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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Atherosklerose

Erkrankungen, die aufgrund von Atherosklerose entstanden sind, bilden die To-
desursache Nummer eins in den Industrienationen (20). Deswegen wurde
schon eine Vielzahl von epidemiologischen und experimentellen Studien durch-
gefuhrt, um die Pathogenese zu erforschen und Risikofaktoren zu ermitteln, die
die Atherosklerose begunstigen.

Die WHO definiert die Atherosklerose wie folgt: ,Die Atherosklerose ist eine va-
riable Kombination von Veranderungen der Intima, bestehend aus einer herd-
formigen Ansammlung von Fettsubstanzen, komplexen Kohlenhydraten, Blut
und Blutbestandteilen, Bindegewebe und Kalziumablagerungen, verbunden mit
Veranderungen der Arterienmedia“ (20).

Zu den Ursachen dieser Erkrankung zahlen die Hypercholesterinamie, die arte-
rielle Hypertonie, der Nikotinabusus und der Diabetes mellitus als Faktoren ers-
ter Ordnung. Als Risikofaktoren zweiter Ordnung lassen sich noch Adipositas,
Hyperurikamie, Stress, hormonelle Bedingungen und Bewegungsmangel auf-
fuhren. Die positive Beeinflussung dieser Faktoren in Richtung der Normwerte

fuhrt zu einer Vermeidung bzw. einer Verminderung der Atherosklerose.

1.2 Arterielle Verschlusskrankheit

Zu den Erkrankungen durch Atherosklerose gehoren die peripher arterielle Ver-
schlusskrankheit (paVK) und die koronare Herzkrankheit (KHK) (20).
Die koronaren Herzkrankheit zeigt folgende klinische Erscheinungsbilder: die

chronisch stabile Angina pectoris, die instabile Angina pectoris, die stumme



Einleitung

Myokardischamie, Herzrhythmusstorungen einschliel3lich des plétzlichen Herz-
todes und im Falle einer Totalstenose des GefalRes ein Myokardinfarkt.

Die KHK ist in der Bundesrepublik Deutschland die Todesursache Nummer
eins. 5-10% der mannlichen Bevdlkerung leiden daran, wobei das Geschlech-

terverhaltnis zu deren Ungunsten bei 4:1 liegt (20).

Die paVK tritt bei 11% der mannlichen Gesamtbevolkerung auf. Frauen sind 5-
mal weniger betroffen als Manner. Klinisch wird die paVK nach den verschiede-
nen Stadien gemafl Fontaine eingeteilt.

Das Stadium | beschreibt Beschwerdefreiheit oder uncharakteristische Miss-
empfindungen.

Das Stadium Il sind belastungsabhangige Beschwerden und wird unterteilt in
lla, die Gehstrecke liegt Uber 200m, und IlIb, die Gehstrecke ist kleiner 200m.
Hier treten Schmerzen durch die mangelnde Deckung des Sauerstoffbedarfs
der Muskeln bei Belastung auf.

Bei der paVK im Stadium Il nach Fontaine zeigen sich folgende Symptome: die
Beine sind schlecht durchblutet, kalter, blaulich verfarbt, haben ein marmorier-
tes Aussehen, sowie trophische Storungen und sind schmerzhaft.

Im Stadium IV schreitet neben den Ruheschmerzen der Gewebsuntergang mit

Nekrosen oder Gangran fort.

1.3 Therapiemoglichkeiten

Zur Therapie der arteriellen Verschlusskrankheit sind schon viele Ansatze ver-
folgt und auch wieder verlassen worden. Dazu zahlt die pharmakologische Sys-
temtherapie, die jedoch nicht wirksam war, da zu niedrige Therapeutikaspiegel
am Lasionsort erreicht wurden, bzw. die Konzentrationen bereits toxisch fur den

Organismus wurden. Die lokale Therapie der Stenosen wurde angestrebt und
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scheiterte auch, da entweder zu wenig Medikament ins Gewebe penetrierte
oder bei der Applikation ein zu groRer Schaden gesetzt wurde (58). Als Gold-
standard gilt im Moment neben gefal3chirurgischen MalRnahmen (Ausschalplas-
tik, Bypass) die minimalinvasive endovaskulare Therapie.

Als endovaskulare Therapiemoglichkeit steht neben der Zerstorung des athe-
romatdosen Materials mit dem Laser, oder der Entfernung mit dem Rotablator
vor allem die perkutane transluminale Angioplastie (PTA) evtl. mit zusatzlichem
Stent zur Verfugung (57).

Bei der konventionellen PTA wird Uber einen femoralen oder seltener einem
brachialen arteriellen Zugang ein Ballonkatheter bis in die Stenose vorgescho-
ben und diese dann durch Inflation des Ballons aufgedehnt. Das atheromatdse
Material wird in die Gefaldwand gepresst und das Gefalllumen dadurch eréffnet
und geglattet. Die primare technische Erfolgsrate liegt bei iber 90%.

Eine Stenose der Nierenarterie z.B. verursacht arterielle Blutdruckerhéhungen,
die sich in 30-75% durch PTA auf Normwerte senken lassen. Bei fibromuskula-
rer Dysplasie steigen die Erfolgsraten auf 80 - 95% (70). Die PTA ist auch beim
Subclavian-Steal-Syndrom als Therapie der Wahl anzusehen (6).

Der limitierende Faktor der PTA ist die langfristige Restenose in dem primar er-
folgreich aufgedehnten Gefall. Die Restenose ist definiert als eine Lumenei-
nengung um als 50% des betroffenen Gefalles ausgehend vom ersten erfolg-
reichen Ergebnis. Als Ursache der Restenose konnten der elastic vessel recoil,
die reflektorische Engstellung durch Ruckstellkrafte des dilatierten Gefal3es, die
Neointimahyperplasie sowie Umbauprozesse in der GefalRwand ausgemacht
werden, die durch GefalRwandverletzungen bei Dilatation und durch wandstan-
dige Thromben verursacht wurden. Durch die oben genannten Reize kommt es
zu einer abnormen Migration und Proliferation der glatten Muskelzellen und ei-
ner Deposition von extrazellularer Matrix, die eine intimale Hyperplasie erzeu-
gen.

Die Wiederverschlussrate auf der Grundlage einer Restenose oder Thrombose

liegt bei den peripheren Gefalten im iliacalen Bereich bei 5-10%, in der Arteria
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femoralis superficialis bei 40-70% und bei den koronaren zwischen 20-40% (20,

33, 38, 59, 70) nach einem Zeitraum von 4-6 Monaten.

Als Therapieoption bei Restenose besteht die gut verfligbare und einfache
Maoglichkeit noch einmal nachzudilatieren.

Die Einfuhrung der Gefallendoprothese, dem Stent, stellte einen enormen Fort-
schritt dar. Der Stent kann primar implantiert werden um einen elastic vessel
recoil zu verhindern, oder auch sekundar nach initial nicht erfolgreicher PTA
(74). Die Implantation eines Stents wird Uber den gleichen arteriellen Zugang
wie die PTA vorgenommen. Hierbei wird wieder ein Katheter bis an die Steno-
sestelle eingefuhrt. Bei ballonexpandierten Stents sitzt an der Spitze des Kathe-
ters ein Ballon, auf dem die Gefallendoprothese aufgebracht ist. Wenn der
Stent richtig platziert ist, wird der Ballon aufgeblasen, und der Stent an der ver-
engten Stelle expandiert und die Stenose so aufgedehnt. Bei selbstexpandieren
den Stents wird der gefaltete Stent an der gewlnschten Stelle positioniert und
die Schutzhulle entfernt, so dass er sich entfalten kann. AnschlieRend wird der
Katheter zurlickgezogen und der Stent verbleibt im Gefal3.

Durch die Verwendung der Stents konnte zum ersten Mal seit EinflUhrung der
PTA eine signifikante Verminderung der Restenoserate nach dieser Intervention
nachgewiesen werden (38, 74), da sie den elastic recoil und das remodelling so
gut wie eliminieren. Mittlerweile sind mehr als 50% aller Eingriffe an Herzkranz-
gefallen Stentimplantationen. Die Platzierung von Stents in GefalRabschnitten
distal des Leistenbandes zeigt bis jetzt noch keinen deutlichen Vorteil gegen-
uber der PTA (41). In den BeckengefalRen besteht eine hohe Rate an primarer
Stentimplantation vor allem, wenn zahlreiche verkalkte Plaques vorliegen, da
die Restenoserate bei alleiniger PTA bei 40-70% liegt.

Das Einbringen von Stents in den ungenugend dilatierten Gefaldabschnitt kann
die okklusive Rezidivrate nach PTA senken. Es tritt jedoch eine unerwinschte
Nebenwirkung auf. Bei 20-40% der Patienten war nach erfolgreicher Platzie-

rung einer GefalRendoprothese eine erneute Verengung im Stent selbst aufge-
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treten (31, 64, 68), die so genannte in-stent-Restenose. Dies wird durch den
massiven Reiz der Implantation und des verbleibenden Fremdmaterials ausge-
|6st, die ein vermehrtes Wachsen der Intimazellen und der glatten Muskelzellen
der Media zur Folge haben. Um diese Zellproliferation zu verhindern, wurden
viele verschiedene Lésungsansatze getestet. Darunter wurde die Oberflachen-
beschaffenheit der Stents verandert, die Legierungen modifiziert, um die Stents
inerter zu gestalten (28, 44, 59). Keiner dieser Versuche fuhrte bisher zu einer

optimalen Lésung.

1.3.1 Restenosebehandlung mit ionisierenden Strahlen

SchlieRlich wurde dazu Ubergegangen, die Areale, die mit einem Stent verse-
hen werden sollen, entweder perkutan oder endovaskular mit Radioisotopen in
einem after-load-Verfahren zu bestrahlen. Diese Therapie wirkt eher unspezi-
fisch auf mehrere Ursachen der Restenose, indem ein Proliferationsstop indu-
ziert wird. Die benigne aber unerwinschte Hyperplasie der Intima und Media
wird dadurch verringert, bzw. verhindert (30).

Die endovaskulare Brachytherapie nach Stentimplantation ist mittlerweile evalu-
iert und vermindert die in-stent-Restenose (23), indem sie das Ubermallige
Wachstum der Intima und der Media in mit Stents versehenen oder ballondila-
tierten GefaRabschnitten hemmt. Eine Strahlentherapie mit Iridium'® ergab im
Vergleich mit der Kontrollgruppe eine signifikant verringerte Restenoserate (87).
Da diese Bestrahlungsverfahren jedoch sehr aufwandig sind und nur an grof3en
Zentren durchgefuhrt werden kénnen, wurde schliel3lich versucht, die Stents
selbst radioaktiv zu beschichten (14, 37). Die radioaktiv beschichteten Stents
sorgen fur ein luminales Gerust, wodurch pathogenetische Faktoren wie elastic
recoil und remodelling eliminiert werden. Hier besteht eine direkte und lokale
Applikationsflache flr die Strahlentherapie ohne Dosierungsproblem wie bei der

Medikamententherapie.
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1.4 Fragestellung

Die vaskulare Brachytherapie, sowohl mit Gamma- als auch mit Beta-Strahlen,
ist zur Pravention der Restenose in gestenteten Arealen bewiesen (24). Die ver-
fahrenstechnischen Umstande und der Zeitaufwand sind jedoch immens. Es
bedarf mehrerer Disziplinen: dem Interventionalisten, dem Strahlentherapeuten
und dem Sicherheitspersonal, zusatzlich dazu Raumlichkeiten, die gemafl} den
Sicherheitsvorschriften der Strahlentherapie ausgestattet sind. Zur Lésung die-
ser wirtschaftlichen Probleme wurden die Stents als Trager der radioaktiven
Substanzen verwendet. In Versuchen mit P*-beschichteten GefaRendoprothe-
sen zeigte sich eine Verringerung der in-stent-Restenose und praktikabler
Handhabung. Im follow-up dieses Versuches zeigte sich am Rande des Stents
jedoch, an dem die Bestrahlungsintensitat geringer wurde, eine erneute Veren-
gung, der so genannte candy-wrapper oder edge-effect (2). Bei diesem von Al-
biero et al. beschriebenen Effekt handelt es sich um eine neue strahleninduzier-
te Restenose an den Enden des Bestrahlungsfeldes.

