgeschwemmt.
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Die Implantation der ***Rhenium-Stents fiihrte zu einer dosisabhéngigen Suppression der
In-Stent Intimahyperplasie. In den 15,98- und 25,80 MBQg-Gruppen war nach sieben
Wochen keine In-Stent Neointima vorhanden. Nach 23 Wochen zeigten auch die beiden
Langzeitkaninchen  der 25,80 MBg-Gruppe  keine  Intimahyperplase.  Ein
»candy wrapper" wurde nicht beobachtet. Die Regeneration des intraluminalen Endothels
der Aorta wurde gestort. Spate Thrombosen traten nicht auf. In den hier verwendeten
Aktivitéten bis 25,80 MBq wurden keine weiteren ernsthaften biologischen Neben- oder
Spatwirkungen der ***Rhenium-Stents beobachtet.

Das verwendete Tiermodell zeigte, dal? mittels Implantation von **Rhenium-Stents eine
Pravention der Restenose nach Angioplastie mdaglich ist. Die verwendeten radioaktiven
Stents sollten aber noch in weiteren Tiermodellen gepriift werden. Da Tiermodelle die
Pathomechanismen der In-Stent Restenose im Menschen jedoch nicht exakt simulieren

kénnen, sollten schlieRlich klinische Studien das Potential von **°*Rhenium-Stents priifen.
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5 Zusammenfassung

Die Restenoserate nach Angioplastie kann durch den gezielten Einsatz von Stents
verringert werden. Trotzdem lag die Restenoserate im Stent Restenosis Study Tria
(STRESS), sechs Monate nach Stentimplantation, bel 31,6 %. Intravaskularer Ultraschall
und Autopsien bewiesen, dal3 die Neointima das entscheidende pathomorphologische
Korrelat der In-Stent Restenose darstellt und somit Hauptverursacher der In-Stent
Restenose ist. Ergebnisse von tierexperimentellen und klinischen Studien zeigten, dal3 die
Intimahyperplasie durch intravaskulare Strahlentherapie gehemmt werden kann.

Anhand der durchgefiihrten Studie sollten die Auswirkungen von radioaktiv dotierten
'%Rhenium-Stents auf die GefaRwand untersucht werden. Von besonderem Interesse
war die Intimahyperplasie in Abhéngigkeit von der Radioaktivitéat der Stents.

Die Auswertung erfolgte an Prdparaten von 35 Weil3en Neuseelandkaninchen. Zur
Induktion einer Intimahyperplasie erhielten alle Versuchstiere préoperativ eine 0,5 %ige
Cholesterindidt Uber vier Wochen. Intraoperativ erfolgte eine Ballondenudation der
infrarenalen Aorta. AnschlieRend wurden die Pamaz® Stents implantiert. Sieben
Wochen nach Implantation von radioaktiv dotierten ***Rhenium-Stents (2,58 MBq [n=6],
8,07 MBqg [n=6], 15,98 MBq [n=6], 25,80 MBq [n=8]) bzw. nicht radioaktiven
Kontrollstents (n=7) wurden 33 Kaninchen getotet. Zwel Kaninchen mit ***Rhenium-
Stents der Aktivitét 25,80 MBq wurden 23 Wochen nach Implantation getttet.

Im GefaRquerschnitt betrug die Intimafléache der Kontrollgruppe 2,20 + 0,86 mnY’. Die
Versuchsgruppen zeigten ene dosisabhdngige Abnahme der  Intimafléche
(0,52 + 0,55 mnv* [2,58 MBq]; 0,36 + 0,53 mn'* [8,07 MBg] und 0,0 mnv [15,98 MBq
und 25,80 MBq]). Die Intimaflache der beiden Langzeitkaninchen der Hochdosisgruppe
betrug ebenfalls 0,0 mm?. In den Gefadlangsschnitten der Hochdosisgruppe konnte an
den Stentenden keine verstérkte Intimahyperplasie beobachtet werden. Die radioaktive
Strahlung flihrte zu einer Stérung der Regeneration des intraluminalen Endothels der
Aorta. Spéte thrombotische Gefal3verschliisse traten nicht auf.
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