Ziel der vorliegenden experimentellen Arbeit war, die Effekte eines mit Rheni-
um'®® - beschichteten Stents zu priifen. Die Uberlegung besteht darin, dass
durch ein anderes Isotop im Vergleich zu P*? der candy-wrapper méglicherwei-
se nicht auftritt, da Rhenium'®® eine geringere Halbwertszeit und eine héhere
Energie aufweist. Rhenium'® ist zudem schneller verfigbar und somit klinisch

praktikabler.

Folgende Fragen sollten beantwortet werden:

B Verandert die Beschichtung der Stents mit Rhenium'®® die Stentoberfliche
so, dass eine erhohte Thrombogenitat daraus resultiert?

B Kann die Therapie mit Rhenium'® —beschichteten Stents die Restenose re-
duzieren, besteht eine Dosisabhangigkeit und kann der mogliche positive Ef-

fekt auch nach langerer Zeit gehalten werden?
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® Wird durch die Applikation von Rhenium'® — beschichteten Stents vermehrt
Neointima an den Stentenden induziert?
B Wie ausgepragt sind die histopathologischen Veranderungen durch die Strah-

lentherapie mit Rhenium'®® ?
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2. Material und Methodik

2.1 Thrombogenitatsuntersuchung in vitro

2.1.1 Stent und Beschichtung

Far den Versuch wurden insgesamt 14 Palmaz-Schatz-Stents mit einer Lange
von 6,4 cm verwendet. Sieben davon waren in Originalform vom Hersteller. Die
anderen sieben wurden vom ,Institut fur Bioanorganische und Pharmazeutische
Chemie® im Forschungszentrum Rossendorf ,kalt dotiert, d.h. die Stents wur-
den, wie folgt, mit einer Beschichtung versehen, die alle Schritte bis auf das ra-
dioaktive Rhenium enthielt. Der Stent wurde mit der Markierungslosung (1ml
0,9%ige NaCl + 1ml 2N HCI + 3ml 1N HCI) in einer verschlossenen Ampulle bei
100°C fir 13 min erhitzt. Danach wurde die Ampulle auf Raumtemperatur ge-
kuhlt, der Stent entnommen und auf Zellstoff getrocknet. Anschliellend wurde
der Stent in 0,1M ethanolischer Tetrabutylammoniumperchloratldsung gespult
und auf Zellstoff getrocknet. Der Stent wurde nun in eine Quarzampulle Uber-
fihrt und an einer Hochvakuumapparatur evakuiert auf kleiner 10 Torr und
danach im Ofen fur 15 min auf 950°C erhitzt. Diese Beschichtung ohne das ra-
dioaktive Isotop diente dazu, die Auswirkung des Beschichtungsverfahrens auf
die Oberflache des Stents zu untersuchen. Im Folgenden wird die Thromboge-
nitdtsuntersuchung, die zum Vergleich der Stentoberflache nétig war, beschrie-

ben.

2.1.2 Chandler- loop

Der Chandler-loop ist ein in-vitro-Modell, das den menschlichen Blutkreislauf
imitieren soll. Der Versuchsaufbau bestand aus einem Wasserbad und einer

Walze (siehe Abb.1). Das Wasserbad wurde standig bei 37°C gehalten, indem
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eine Pumpe das Wasser fortlaufend Gber einen Thermostat und einen Erhitzer
hinweg austauschte. Die Walze lag zu 80% im Wasser und rotierte, dem arte-
riellen Blutfluss nachempfunden, 15-mal pro Minute. Auf der Walze waren he-
parinbeschichtete Schlauche (Jostra, Hirrlingen, Deutschland) mit einem Innen-
durchmesser von 4,5 mm und der Lange von 50 cm angebracht. Die Schlauche
wurden mit einer Plastikmanschette zu einem llickenlosen Kreis (loop) ge-
schlossen. Zuvor wurden die Stents im Schlauch gegenuber der Schlauchver-
schlussstelle mit einem Dilatationkatheter (Cordis, Warren, USA) bei 10 bar 20s
lang expandiert und mit dem frisch entnommenen Vollblut (12 ml) aufgefulit.
Durch die nun rotierende Walze wurde das Schlauchmaterial zirkular mitbe-
wegt, die Blutmenge blieb aber aufgrund der Schwerkraft am selben Platz, so
dass sich der eingebrachte Stent am Vollblut vorbeibewegte. Das physiologi-
sche Konzept wurde zwar umgedreht, aber die Strdomungsgegebenheiten blie-
ben dieselben.

Der Vorteil dieses modifizierten Chandler-loops bestand darin, dass ein Pump-
mechanismus umgangen wurde, wodurch die Blutbestandteile einem mechani-
schen Trauma ausgesetzt gewesen waren.

Ein solches Trauma hatte zu so einer starken Aktivierung der Thrombozyten
gefuhrt, dass eine exakte Erfassung des Aktivierungspotentials der Stentfremd-
oberflache nicht moglich gewesen ware. Durch die zusatzliche Heparinbe-
schichtung des Schlauchmaterials wurde die Aktivierung des Gerinnungssys-

tems minimiert.
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Stent 2°+4°
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Abb. 1: Chandler-loop-Modell, schematisch

Links ist der Blutschlauch im Wasserbad gezeigt, von dem aus die Wasserzulei-
tung fur die kontinuierlich aufrechterhaltene Temperatur zum Thermostat und
Erhitzer nach rechts laufen.

2.1.3 Blutspender und Blutgewinnung

Um aulere Einflussfaktoren auf die Messgroéfien zu vermeiden, wurden flr die
Blutspender folgende Ausschlusskriterien definiert: Raucher oder Medikamen-
teneinnahme in den letzten 14 Tagen, die die Hamostase oder die unspezifi-
sche Abwehr verandern, wie z.B. Acetylsalicylsaure, nichtsteroidale Antiphlo-
gistika oder hormonelle Kontrazeptiva.

Die Blutentnahme erfolgte moglichst schonend, um die Auslosung der Gerin-
nungskaskade gering zu halten. Aus einer Cubitalvene wurde mit 19-Butterfly-
Kanulen Uber einen Multiadapter Blut in Neutralmonovetten entnommen. In den
Monovetten war ein Teil Liguemin (Roche N25000, Basel, Schweiz) und zu

neun Teilen Blut vorgelegt, was 5000 IE Heparin auf 10 ml Losung entsprach.
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2.1.4 Probenverarbeitung

Die gewonnene Blutmenge wurde aus den mit Heparin vorgelegten Monovetten
in die Schlauche geflllt. Jeder Schlauch fasste 12 ml Blut.

Zu zwei verschiedenen Zeitpunkten wurden Untersuchungen vorgenommen:
eine zum Zeitpunkt t=0 min direkt nach der Blutentnahme ohne Stentkontakt
und eine weitere zum Zeitpunkt =120 min nach 120 min mit Stentkontakt im
Chandler-loop.

Nach Beendigung der Laufzeiten t=0 und t=120 wurden die Proben direkt aus
dem Schlauch in drei verschiedene daflir vorgesehene Monovetten Uberfuhrt.
Eine 2,7 ml S-Monovette war mit 1,6 mg EDTA pro ml Blut vorgelegt, die zweite
war eine 3 ml S-Monovetten, die mit 0,3 ml Citratlosung gefullt war. In der letz-
ten 4,5 ml Neutralmonovette waren 450 yl CTAD-Medium vorgelegt. Nachdem
die CTAD- und EDTA-Monovetten mindestens 15 min (héchstens 30 min) auf
Eis standen, wurden sie bei 2000 g flr 30 min bei 4°C zentrifugiert. Die Citrat-
monovetten blieben bei Zimmertemperatur stehen und wurden bei 20°C zwan-
zig Minuten lang bei 2000 g zentrifugiert. AnschlieRend wurde aus jeder Mono-
vette der Plasmauberstand, in 200 ul Aliquots verteilt und in flissigem Stickstoff
schockgefroren. Bis zur laborchemischen Analyse wurden sie bei —20°C gela-

gert.

2.1.5 Analysen

Aus dem eingesetzten Blut sollten geeignete Parameter bestimmt werden, die
Aufschluss Uber den Aktivierungszustand der verschiedenen Kaskadensysteme
vermitteln, um das thrombogene Potential der eingesetzten Stents unter den
oben genannten Bedingungen quantifizieren zu konnen. Fur alle im Folgenden
aufgefuhrten Labormethoden wurden von den Proben jeweils zum Zeitpunkt t=0

und t=120 Analysen gemacht.
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2.1.5.1 Thrombozytenzahl

Die Thrombozytenzahl wurde mittels eines Zellcounters (Sysmex K1000, Sys-
mex GmbH, Norderstedt, Deutschland) zusammen mit dem Blutbild aus einer
EDTA-Monovette bestimmt. Diese Bestimmung wurde vor dem oben genannten

Zentrifugieren der Monovetten durchgefuhrt.

2.1.5.2 B-Thromboglobulin

Asserachrom B-TG (Boehringer, Mannheim, Deutschland) ist ein enzymimmu-
nologisches Testkit. Wahrend der ersten Inkubation banden die B-TG-
Antikorper, die an den Mikrotitrationsstreifen fixiert waren, das freie B-TG in der
CTAD-Probe. Nach dem Auswaschen bildeten sich Sandwichkomplexe durch
die peroxidase-konjugierten zweiten Antikdrper gegen das B-TG. Nach dem
nachfolgenden Waschschritt zur Entfernung des Uberschissigen POD-
Konjugats wurde Wasserstoffperoxid und der Farbstoff (o-Phenylendiamin) da-
zugegeben. Die Menge des entstandenen und photometrisch bei 492 nm be-

stimmten Farbstoffes war proportional zur Menge des 3-TGs in der Probe.

2.1.5.3 Thrombin-Antithrombin-lll-Komplex

Zur Erfassung der TAT-IllI-Komplex-Konzentration wurde der in-vitro-Assay
nach dem Sandwich-Prinzip Enzygnost TAT micro (Dade Behring Marburg
GmbH, Marburg, Deutschland) verwendet. In verschiedenen aufeinander fol-
genden Schritten banden sich die an die Mikrotiterplatte angebrachten Throm-
bin-Antikorper als auch die mit peroxidase-markierten Antikdrper an den TAT-
Komplex aus der Citratprobe, so dass ein Antikorper-Antigen-Antikorper-
Sandwich-Komplex entstand. Daraufhin wurde noch Wasserstoffperoxid und ein
Chromogen hinzugefugt. Unterbrochen wurde die Enzymreaktion durch ver-

dinnte Schwefelsaure. Die Konzentration an Farbe, die photometrisch bei 492
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nm ausgewertet wurde, war proportional zur Enzymmenge und diese wiederum

proportional zur TAT-Menge.

2.1.6 Darstellung der Stents

Zur Verdeutlichung der Ergebnisse wurde je ein Stent der Versuchsreihe nach
dem Blutkontakt (t=120) im Elektronenmikroskop bildgebend festgehalten. Dies
diente keiner quantitativen Messmethode, sondern half als visuelle Unterstit-
zung der laborchemischen Analysen und diente der Dokumentation.

Nach Blutkontakt wurden die Stents sorgfaltig fixiert. Nach der Laufzeit im
Chandler-loop, wurden die Plastikmuffen entfernt, das Blut, wie oben beschrie-
ben, in die Monovetten abgefullt und weiterverarbeitet. Die Silikonschlauche mit
den Stents wurden zuerst mit isotoner Kochsalzlosung ausgespdilt, bis kein Blut
mehr zu sehen war. Danach wurden die Schlauche an beiden Seiten in einiger
Entfernung der Stents abgetrennt und die kurzen Stlicke in Falcon-Tubes ein-
gebracht. Darin befand sich 2%iges Glutaraldehyd der Firma Serva (Serva E-
lectrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland). Die Stents wurden samt
Schlauch 30 min darin fixiert. Mit dem Skalpell wurde daraufhin der Schlauch
langs aufgeschlitzt und der Stent enthommen. Nach einer weiteren Fixierung in
2%igem Glutaraldehyd wurde der Stent zweimal in Phosphatpuffer gespult. Zur
Entwasserung wurde nun eine aufsteigende Alkoholreihe durchlaufen. Der
Stent verweilte mit 10 min Einwirkzeit in folgenden Alkoholkonzentrationen, die
aus 99%igem reinem Ethanol ohne Vergallung und Aqua bidestillata gemischt
waren: 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 96% und absoluter Ethanol.

Die nun entwasserten Stents gingen weiter an die Elektronenmikroskopie.

2.1.6.1 Elektronenmikroskopie

Die Stents wurden einer Critical-Point Trocknung zugefuhrt, damit keine Risse

an der nun mit Zellen und Molekilen behafteten Oberflache entstanden. An-
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schlielend fand die Gold-Palladium-Bedampfung statt, bevor die Praparate in
das Elektronenmikroskop (Camebridge Stereo Scan, Camebridge, England)
eingebracht und bildlich dargestellt wurden.

Die Elektronenmikroskopie diente nur der Visualisierung und Unterstitzung der
Labordaten aus dem Chandler-loop. Es wurde keine quantitative Auswertung

vorgenommen.

2.2 Rhenium'®-dotierte Palmaz-Schatz-Stents in vivo

2.2.1 Versuchsdesign

Fir diesen Versuch wurden zur Implantation Palmaz®Stents (Cordis, Warren,
USA) eingesetzt. Die Edelstahlstents haben eine Lange von 20 mm und kdnnen
durch Ballonexpansion auf einen empfohlenen Durchmesser zwischen 4 und 9
mm aufgedehnt werden.

Den Tieren der Kontrollgruppen wurden handelstbliche Palmaz®Stents implan-
tiert und diese mit den Tieren der Therapiegruppen verglichen, deren Stents ra-
dioaktiv mit Rhenium'® beschichtet waren. Das Verfahren der Beschichtung
wurde bereits im Abschnitt 2.1.1 erklart.

Die Tiere wurden randomisiert auf vier Versuchsgruppen verteilt. Im Versuch
wurden drei Therapiegruppen mit unterschiedlicher Aktivitat und eine Kontroll-
gruppe ohne radioaktive Beschichtung festgelegt. Mittels des Liquid-
Szintillationszahlers wurde die Energiedosis in Gray ermittelt, die bei jedem
Stent einzeln wirkte. Die Energiedosis beschreibt die im Gewebe absorbierte
Strahlung pro Masse des Gewebes. Nach der Bestimmung der Energiedosis
ergaben sich folgende Gruppen: Gruppe | - 59 Gray (11,3 + 1,8 MBq), Gruppe I
- 198 Gray (37,3 + 4,2 MBq) und Gruppe Il - 428 Gray (80,1 + 7,8 MBq) und die
Kontrollgruppe K ohne Radioaktivitat (siehe Abb. 2).
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Insgesamt dienten 62 weille Neuseelandkaninchen (Charles River, KiBlegg,
Deutschland) als Versuchstiere. Die Tiere wogen durchschnittlich 3 - 3,5 kg. Die
Tiere wurden in Einzelkafigen in daflr ausgelegten Raumen gehalten. Vor der
Stentimplantation erhielten die Tiere 28 Tage lang ein 0,5%iges Cholesterinfut-
ter (Altromin, Lage, Deutschland) und Wasser ad libitum. Postoperativ bekamen
die Versuchstiere wieder unbeschrankt Normalfutter (Altromin, Lage, Deutsch-
land) und Wasser.

Die Toétung der Tiere fand am 42. bzw. am 182. Tag statt. Aus dem oben be-

schriebenen Versuchsaufbau ergab sich folgende Gruppeneinteilung.

Versuchsgruppen
Rhenium 188
n=62
6 Wochen-Versuchszeitraum
n=30
l
[ [ [ I
Kontrolle Dosisgruppe | Dosisgruppe Il | | Dosisgruppe lli
n=6 n=8 n=8 n=8
6 Monats-Versuchszeitraum
n=32
l
I I I I
Kontrolle Dosisgruppe | Dosisgruppe Il | | Dosisgruppe Ili
n=8 n=8 n=8 n=8

Abb. 2: Gruppenzuordnung der Tiere
Zu den Zeitpunkten 6 Wochen und 6 Monate wurde die Kontrollgruppe mit Do-
sisgruppe |, Dosisgruppe Il und Dosisgruppe Il verglichen.

Rhenium'® zerfallt unter Aussendung eines B-minus-Teilchens (Elektron) und
von y-Strahlung. Die physikalische Halbwertszeit des Isotops liegt bei 16,3

Stunden. Rhenium'®® ist ein p- und ein y-Strahler und kann taglich aus einem
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Wismut'® / Rhenium'®-Generator gewonnen werden. Die maximale Elektro-
nenenergie befindet sich bei 2,12 MeV. Die Energie der emittierten Gamma-

strahlung Iasst sich auf 155 keV beziffern.

2.2.2 Implantation

Die intramuskulare Narkose mit 1,4 ml Narkosegemisch/kg Kdérpergewicht er-
hielten die Tiere ca. 20 min vor dem Eingriff. Diese Menge an Narkotikum war
fur den circa 40-minatigen Eingriff ausreichend. Das Narkosegemisch setzte
sich aus 28 Teilen Ketamin (Ketanest®50, Parke-Davis, Berlin, Deutschland),
12 Teilen Xylazin (Rompun®2%, Bayer, Leverkusen, Deutschland) und einem
Teil Atropinsulfat (Atropinsulfat Braun 0,5 mg, Braun, Melsungen, Deutschland)
zusammen. Diese bewahrte veterindrmedizinische Kombination fuhrte bei den
noch spontan atmenden Tieren zu einer Vollnarkose mit kompletter Analgesie
und ausreichender Muskelrelaxation. Die geringe Atropinzugabe sollte die Sali-
vation und die Kardio- und Atemdepression vermindern.

Zunachst wurde die Haut in der rechten Leiste inzidiert. Mittels stumpfer Prapa-
ration wurde der femorale Gefalinervenstrang dargestellt und die Arteria femo-
ralis freiprapariert.

Es schloss sich nun eine Fadenligatur (Perma-Handseide®, Ethicon, Brissel,
Belgien) der distal gelegenen Arteria femoralis, sowie aller von ihr im Operati-
onsgebiet abgehenden Kollateralen an. Die proximale Arteria femoralis wurde
zeitweise mit einem Miniclip (Aesculap, Tuttlingen, Deutschland) ligiert.

Als Zugang flur den Katheter und die Schleuse diente eine Inzision von circa 2
mm Breite in der Arteria femoralis zwischen den oben beschriebenen Ligatur-
stellen. Die Denudation wurde unter sorgsamen Ruckzug des mit 0,2 - 0,5 ml
NaCl geflllten Arterien-Embolektomiekatheters (2F Forgaty®, Baxter, Unter-
schleissheim, Deutschland) durchgefuhrt. Dieses Verfahren schloss die infrare-
nale Aorta, die Arteria iliaca dextra und die Arteria femoralis dextra auf einer

Lange von etwa 15 cm ein. Dieser Vorgang wurde drei Mal wiederhoilt.
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Daraufhin konnte die Schleuse (5F Avanti+, Cordis, Warren, USA) an der Inzi-
sionsstelle in die Arteria femoralis eingebracht werden. 200 |.E. Heparin in 5 ml
isotoner Kochsalzlosung spulten die Schleuse nach der Blutentnahme in eine 2
ml EDTA-Monovette.

Die Platzierung des Palmazstents in der abdominellen, infrarenalen Aorta er-
folgte durch die Schleuse auf einem Angioplastiekatheter (Cordis Savvy, War-
ren, USA) auf den der Stent zuvor manuell gecrimpt worden war. Nach Ermitt-
lung der optimale Lage des Stents mittels Rontgenkontrolle, wurde der Angi-
oplastieballon unter weiterer Sicht 10 s lang auf einen Druck von 10 atm infla-
tiert. Der Stent war nun auf einen Diameter von 4 mm aufgedehnt worden. Der
Ballon wurde anschlieBend 10 s lang deflatiert und entfernt. Zur Beendigung
des Eingriffs wurde die Schleuse entnommen, das arterielle GefalRende ligiert

und das Operationsgebiet mit einer Muskel- und Hautnaht verschlossen.

2.2.3 Thrombembolieprophylaxe

Zur Minimierung von Thrombosen und Embolien, wurde bei allen Tieren perio-
perativ eine Thromboseprophylaxe mit Heparin und Acetylsalicylsaure durchge-
fuhrt. Am Vorabend des Eingriffs bekamen die Tiere 30 mg Acetylsalicylsaure
(Aspisol®, Bayer, Leverkusen, Deutschland) in die Glutealmuskulatur gespritzt.
Diese Medikation wurde am Tag der Operation und an den folgenden zwei Ta-
gen fortgefuhrt. Danach erhielten die Tiere jeden dritten Tag eine intramuskula-
re Injektion mit 60 mg Aspisol bis zum Versuchsende.

Heparin vervollstandigte die Prophylaxe noch an den ersten drei postinterventi-
onellen Tagen. Die Kaninchen erhielten 1800 I.E. Heparin/kg Koérpergewicht
(Liquemin© N 25000, Hoffmann-Roche, Grenzach-Wyhlen, Deutschland) sub-

cutan.
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2.2.4 5-Bromo-2-deoxy-Uridin- und 2-deoxy-Cytidin-Labellung

24 Stunden vor dem Versuchsende wurden die Tiere nochmals wie oben be-
schrieben narkotisiert. Die Nackentasche der Kaninchen wurde inzidiert und
stumpf in die Tiefe des Fettgewebes prapariert. Die Basenanaloga 5-Bromo-2-
deoxy-Uridin (BrdU, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) und 2-deoxy-
Cytidin (d-Cyt, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) wurden mit einer Menge
von 100 mg/kg Korpergewicht bzw. 75 mg/kg Korpergewicht in die praparierte
Hohle gegeben und die Wunde mit Faden verschlossen. Den Tieren wurden
zusatzlich dieselben Substanzen in einer Konzentration von 30 mg BrdU/kg
Kdérpergewicht und 25 mg d-Cyt/kg Kérpergewicht in 4 ml isotoner Kochsalzl6-
sung intramuskular gespritzt. Nach weiteren 12 Stunden fand die intramuskula-

re Injektion in gleicher Dosierung noch einmal statt.

2.2.5 Versuchsende und Praparatentnahme

Zum Toétungszeitpunkt befanden sich die Tiere in Narkose. Die Tiere starben
nach einer transthorakalen, intrakardialen Injektion von 2 ml T61 (Héchst Rous-
sel Vet Vertriebs GmbH, Unterschleil3heim, Deutschland) durch Atemlahmung.
Nach Thorako- und Laparotomie schloss sich die komplette Darstellung der A-
orta an. Am Aortenbogen und nach der Bifurkation wurde sie abgesetzt, in ein
Stlck native Aorta und das stententhaltende Stlick mit angrenzender Aorta zer-
teilt und in 0,9%iger Kochsalzlésung und 2%igem Formaldehyd (0,1 mol/l Di-
methylarinsaure, MG 214,13g; pH 7,4) gespult und anschlieBend mindestens
24 Stunden in dergleichen Lésung fixiert.

Bei der Praparation wurde auch der proximale Anteil des Diunndarms aufge-
sucht und ein ca. 3 cm langes Stuck entnommen, welches ebenso wie die Aorta

gespult und der Fixierung zugeflhrt wurde.

26



Material und Methodik

2.2.6 Weiterverarbeitung der Aorta und des Dinndarms

Nach der Fixierung in Formalin folgte die Querteilung der Aorta in der Mitte des
Stentabschnitts mittels einer rotierenden Diamanttrennscheibe (Georg Schick
Dental GmbH, Schemmerhofen, Deutschland). Eine Halfte ging der Einbettung
in Methamethylacrylat zu, die andere in Paraffin.

Zur Beurteilung der Morphometrie, wurde die Halfte in Methamethylacrylat zu-
erst in Quer- und dann in Langsschnitte zerteilt.

Von der Halfte fur die Paraffineinbettung wurden noch zwei Scheiben jeweils an
der nachsten Strebenverknlpfungsstelle unter einem binokularen Mikroskop
abgetrennt. Danach wurden unter dem Mikroskop noch die Stentstreben behut-
sam aus dem Praparat entfernt. Zu diesen beiden Praparaten kamen noch ein
ca. 3 mm dickes Stuck nativer Aorta und ein ebenso dickes Stlck des Dunn-
darms hinzu. Das Stuck Dinndarm diente der Kontrolle, ob die Markierung mit
den Basenanaloga erfolgreich war, da sich im Darm immer proliferierendes Epi-
thel befindet, das die Basenanaloga aufnimmit.

Die Paraffinschnitte dienten der differenzierten feingeweblichen Untersuchung
nach der immunhistochemischen Anfarbung. Die Schritte der Uberfiihrung in
Paraffin bestanden aus einer aufsteigenden Ethanolreihe (70%, 80%, 90%,
96%, 99%), aus drei Waschschritten im Benzoesauremethylester (Carl Roth
GmbH+Co, Karlsruhe, Deutschland), sowie zwei Waschschritten in Rotihistol
(Carl Roth GmbH+Co, Karlsruhe, Deutschland), bevor die Paraffineinbettung
(Paraplast Plus, Sherwood Medical, St. Louis, USA) begann. Nach Erkalten des
Paraffins wurden von den Blocken mit dem Mikrotom (Jung RM 2045, Leica In-
struments GmbH, Nussloch, Deutschland) Semidinnschnitte der Dicke 4 - 10
um abgetrennt. Die Schnitte wurden auf Objekttrager (Langenbrink, Emmendin-

gen, Deutschland) aufgebracht und getrocknet.
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2.2.7 Herstellung von Quer- und Langsschnitten zur Morphometrie

Aus der Formalinlosung kamen die Aortensticke in eine Entwasserungsreihe,
bestehend aus einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 96%, 100%) und einer
Inkubationszeit von einem Tag. Daraufhin folgte die Kunststoffinfiltration, die
auch wieder aus einer aufsteigenden Reihe bestand. Die erste Stufe enthielt 70
Teile 100%igen Ethanol und 30 Teile Methamethylacrylat (MMA, Technovit
7200, Ulzer, Friedrichsdorf, Deutschland), die zweite Stufe stand im Verhaltnis
50:50 und die dritte 30:70. Es schlossen sich noch zwei Stufen in reinem Tech-
novit an. Die Verweildauer der Praparate in jeder Stufe betrug 48 - 72 Stunden.
Nach der Platzierung der kunststoffinfiltrierten Aortenstlicke in Einbettmulden,
wurden diese mit Technovit 7200 aufgefullt und bei Lampenlicht der Wellenlan-
ge 400 - 500 nm im Exakt-Kulzer Lichtpolymerisationsgerat (Kulzer, Friedrichs-
dorf, Deutschland) polymerisiert und ausgehartet. Damit der nun entstandene
Block zugeschnitten werden konnte, diente der schnellhartende kaltpolymerisie-
rende Dreikomponentenkunststoff Technovit 4000 zum Aufkleben des Objekt-
tragers.

Mit dem Trenn-Schleifsystem (Exakt Apparatebau, Norderstedt, Deutschland)
wurden etwa 100 um dicke Schnitte vom Block abgetrennt. Dieser Arbeitsschritt
erfolgte mittels eines diamantbesetzten Trennbandes, dessen Vorschubkrafte
zwischen 50 und 100 Pond betrugen. Das Mikroschleifsystem arbeitete mit
Schleifpapier der Kérnungen 1200 - 2000, um die Schnittebene im Gewebe-
block darzustellen.

Nach der Praparation schloss sich eine Elastika-van-Gieson-Farbung an. Ent-
sprechend dieses Verfahrens sind zuerst Querschnitte, die in der Mitte des
stententhaltenden Aortenabschnitts lagen, und im Folgenden Langsschnitte aus
dem Ubergangsbereich von mit Stent versehener zu nativer Aorta aus diesen

Gewebsblocken gefertigt worden.
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2.2.8 Histologische Farbungen

Die in Paraffin eingebetteten Schnitte, deren Dicke 4 - 10 um betrug, wurden
zur Auswertung mit verschiedenen Techniken angefarbt. Als Ubersichtsfarbun-
gen zur groben morphologischen Beurteilung sind die Hamalaun-Eosin-Farbung
(HE-Farbung) und die Elastika-van-Gieson-Farbung (EvG-Farbung) genutzt
worden. Zum Nachweis bestimmter Strukturen sind kompliziertere immunhisto-
chemische Farbungen zur Anwendung gekommen, wie der Nachweis von Al-
pha-Actin-Epitopen, von Basenanaloga, von Kaninchenmakrophagen und des

von-Willebrandt-Faktors.

2.2.8.1 Hamalaun-Eosin-Farbung (HE-Farbung)

Die Entparaffinierung der Schnitte fand in Xylol (Merck, Darmstadt, Deutsch-
land) und einer absteigenden Ethanolreihe statt. Nach Einwirken der Hamalaun-
l6sung nach Mayer (Merck, Darmstadt, Deutschland) und des Eosins (Firma
Sigma, St. Louis, USA), deren Farbezeiten jeweils 5 min betrugen und durch
einen Spulvorgang von 10 min voneinander getrennt waren, wurden die Dunn-
schnitte in einer aufsteigenden Ethanolreihe wieder dehydriert, in Xylol aufge-
hellt und schlielich in Eukitt (Langenbrink, Emmendingen, Deutschland) einge-
bettet.

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

Diese Farbung diente der Darstellung der elastischen Fasern in der Lamina e-
lastica interna und anderer elastischer Fasern im Gefal3. Die Vorgehensweise
glich der der HE-Farbung, wobei die Einwirkzeiten und die Farbstoffe differier-
ten. Fur Resorcinfuchsin nach Weigert (Chroma Gesellschaft, Kdéngen,
Deutschland) betrug sie 30 min, Hamatoxylin nach Weigert (Eisen-Hamatoxylin

A und Eisen-Hamatoxylin B im Verhaltnis 2:1, Chroma Gesellschaft, Kéngen,
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Deutschland) wirkte 6 min ein. Die van-Gieson-Losung (Chroma Gesellschaft,
Koéngen, Deutschland) farbte die Praparate 2 min lang.
Daran schloss sich die aufsteigende Ethanolreihe zur Entwasserung und die

Einbettung in Vitroclud (Langenbrink, Emmendingen, Deutschland) an.

2.2.8.3 Nachweis von Alpha-Aktin-Epitopen

Die glatten Muskelfasern lielRen sich uUber Alpha-Aktin-Epitope nachweisen.
Diese Epitope sind Bestandteile von Muskelfilamenten und zeigten nach Anfar-
bung die Lage der glatten Muskelzellen im Gefaldschnitt an. Dazu wurden die
Paraffinschnitte wieder in Xylol und einer absteigenden Ethanolreihe entparaffi-
niert. Da in den Gewebeschnitten noch zelleigene Peroxidase vorhanden wair,
die das Farbeergebnis hatte verfalschen konnen, wurde die endogene Peroxi-
dase durch 30 minutiges Einwirken von 0,4%iger Wasserstoffperoxidlosung bei
Raumtemperatur blockiert. Zur Vermeidung einer unspezifischen Hintergrund-
farbung wurde der Schnitt mit normalem Pferdeserum 10 min bei 37°C inku-
biert. Um das gesuchte Epitop zu detektieren, wurde der Schnitt mit dem Prima-
rantikdrper gegen Alpha-Aktin (Monoclonal Anti-Smooth-Muscle-Actin, Sigma
Immuno Chemicals, St. Louis, USA) 50 min bei Raumtemperatur inkubiert. An-
schlielend wurde das zweite Immunglobulin (Vectastain ABC KIT, Peroxidase
Mouse IgG PK-4002, Vector Laboratories Inc., Burlingame, USA), das gegen
den ersten Antikorper gerichtet war, daraufgegeben. Dieses Immunglobulin war
mit Biotin konjugiert. Im Folgenden wurde der Avidin-Biotin-Komplex hinzuge-
fugt, der mit dem Biotin am zweiten Antikdrper spezifisch reagierte. Die Inkuba-
tionszeit betrug 15 min bei 37°C. Eine rote Anfarbung der zu markierenden Epi-
tope wurde durch das Aufpipettieren des AEC-Komplexes (SK-4200, Vector
Laboratories, Burlingame, USA) erreicht. Dieser diente als Substrat flr die an
den Avidin-Biotin-Komplex gebundene Peroxidase. Zwischen allen Schritten
wurden die Schnitte mit einem Phosphatpuffersystem (PBS, Salze pro Analyse,

Merck, Darmstadt, Deutschland) bei pH 7,4 gespult. Zur Herabsetzung der O-
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berflachenspannung auf den Praparaten diente Tween©20 (Merck-Suchardt,
Hohenbrunn, Deutschland), das in die Pufferlésung gemischt wurde. Eine 2 s
lange Gegenfarbung in Hamalaun beendete das Verfahren. Es schloss sich
noch eine Einbettung in das wassrige Eindeckmittel Aquatex (Merck KGaA,

Darmstadt, Deutschland) an.

2.2.8.4 Nachweis der applizierten Basenanaloga, BrdU

Um die Lokalisation der, wie oben beschrieben, verabreichten Basenanaloga
sichtbar zu machen, wurden Antikorper gegen 2-Bromo-deoxy-Uridin verwen-
det. Die Schnitte wurden wie oben entparaffiniert und anschliel3end mit Hilfe ei-
ner Protease eine Antigendemaskierung durchgefuhrt. Dies war nétig, da durch
die Fixation eine Veranderung der dreidimensionalen Struktur der Epitope statt-
gefunden haben kénnte. Wieder wurde normales Pferdeserum aufpipettiert, um
die Hintergrundfarbung gering zu halten. Danach konnte der Primarantikorper
(Monoclonal Antibody anti-BrdUrd-DNA, Biocell Consulting, Laufen, Schweiz)
aufgebracht werden. Nach der Inkubation folgte der zweite Antikorper aus dem
Vectastain Peroxidase Mouse IgG ABC-KIT. Wieder wurde zwischen den
Schritten ein Waschvorgang mit Phosphatpuffer durchgefuhrt. Analog der schon
beschriebenen Avidin-Biotin-Methode wurden nacheinander der Avidin-Biotin-
Komplex und das Enzymsubstrat dazugegeben und die rote Farbung abgewar-
tet. Die Gegenfarbung in Mayers Hamalaun und die Einbettung in Aquatex be-

endeten das Verfahren.

2.2.8.5 Darstellung der Kaninchenmakrophagen, RAM 11

Nachdem die Entparaffinierung vollendet war, schloss sich eine Antigendemas-
kierung an, die diesmal mit Citratpuffer durchgeflhrt wurde. Dabei wurden die
Praparate 15 min lang in Citratpuffer gekocht, um mogliche Fixationsartefakte

ausschlieRen zu konnen. Nach der Hemmung der endogenen Peroxidase und
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der Inkubation mit Rinderserumalbumin und normalem Pferdeserum, konnte der
Erstantikdrper (Rabbit-anti-Macrophages, RAM 11, DAKO Coorporation, Car-
pinteria, CA, USA) binden. Zwischendrin wurde mit Puffer gespult. Die Beendi-
gung der immunhistochemischen Farbung war identisch mit den beiden oben
Beschriebenen. Es folgten Sekundarantikérper, Avidin-Biotin-Komplex, das

AEC-Substrat, die Gegenfarbung mit Hamalaun und das Einbetten in Aquatex.

2.2.8.6 Darstellung des Faktor VIIl, von-Willebrandt-Faktor

Uber Xylolbader und eine absteigende Ethanolreihe wurden die Schnitte entpa-
raffiniert und durch 10 minutiges Kochen in Citratpuffer und Blockierung der en-
dogenen Peroxidase zur weiteren Farbung vorbereitet. Nach Einwirken des
Rinderserumalbumins und des normalen Pferdeserums konnte der Primaranti-
korper (Anti-Human Factor VIII related Antigen Serum, BioRAD, Labor Di-
agnostika GmbH, Heiden, Deutschland) fir 40 min zugegeben werden. Wieder
wurde zwischendurch mit PBS gespult. Der Sekundarantikérper stammte aus
dem Vectastain ABC-KIT (Peroxidase Goat I1gG, PK-4005, Linaris, biolog. Pro-
dukte GmbH, Wertheim, Deutschland). Nach Auftragen des Avidin-Biotin-
Komplexes und Zugeben des AEC-Substrates, fand das Gegenfarben in Hama-

laun und die Einbettung in Aquatex statt.

2.2.9 Auswertungsmethoden der einzelnen Farbungen

Die Auswertung der Schnitte fand entweder an den Quer- oder den Langs-
schnitten statt. In den Querschnitten lieRen sich die einzelnen Flachen abmes-
sen und anschlieRend korrekturberechnen. An den Langsschnitten wurde die
Dicke der Schichten im Verlauf des Praparates bestimmt. Die morphometri-
schen Daten wurden ausschliefdlich an den Schnitten, die in Methamethylacrylat

eingebettet waren, in beiden Schnittrichtungen erhoben.
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2.2.9.1 Morphometrische Auswertung

Zur quantitativen Flachenbestimmung an den EvG-gefarbten Methamethylacry-
latschnitten diente eine Morphometrieeinheit, bestehend aus einem Mikroskop
(Laborlux S, Leica, Wetzlar, Deutschland), einem Digitalisierungstableau (Sum-
magraphics Inc., Seymor, USA) und der Software Bioquant intro (Bilany Consul-
tant GmbH, Disseldorf, Deutschland). Uber eine Optik wurde ein aus einer
magnetischen Spule bestehendes Fadenkreuz auf das Praparat im Mikroskop
projiziert, so dass die zu messenden Strecken und Flachen abgefahren werden
konnten. Die Spule lag hierbei auf dem Digitalisierungstableau, welches die
magnetischen Bewegungen aufnahm und digital an den Computer weiterleitete.
Die Software integrierte aus diesen Daten entsprechend der gewahlten Vergro-
Rerung die Flachen bzw. Strecken in mm. Jede Bestimmung wurde dreimal
wiederholt und daraus das arithmetische Mittel errechnet.

Bei den Querschnitten wurden vier verschiedene Werte erhoben. Es wurde die
Lumenflache, die Flache innerhalb der Lamina elastica interna und der Lamina
elastica externa, sowie die Lange der Lamina elastica interna bestimmt. Die Dif-
ferenz zwischen der Flache der Lamina elastica externa und interna ergab die
vorlaufige Mediaflache, die Differenz zwischen der Flache der Lamina elastica
interna und der Lumenflache flhrte zur vorlaufigen Intimaflache. Da nicht alle
Schnitte orthogonal getroffen worden waren, wurde zur Fehlervermeidung eine
Korrekturberechnung mit Hilfe des Umfangs und der Lange der Lamina elastica

interna nach folgenden Formeln durchgeflhrt.

Intimaflache = vorlaufige Intimaflache x 47 / Ladnge der Lamina elastica interna

Mediaflache = vorlaufige Mediaflache x 4r / Lange der Lamina elastica interna
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Die Dicke der einzelnen Gefallschichten wurde in den Langsschnittpraparaten
in Methamethylacrylat bestimmt. Hier konnte Uber den Verlauf des Gefales
hinweg die Weite des Lumens betrachtet werden und auch, ob sich durch Ver-
dickung der Gefal3schichten ein edge-effect eingestellt hatte. Dazu wurden vier
Messpunkte verwendet. Zur Standardisierung war die Dicke auf der Orthogona-
len zur Tangente des jeweiligen Aortensticks definiert. Im Praparat dienten da-
zu folgende Stellen (siehe Abb. 3): die Erste im Bereich des Stents, die Zweite
am Ausgang des Stents und die Dritte am Ubergang zwischen Stent und nativer
Aorta. Die letzte Bestimmung wurde innerhalb der nativen Aorta durchgefihrt.

An jedem Messpunkt wurde die Dicke der Intima bestimmt.

4 Aorta

Stent

Abb. 3: Schematische Darstellung der Messpunkte im Langsschnitt
1 -im Stent, 2 - Stentausgang, 3 - Ubergang, 4 - Aorta

2.2.9.2 Bestimmung der Proliferation

Durch die Labellung mit den Basenanaloga konnten die Zellen, die sich in den
letzten 24 Stunden geteilt hatten, mit dem Antikdrper gegen 2-Bromo-Deoxy-
Uridin detektiert werden. Die Zellen, die in den 24 Stunden proliferierten, waren
rot angefarbt. Die Praparate wurden bei 40facher VergroRerung mit einer im
Mikroskop integrierten digitalen Kamera abfotografiert. Die Aufnahmen wurden
an standardisierten Stellen der Praparate aufgenommen, sowohl in der nativen

Aorta als auch im Stentteil der Aorta. Im Programm Corel Draw Photo Paint 8.0
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(Corel Corporation, Canada) fand die Nachbearbeitung statt. Danach sind die
Ausschnitte im jpg-Format gespeichert und ausgedruckt worden. Die Auszah-
lung der gefarbten Zellen erfolgte manuell. In jeder Schicht wurde getrennt aus-
gezahlt und die Menge der BrdU-positiven Zellen im Verhaltnis zur Gesamtzell-
zahl angegeben. Die Proliferation wurde in % in Bezug auf die Gesamtzellzahl

der ausgezahlten Schicht angegeben.

2.2.9.3 Zelldichte in den Schichten

Unter Verwendung der schon hergestellten Fotografien der BrdU-Schnitte wur-
de die Anzahl der Zellen pro mm? bestimmt. Fir jede Schicht der Praparate war
die Gesamtzellzahl fur die Proliferation schon errechnet worden. Nun diente die
oben genannte Morphometrieeinheit wieder der Flachenbemessung der ausge-
zahlten Areale. Aus den beiden erhobenen Werten konnte schliel3lich die Zell-

zahl pro mm? ermittelt werden.

2.2.9.4 Bewertung der immunhistochemischen Farbungen

Fur die Auswertung der Alpha-Actin-, RAM 11-, und von-Willebrandt-Farbung
wurde eine semiquantitative Skala von 0, +, ++ und +++ angewendet. Diese
entsprach einer Anfarbung fur den Wert 0 von 0 - 35%, fur + von 36 - 70%, flr
++ von 71 - 90% und far +++ von 91 - 100% (Abb. 4). Die Auswertung war flr
jede Farbung einzeln vorgenommen worden. Die Menge und die Intensitat der
Rotfarbung ging in die Bewertung mit ein. Jede Gewebeschicht der Praparate

wurde einzeln betrachtet und ausgewertet.
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Semiquantitativer Wert Anfarbung in %
Abb. 4: Entsprechen des 0 0-35
semiquantitativen Wertes + 36-70
in % der Anfarbung ++ 71-90
+++ 91 -100

2.2.9.5 Bewertung der histopathologischen Strahlenfolgen

Die durch die Strahlung induzierten histopathologischen Veranderungen wur-
den ebenfalls mit einem semiquantitativen Auswertungsschema beurteilt. Diese
Veranderungen wurden von einem Pathologen festgestellt. Die Praparate wa-
ren nur mit Nummern versehen, so dass der Beurteilende keine Kenntnis tUber
Dosisgruppe oder Lebenszeit des Versuchstieres hatte. Damit sollte die groft-
mogliche Objektivitdt gegeben sein. Hierzu diente erneut die Skala von O bis
+++. FUr jede zu erfassende Wertegruppe wurde die Tabelle individuell geeicht.
Im Einzelnen wurden bestimmt, die Endothellasionen, die Degeneration der
glatten Muskulatur, die Fibrose, das Alter des thrombotischen Materials, die

Verkalkung und die Nekrose.

2.2.10 Bestimmung des Cholesterins

Aus der Blutprobe, die am Operationstag entnommen worden war, wurde die
Cholesterinkonzentration im Serum bestimmt. Die Analyse fand im Hitachi 904
automatic analyzer (Roche Diagnostics, Grenzach-Wyhlen, Deutschland) statt.
Es wurde die CHOD-PAP-Methode (Cholesterinoxidase- Peroxidase- Ami-
nophenazon- Phenol- Methode) verwendet. Die Cholesterinester wurden mittels
der Cholesterinesterase in Cholesterin und freie Fettsauren gespalten. Die Cho-
lesterinoxidase oxidierte das freie Cholesterin mit Sauerstoff zu Cholestenon

und H2O,. Durch die Peroxidase bildete das H,O, mit 4-Aminophenazon und
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Phenol einen roten Farbkomplex. Die Cholesterinkonzentration konnte photo-

metrisch Uber die Farbintensitat in der Probe bestimmt werden.

2.2.11 Statistische Auswertung

Die Daten der Thrombogenitatstestung sind durch das arithmetische Mittel und
die Standardabweichung angegeben. Die Versuchsgruppen wurden mittels ei-
nes ANOVA-Tests verglichen. Das Signifikanzniveau wurde einheitlich auf 0,05
festgelegt.

Da die quantitativen Messwerte des Tierversuchs logarithmisch normalverteilt
waren, wurden alle Messwerte logarithmisch transformiert und einer Varianz-
analyse zum Vergleich der einzelnen Gruppen unterzogen. Um die Versuchs-
gruppen zu vergleichen, wurden post-hoc Tests nach der Methode von Tukey
durchgefuhrt. Das globale Signifikanzniveau fur diese post-hoc Tests wurde auf
0,05 festgelegt. Zur Interpretation der Ergebnisse wurden die Mittelwerte der
Logarithmen delogarithmiert, so dass man die geometrischen Mittel erhalt. Mit
Hilfe der Standardfehler wurden 95%-Konfidenzintervalle berechnet. Fur die or-
dinalskalierten Variablen liefen nicht-parametrische Varianzanalysen nach
Kruskal-Wallis ab. Die post-hoc Tests wurden nach Wilcoxon durchgefihrt.

Auch hier erfolgte eine Alpha-Adjustierung.
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3. Ergebnisse

Fir den ,in-vitro-Versuch - Thrombogenitatsuntersuchung® finden sich die Ein-
zelwerte und Signifikanzen im laufenden Text. Auf eine Darstellung im Anhang
wurde verzichtet.

Aufgrund der groRen Datenmengen sind im Kapitel ,in-vivo-Versuch - Resteno-
seprophylaxe® lediglich Tendenzen und Signifikanzen zwischen den einzelnen
Gruppen dargestellt. Alle Einzelwerte sind im Anhang zusatzlich tabellarisch

aufgefuhrt.

3.1 in-vitro-Versuch - Thrombogenitatsuntersuchung

3.1.1 Thrombozyten

Zur Bestimmung der Thrombozytenzahlen wurden folgende Werte erhoben: die
Menge im Vollblut kurz nach der Blutabnahme und dann noch die Anzahl nach
120 mindtigem Stentkontakt, einmal mit dem unbeschichteten und einmal mit
dem beschichteten Stent. Die Thrombozytenzahlen nahmen nach 120 min so-
wohl bei den unbeschichteten als auch bei den beschichteten Stents im Ver-
gleich zum Vollblut ab. Der Kontakt mit den unbeschichteten Stents liel} die
Zahlen starker absinken als es bei den beschichteten Stents der Fall war. Im
Vollblut vor Stentkontakt (t=0) wurden 233 + 1 x 10° Thrombozyten pro pl Blut
gemessen. Nach jeweils 120 min konnten im beschichteten Stent 196 + 1 x 10°
Thrombozyten/ul und im unbeschichteten Stent 183 + 1 x 10° Thrombozyten/ul
bestimmt werden. Hierbei ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen den kalt-markierten beschichteten Stents und den unbeschichteten Kon-
trollstents. Eine signifikante Abnahme der Thrombozytenzahlen im Vergleich

zum Vollblut vor Stentkontakt war nicht zu beobachten.
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3.1.2 B-Thromboglobulin

Der Gehalt an B-Thromboglobulin stieg nach dem Chandler-loop bei beiden
Stents im Vergleich zum Vollblut an. Nach 120 min Kontaktzeit konnte keine
signifikante Anderung zwischen den Stentgruppen festgestellt werden. Die
Menge veranderte sich von 40,8 + 15 IU/ml im Vollblut vor Stentkontakt, auf
1656,7 £ 189,9 IU/ml im unbeschichteten, versus 1709,4 + 180,2 IU/ml im be-

schichteten Stent nach 120 min Versuchszeit.

3.1.3 Thrombin-Anti-Thrombin-Komplex

Bei der Bestimmung dieses humoralen Faktors fiel auf, dass die Werte in den
einzelnen Gruppen sehr inhomogen verteilt waren, so dass sich eine grolde
Streuung ergab. Es stellten sich hierbei keine Signifikanzen heraus. Die Werte
betrugen nach 120 min bei den unbeschichteten Stents 541,35 + 214,95 ug/mi
und bei den beschichteten 317,03 + 161,57 pg/ml. Im Vollblut vor Kontakt wa-
ren 3,05 + 1,34 ug/ml zu erheben.

3.1.4 Stents in der Mikroskopie

Die Stents wurden in der Rasterelektronenmikroskopie betrachtet. Hier war die
Beschichtung des Stents deutlich zu sehen. Die Oberflache des beschichteten
Stents erschien (Abb. 5) rauer als die des unbeschichteten. Daraus ergab sich,
wie im Bild ersichtlich, jedoch keine verstarkte Adhasion von zellularen oder

humoralen Blutbestandteilen.
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Abb. 5: Elektronenmikroskopie der Stentstreben nach Blutkontakt

Links unbeschichteter, rechts beschichteter Stent

Vergroflerung oben 180—fach und unten 900-fach

In den oberen Bildern ist jeweils eine Stentstreben-Uberkreuzungsstelle darge-
stellt. Am unbeschichteten Stent links sind ebenso Blutbestandteile adharent
wie auf der rechten Seite beim beschichteten Stent.

Die rauere Beschichtung des rechten Stents zeigt sich am besten in der 900er
VergroRerung. In der oberen Bildmitte sieht man einen Erythrozyten und links
davon adharente Makrophagen.
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3.2. in-vivo-Versuch - Restenoseprophylaxe

Zur Durchfuhrung dieser Arbeit wurden 62 Tiere operiert. Aufgrund perioperati-
ver Komplikationen und inkoharenter Parameter mussten insgesamt 3 Tiere aus
dem Versuch ausgeschlossen werden (Abb. 6).

Daraus ergab sich folgende Gruppenverteilung:

Versuchsgruppen
Rhenium 188
n=59
6 Wochen-Versuchszeitraum
n=27
[
I I I |
Kontrolle Dosisgruppe | Dosisgruppe Il Dosisgruppe llI
n=6 n=6 n=8 n=7
1 Tier exkludiert 1 Tier exkludiert
1 Tier verstorben
6 Monats-Versuchszeitraum
n=32
[
I I I |
Kontrolle Dosisgruppe | Dosisgruppe Il Dosisgruppe llI
n=8 n=8 n=8 n=8

Abb. 6: Versuchsgruppen nach Ausschluss dreier Tiere
In der 6 Wochen-Gruppe konnten drei Tiere nicht in der Endauswertung be-
rucksichtigt werden.

In der Dosisgruppe | der 6 Wochen-Tiere wurden 2 Tiere aus der Wertung aus-
geschlossen. Eines wurde aus dem Versuch genommen, weil bei der Kontrolle
der Beschichtung des Stents eine nicht zutreffende Aktivitat festgestellt wurde,

die auch keiner anderen Versuchsgruppe zuzuordnen war. Das andere Tier
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verstarb aus unklarer Ursache. Dieses Tier wies jedoch in der Laborkontrolle
einen unterdurchschnittlichen Cholesteringehalt im Serum auf, was durch seine
mangelnde Nahrungsaufnahme und seinen schlechten Allgemeinzustand zu
erklaren war. Diese Grunde hatten auch zu seinem Ausschluss aus dem Ver-
such geflhrt.

In der Dosisgruppe 1ll des 6 Wochen-Versuchszeitraums zeigte einer der Stents
nach Implantation ebenfalls eine zu geringe Aktivitat. Auch dieses Tier wurde
daraufhin aus dem Versuch ausgeschlossen.

In der 6 Monats-Gruppe konnten alle Tiere in der Endauswertung berlcksichtigt

werden.

3.2.1 Cholesterin

Die Tiere wurden praoperativ mit einer 0,5%igen Cholesterindiat ernahrt. Die
Kontrolle des Cholesterinspiegels erfolgte durch eine intraoperative Blutent-
nahme. Die Cholesterindiat diente der Induktion von atherosklerotischen Pla-
ques. Um eine vergleichbare Ausgangssituation zu haben, wurden die Werte
nur am Op-Tag erhoben (Abb. 7). Eine Kontrolle nach 6 Wochen oder 6 Mona-
ten fand nicht statt, da die Diat am Interventionstag eingestellt wurde, und die
Daten somit nicht mehr vergleichbar waren. In der 6 Wochen-Gruppe ergaben
sich Mittelwerte von 1211 bis 1713 mg/dl. Bei den 6 Monats-Gruppen differier-
ten die Werte von 1047 bis1796 mg/dl. Es konnten am Interventionstag keine

signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt werden.
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Abb. 7: Cholesterinwerte bei Stentimplantation

Darstellung der unterschiedlichen Dosisgruppen: Es zeigten sich in allen Grup-
pen etwa gleich hohe Cholesterinspiegel. Es konnten am Operationstag keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen ausgemacht werden.

3.2.2 Querschnitte in der Morphometrie

Die Querschnitte wurden sowohl im Bereich der Stents angefertigt, als auch im
Bereich der nativen Aorta. Die Flachenvermessung der einzelnen Gefaldschich-
ten zeigte die Lumenweite im mit Stent versehenen Aortenareal und im Bereich
der nativen Aorta. Aus den erhobenen Daten (siehe Tabellen im Anhang) wurde
die Flache der Neointima und der Media, wie unter 2.2.9.1 dargelegt, errechnet.
Die Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsgruppen, den unbeschichte-
ten Kontrollstents und den drei beschichteten Dosisgruppen werden im Folgen-
den beschrieben. Da die Stentlange nur 2 cm betrug, und ungefahr ein Drittel
der infrarenalen Aorta nicht mit einem Stent versorgt war, lielen sich auch noch

die Unterschiede zwischen gestenteter Aorta und nativer Aorta beurteilen.
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3.2.2.1 Neointimaflache in der nativen Aorta

Die Neointimaflache in der nativen Aorta zeigte sowohl nach 6 Wochen, als
auch nach 6 Monaten kaum Grdélkenschwankungen. Auch innerhalb der Ver-
suchsgruppen lieRen sich keine signifikanten Flachenzunahmen oder dosisab-
hangige Unterschiede finden (Abb. 8).

Im Vergleich zu den stententhaltenden Aortenpraparaten waren die Neointi-
maflachen dort deutlich kleiner. Die Neointimaflache der unbeschichteten Kon-

trollstents war etwa gleich grol3 wie die in der nativen Aorta.
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Abb. 8: Neointimaflache der nativen Aorta
Es zeigten sich weder nach 6 Wochen noch nach 6 Monaten signifikant erhoh-
ten Werte in der Neointimaflache.
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3.2.2.2 Neointimaflache in der stententhaltenden Aorta

Die Neointimaflache zeigte nach 6 Wochen folgendes Verhalten: In der Kontrol-
le wurde eine Flache von 2,11 mm? ermittelt. Nach 6 Wochen stellte sich durch
die Strahlentherapie eine dosisabhangige Verkleinerung der Intimaflache in der
Dosisgruppe | von 0,33 mm?, in der Dosisgruppe Il mit 0,17 mm? und in der
Gruppe 11l mit 0,03 mm? im Vergleich zur Kontrollgruppe heraus. Zwischen den

Dosisgruppen Il und Ill ergaben sich im Vergleich zur Kontrolle Signifikanzen

(siehe Abb. 9).
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Abb. 9: Neointimaflache im Bereich der stententhaltenden Aorta

Nach 6 Wochen war eine signifikante Verringerung der Neointimaflache in den
Dosisgruppen |l und Ill im Vergleich zur Kontrolle eingetreten (D2 und D3 im
Vergleich zu K). In der Dosisgruppe lll trat eine signifikante Erhdhung der Fla-
che nach 6 Monaten im Vergleich zur 6 Wochen-Gruppe ein (siehe Stern).
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Abb. A Abb. B
Kontrolle — 6 Wochen | Dosis | — 6 Wochen

Dosis Il — 6 Wochen Dosis Ill — 6 Wochen

Abb. 10: HE-Schnitte der Versuchsgruppen nach 6 Wochen

Vergrollerung 40-fach

In den Dosisgruppen (Bilder B, C und D) ist eine deutliche Verringerung der
Neointima im Vergleich zur Kontrollgruppe (Bild A) zu sehen.

In Bild A zeigen sich in der Neointima deutlich Schaumzellen, mit dem hellen
Zytoplasma. In Bild D ist die Zunahme an Zellkernen in der Neointima gut zu
erkennen.

Nach 6 Monaten konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Do-

sisgruppen und der Kontrollgruppe ermittelt werden.
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Reprasentative histologische Querschnitte aller Gruppen sind in der Abbildung
10 (6 Wochen) und der Abbildung 11 (6 Monate) dargestellt.

Abb. A Abb. B
Kontrolle — 6 Monate IDosis | — 6 Monate

Abb. C Abb. D
Dosis Il — 6 Monate Dosis lll — 6 Monate

Abb. 11: HE-Schnitte der Versuchsgruppen nach 6 Monaten

VergrofRerung 10-fach

Nach 6 Monaten stellte sich ein inhomogenes Bild dar. Die Kontrolle (Bild A)
und die hoéchste Dosisgruppe (Bild D) zeigen mehr Neointima als die beiden
niedrigeren Dosisgruppen.
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Die Flache der Neointima in der Kontrollgruppe blieb tber den Verlauf gesehen
nach 6 Wochen und nach 6 Monaten im Rahmen der zu erwartenden Schwan-
kungen konstant.

Im Vergleich zu den 6 Wochen Werten nahm die Neointimaflache nach 6 Mona-
ten bei allen radioaktiven Stents wieder zu. Die Zunahme war in Dosisgruppe |l

signifikant (Siehe Abb. 9, Stern).

3.2.2.3 Mediaflache in der nativen Aorta

In der nativen Aorta blieb die Mediaflache unabhangig von der Dosisgruppe und
dem Zeitintervall konstant. Die Flachen malRen von 1,4 mm? bis 2,3 mm?, (siehe
Abb. 12). Insgesamt waren die Flachen in den nativen Gefalistlicken groRer als

in den stententhaltenden Teilen.
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Abb. 12: Mediaflache im Bereich der nativen Aorta
Es zeigten sich in der Media keine signifikant veranderten Flachenunterschiede.
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3.2.2.4 Mediaflache in der gestenteten Aorta

Es ergaben sich fur die Mediaflache in keiner Versuchsgruppe und zu keinem
Untersuchungszeitpunkt signifikante Unterschiede. Die Mittelwerte der einzel-
nen Gruppen schwankten zwischen minimal 0,53 mm? und maximal 1 mm?

(siehe Abb. 13).

10 4
. 006 Wochen
006 Monate
g T
E 1 1.1 1 T T I
£ =11 - T
© 1
£
)
:t_U
™=
5
8 0,1
s 3
0,01 'l 'l 'l '}
Kontrolle Dosis | Dosis Il Dosis Il

Abb. 13: Mediaflache im Bereich der stententhaltenden Aorta
Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der Mediaflache. In der Do-
sisgruppe Il war nach 6 Wochen der kleinste Wert zu beobachten.

3.2.3 Langsschnitte in der Morphometrie (Neointimadicke / edge-effect)

Die Langsschnitte wurden zuerst, wie unter 2.2.9.1 beschrieben, an den vier
Messpunkten ausgemessen. Danach fand der Vergleich der Messpunkte inner-
halb des Schnitts zueinander statt, um einen mdglichen edge-effect zu detektie-

ren.
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In der Kontrollgruppe maf} die Neointima im Bereich der nativen Aorta 0,15 mm.
Im Ubergangsbereich konnten 0,15 mm, im Stentausgang 0,18 mm, und im
Stentbereich 0,19 mm gemessen werden. Hier zeigte sich, dass der Stent einen
Proliferationsreiz setzte, der eine GroRenzunahme der Intima in seiner unmit-
telbaren Umgebung zur Folge hatte (Abb. 14). Eine Verdickung der Neointima

im Ubergangsbereich im Sinne eines edge-effects lag nicht vor.
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Abb. 14: Neointimadicke in der Kontrollgruppe nach 6 Wochen
Hier ergaben sich innerhalb des Stents leicht hohere Werte als in der Aorta.

In der niedrigsten Dosisgruppe | wurden in der Aorta 0,2 mm, im Ubergang 0,3
mm, im Stentausgang 0,18 mm und im Stent 0,07 mm festgestellt. Im Bereich
des Stentareals war hier eine signifikante Verkleinerung der Neointimadicke im
Vergleich zum Ubergangsareal festzustellen (Abb. 15). Die Dicke der Neointima
fiel zur nativen Aorta hin wieder ab. Dies kdnnte ein diskreter Hinweis auf einen
edge-effect sein. Der Unterschied zwischen der Aorta und dem Ubergangsbe-

reich war jedoch nicht signifikant.
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Abb. 15: Neointimadicke der Dosisgruppe | nach 6 Wochen

U und S bezeichnen jeweils signifikante Unterschiede zum Ubergang U, bzw.
dem Stent S. Die Dicke im Ubergangsbereich U und im Stentbereich S zeigten
jeweils zum anderen signifikante Unterschiede.

Die Neointimadicke betrug in der Dosisgruppe Il in der Aorta 0,18 mm, im Stent-
ubergang 0,17 mm, im Stentausgang 0,16 mm und im Stent selbst 0,03 mm.
Eine signifikante Verringerung der Neointimadicke konnte vom Stentareal im
Vergleich zu den anderen drei Messstellen ausgemacht werden. Es lag kein

edge-effect vor.

In der Aorta der hochsten Dosisgruppe konnten 0,2 mm gemessen werden. Im
Ubergang ergaben sich 0,15 mm, im Stentausgang 0,05 mm und im Stent 0,02
mm. Eine wiederum signifikante Verringerung der Neointimadicke zeigte sich

vom Stentareal versus native Aorta und auch vom Stentausgang versus Uber-
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gang, (siehe Abb. 16). Da die Dicke in der Aorta groRer war als im Ubergang
ergab sich kein edge-effect.
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Abb. 16: Neointimadicke der Dosisgruppe Ill nach 6 Wochen

A, U, Sa, S bezeichnen jeweils signifikante Unterschiede zu den anderen
Messpunkten. Es konnte eine signifikante Verringerung der Neointimadicke im
Bereich des Stents versus andere Messstellen und jeweils untereinander fest-
gestellt werden.

Nach 6 Monaten zeigte sich in der niedrigsten und mittleren Dosisgruppe ein
ahnliches Bild wie nach dem Versuchszeitraum von 6 Wochen.

In der Dosisgruppe Il konnten signifikante Verringerungen der Neointimadicke
an allen drei Abschnitten in Bezug auf die native Aorta festgestellt werden. Die
Neointimadicke war an den drei Messpunkten (Stent, Stentausgang und Uber-
gang) im Vergleich zur Aorta signifikant verringert (Abb. 17). Nach 6 Monaten

stellte sich in keiner Versuchsgruppe ein edge-effect ein.
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Abb. 17: Neointimadicke in der Dosisgruppe Il nach 6 Monaten

U, Sa und S geben den signifikanten Unterschied der drei Messpunkte zum
Messpunkt Aorta an. Im Gegensatz zur Aorta waren alle Bereiche des Stents
signifikant verringert.

Im direkten Vergleich der beiden Versuchszeitpunkte stellten sich in allen Ver-
suchsgruppen keine Veranderungen uber die Zeit hinweg heraus. Die Ergeb-
nisse nach 6 Wochen hatten auch noch nach 6 Monaten bestand. Es kam im
Verlauf des Versuchzeitraumes in keiner Versuchsgruppe zu einer Zunahme

der Neointimadicke.

3.2.4 Zelldichte

Die Zelldichte wurde in jeder einzelnen Gefallschicht (Neointima, Media, Ad-

ventitia) bestimmt.
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3.2.4.1 Zelldichte in der Neointima
Im Vergleich zur Kontrollgruppe stieg die Zelldichte nach 6 Wochen mit zuneh-
mender Dosis auf 5555 Zellen/mm? in der Gruppe |l kontinuierlich an und war in

der Dosisgruppe Il im Wesentlichen unverandert.

Im Gegensatz zu den 6 Wochen-Ergebnissen war nach 6 Monaten ein dosisab-
hangiger Ruckgang der Zellzahlen zu verzeichnen. Der Unterschied war zwi-
schen der Kontrollgruppe mit 4388 Zellen/mm? und der Dosisgruppe Il mit 2664

Zellen pro mm? signifikant.
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Abb. 18: Zelldichte in der Neointima

Nach 6 Monaten stellte sich eine signifikante Verringerung der Zelldichte im
Vergleich zwischen der Kontrolle und der Gruppe Il (K vs. D3) ein.

Im Versuchsverlauf stellte sich in den beiden hdchsten Dosisgruppen eine signi-
fikante Verringerung der Zelldichte nach 6 Monaten dar (Sterne).
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Die Daten der Zelldichte Uber die beiden Versuchszeitraume hinweg sind in der
Abbildung 18 zusammengefasst. In den beiden hochsten Dosisgruppen ergab
sich zwischen den Versuchszeitpunkten eine signifikante Verringerung der Zell-
dichte.

3.2.4.2 Zelldichte in der Media

In der Media fand sich nach 6 Wochen ein uneinheitliches Bild. In der Gruppe Il
konnten am wenigsten, in der Dosisgruppe | deutlich mehr Zellen und in der
hdchsten Dosisgruppe mit 3670 Zellen/mm? am meisten ermittelt werden. Es
ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Ver-

suchsgruppen.

Nach 6 Monaten ergab sich in der Media eine klare Tendenz. Durch die Strah-
lung reduzierte sich die Zelldicht im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant
(Abb. 19); ein Unterschied zwischen den einzelnen Dosisgruppen ergab sich

allerdings nicht.

Im Gegensatz zu den 6 Wochen-Werten ergab sich nach 6 Monaten in allen
Dosisgruppen eine geringere Zelldichte als in der Kontrollgruppe.
Nur in der Gruppe IlIl war der Unterschied in der Zellzahl zwischen den beiden

Untersuchungszeitpunkten signifikant erniedrigt (Abb. 19, Stern).
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Abb. 19: Zelldichte in der Media

Nach 6 Monaten war im Vergleich zur Kontrolle eine signifikant geringere Zell-
dichte in den Dosisgruppen zu beobachten (DI, DII, DIl jeweils geringer im
Vergleich zu K). In DIl war ein signifikanter Ruckgang der Zelldichte im Ver-
suchsverlauf zu beobachten (Stern).

3.2.4.3 Zelldichte in der Adventitia

Nach 6 Wochen stellte sich eine kontinuierliche Abnahme der Zellzahl von der
Gruppe | von 3000 Zellen/mm? Uber die mittlere Dosisgruppe auf 1705 Zellen
pro mm? in der Gruppe lll dar. Die Zelldichte war jedoch in allen Dosisgruppen

hoher als in der Kontrollgruppe.

Nach 6 Monaten betrug die Zellzahl in der Kontrolle 2396 Zellen/mm?2. Die Do-
sisgruppen wiesen eine geringere Anzahl an Zellen auf, deren Verlauf sich nicht
linear zur Dosis gestaltete. In der Gruppe Il war mit 1189 Zellen/mm? die ge-

ringste Zelldichte zu finden.
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Im Gegensatz zum 6 Wochen-Ergebnis liel3 sich nach 6 Monaten kein dosisab-
hangiger Effekt feststellen. Eine signifikante Verminderung der Zellzahl war
nach dem langen Versuchszeitraum im Vergleich zum kurzen nicht zu beobach-

ten.

3.2.5 Proliferation

Durch die BrdU-Farbung wurden alle Zellen markiert, die sich in den letzten 24
Stunden geteilt hatten. Als Positivkontrolle diente ein Darmpraparat. Das Darm-
epithel ist ein schnellwachsendes Gewebe, weswegen es sich als Kontrolle der
Farbung eignete.

Die proliferierenden Zellen im ausgezahlten Bereich wurden in Prozent ausge-
druckt. Jede Gefallschicht wurde isoliert ausgezahlt. Die Kontrollgruppe nach 6
Wochen wurde in der statistischen Berechnung nicht bertcksichtigt, da die

BrdU-Farbung nur bei zwei von sechs Tieren durchgefuhrt wurde.

3.2.5.1 Proliferation in der Neointima

In der Neointima war nach 6 Wochen eine hohe Proliferation durch die radioak-
tive Therapie zu erkennen. Die Kontrollgruppe zeigte nur eine Proliferation von
2,2%. In den Dosisgruppen stellte sich ein kontinuierlicher Rickgang der Proli-
feration mit zunehmender Dosis ein. Die Unterschiede zwischen den Dosis-

gruppen waren nicht signifikant.

Auch nach 6 Monaten war durch die radioaktive Therapie eine deutliche Erho-
hung der Proliferation im Vergleich zur Kontrollgruppe zu demonstrieren. In der
Gruppe | ergab sich ein Maximalwert von 19,3%. Alle drei Dosisgruppen zeigten
signifikant erhohte Zahlen an proliferierenden Zellen gegenuber der Kontroll-
gruppe (Abb. 20). Eine lineare Dosis-Wirkungs-Beziehung stellte sich jedoch

nicht ein. Insgesamt war der Proliferationsindex nach 6 Monaten etwas hoher
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als nach 6 Wochen. Beispiele der BrdU-Farbung der Kontrollgruppe und der un-

terschiedlichen Dosisgruppen sind in der Abbildung 21 dargestellit.
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Abb. 20: Proliferation in der Neointima

Nach 6 Wochen zeigte sich eine deutliche Zunahme des Proliferationsindexes
im Vergleich zur Kontrollgruppe, die auch nach 6 Monaten noch weiter Bestand
hatte. Es ergab sich keine Dosis-Wirkungs-Beziehung, wobei die hochsten Indi-
ces jeweils in der Dosisgruppe | gemessen wurden. Die Differenz war bei den 6
Monatswerten bei allen drei Dosisgruppen im Vergleich zur Kontrolle signifikant
(DI, DII, DIl vs. K). Die Kontrollgruppe der 6 Wochen Tiere wurde von der sta-
tistischen Auswertung ausgeschlossen.
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Abb. 21: BrdU-Schnitte der Versuchsgruppen nach 6 Monaten
Vergroflerung 40-fach

In den Dosisgruppen (Abb. B, C, D) waren nach 6 Monaten deutlich mehr BrdU-
positive proliferierende Zellen zu finden als in der Kontrollgruppe (Abb. A).

3.2.5.2 Proliferation in der Media

In der Media ergab sich nach 6 Wochen und 6 Monaten ein uneinheitliches Bild.
Insgesamt wurde durch die Strahlentherapie die Proliferation gesteigert, was

nach 6 Monaten immer noch zu beobachten war. Eine eindeutige Tendenz im
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Sinne einer Dosis-Wirkungs-Beziehung ergab sich jedoch nicht. Die Ergebnisse

sind in der Abbildung 22 zusammengefasst.
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Abb. 22: Proliferation in der Media

Nach 6 Monaten war die Proliferation in den Dosisgruppen unabhangig vom
Untersuchungszeitpunkt und der Dosisgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe
signifikant gesteigert (DI, DII, DIl vs. K).

3.2.5.3 Proliferation in der Adventitia

Die Proliferation war in der Adventitia deutlich geringer als in der Neointima und
der Media. Nach 6 Wochen waren geringe Unterschiede in der Adventitia fest-
zustellen. In der Kontrollgruppe war der Proliferationsindex hdher als in den Do-
sisgruppen. Die Dosisgruppe | stellte eine Proliferation von 1,46%. In der Grup-
pe Il waren 1,15% zu erheben und in der Gruppe Ill 0,7%. In der Adventitia
konnte somit eine dosisabhangige Abnahme der Proliferation beobachtet wer-

den.
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Nach 6 Monaten war die Anzahl der sich teilenden Zellen in der Kontrolle
(0,38%) geringer als in den Dosisgruppen. Nach einem Anstieg von Gruppe |
auf 2,45%, fiel der Wert in Gruppe Il auf 1,76% und in der héchsten Dosisgrup-
pe auf 0,43%.

Insgesamt war bei allen Gruppen die Proliferation nach 6 Monaten etwas hoher

als nach 6 Wochen. Es ergaben sich jedoch keine signifikanten Unterschiede.

3.2.6 Glatte Muskelzellen in den GefaBwandschichten

Glatte Muskelzellen wurden durch die immunhistochemische Anfarbung von Al-
pha-Aktin-Filamenten, die in glatten Muskelzellen enthalten sind, dargestellit.
Bei der Bewertung dieses Parameters wurde eine semiquantitative Skala, wie

unter 2.2.9.4 beschrieben, verwendet.

3.2.6.1 Alpha-Aktin in der Neointima

Nach 6 Wochen war eine dosisabhangige Reduktion der Alpha-Aktin-Farbung
zu sehen (Abb. 23). Die Kontrollgruppe zeigte die starkste Alpha-Aktin-Farbung.
Die Anfarbung der Dosisgruppe Il war signifikant geringer als in Dosisgruppe |.
In der héchsten Dosisgruppe waren gar keine Alpha-Aktin-Filamente mehr zu
finden. Dies war allerdings nur bedingt zu bewerten, da die Neointima in einigen

Praparaten durch die Strahlentherapie fast komplett zerstort war.
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Abb. A Abb. B
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Abb. 23: Histologische Querschnitte nach Alpha-Aktin-Farbung

der Versuchsgruppen nach 6 Wochen, Vergrof3erung 40-fach

Die Kontrollgruppe (Abb. A) zeigte in der Neointima die starkste Anfarbung. In
den Dosisgruppen war deutlich weniger Anfarbung in der Neointima zu sehen.

Nach 6 Monaten war die starkste Anfarbung in der Kontrolle zu sehen. Die Do-
sisgruppen zeigten nur eine leichte Anfarbung. Alle Dosisgruppen hatten eine
signifikant geringere Menge an Alpha-Aktin-Filamenten in der Neointima als die

Kontrollgruppe.

62



Ergebnisse

Unabhangig vom Untersuchungszeitpunkt wurde durch die Strahlentherapie ei-
ne dosisabhangige Reduktion von Alpha-Aktin-positiven, glatten Muskelzellen in
der Neointima beobachtet. Der Rlickgang war nach 6 Monaten insbesondere in

den Dosisgruppen Il und Il nicht mehr so deutlich.

3.2.6.2 Alpha-Aktin in der Media

Nach 6 Wochen zeigte sich in der Media der Kontrollgruppe die starkste Anfar-
bung. In allen anderen Dosisgruppen lieRen sich ein- bis zweifach positive An-
farbungen erheben. Im Bereich der Media setzte sich, wie auch in der Neointi-
ma, die dosisabhangige Verringerung der glatten Muskelzellen fort. Die Ab-
nahme der glatten Muskelzellen in der héchsten Dosisgruppe war signifikant mit
p=0,004 im Unterschied zur Media der Dosisgruppe | und auch signifikant mit
p=0,01 zur Dosisgruppe Il.

Nach 6 Monaten war die durch die Strahlentherapie verursachte Verminderung
der Alpha-Aktin-Anfarbung nicht mehr so deutlich zu sehen. Die Werte stiegen
auf zweifach positive Werte. Die Dosisgruppe Il wies hier im Vergleich zum Er-
gebnis nach 6 Wochen eine signifikant (p=0,008) erhéhte Anfarbung auf.

3.2.6.3 Alpha-Aktin in der Adventitia

Es konnte gezeigt werden, dass nach 6 Wochen in der Kontrollgruppe kaum
glatte Muskelzellen vorhanden waren, und dass keine dosisabhangigen Veran-
derungen der Anfarbung in den Versuchsgruppen bestanden.

Die Menge an glatten Muskelzellen in der Adventitia stellte sich nach 6 Monaten
in allen Versuchsgruppen Uberwiegend einfach positiv dar. Im Vergleich zum
kUrzeren Versuchszeitpunkt war die Alpha-Aktin-Farbung in der Adventitia noch

weiter zuriickgegangen.
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3.2.7 Makrophagenverteilung

Mittels einer immunhistochemischen Anfarbung von Makrophagen in den Pra-
paraten konnte deren Verteilung in den Gefal3schichten sichtbar gemacht wer-
den. Auch hier wurde eine semiquantitative Bewertung nach dem schon be-

schriebenen Schema durchgeflhrt.

3.2.7.1 Makrophagen in der Neointima

In der Kontrollgruppe war nach 6 Wochen eine intermediare Farbung zu detek-
tieren. In den Dosisgruppen | und Il zeigte sich eine schwachere Anfarbung. In
der hochsten Dosisgruppe konnten nach 6 Wochen am meisten Makrophagen
in den Dosisgruppen nachgewiesen werden. Die Menge in der héchsten Grup-
pe war vergleichbar mit der in der Kontrollgruppe.

Eine dosisabhangige Vermehrung der Makrophagen war nach 6 Monaten zu
beobachten. In der Kontrollgruppe zeigten sich wenige Makrophagen. Die An-
zahl der Makrophagen in der Dosisgruppe | war nach 6 Monaten im Vergleich
zur Kontrollgruppe signifikant erhéht. Auch die Dosisgruppe |l zeigte signifikant

mehr Makrophagen im Vergleich zur Kontrollgruppe und zur Dosisgruppe II.

3.2.7.2 Makrophagen in der Media

Im Bereich der Media streuten die Werte nach 6 Wochen in den Dosisgruppen
gleichmafig von 0 bis ++. In der Kontrollgruppe und der Dosisgruppe Il lagen
hauptsachlich Bewertungen von zweifach positiv vor. Es konnte keine Dosisab-
hangigkeit ausgemacht werden.

Nach 6 Monaten konzentrierte sich in der Media der Gruppe | die Menge der
Anfarbung bei einfach positiv und war signifikant erhoht im Vergleich zur Kon-
troligruppe desselben Zeitraumes. In der Kontrollgruppe waren mehrheitlich
keine Makrophagen nachzuweisen. Die Makrophagen in der Gruppe Il waren

auch signifikant erhoht in Bezug auf die Kontrollgruppe. Die Dosisgruppe lli
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zeigte mehr Anfarbung, die ebenfalls signifikant zur Kontrollgruppe nach 6 Mo-
naten war. Die Strahlentherapie bewirkte eine Erhdhung der Makrophagenan-

zahl in der Media. Eine Dosisabhangigkeit war jedoch nicht gegeben.

In der Media nahm die Anfarbung der Gruppe Il nach 6 Monaten im Vergleich
zum Versuchszeitpunkt nach 6 Wochen deutlich ab und war damit signifikant

verringert.

3.2.7.3 Makrophagen in der Adventitia

In der Kontrollgruppe und ebenso in der Dosisgruppe | waren nach 6 Wochen
keine Makrophagen zu sehen. Die Dosisgruppe |l wies nur selten Makrophagen
in der Adventitia auf. In der Dosisgruppe Il stellten sich nach 6 Wochen nur
vereinzelt Makrophagen dar, dennoch war die Makrophagenanzahl gegenuber
der Dosisgruppe | signifikant erhoht. Je héher die Dosisgruppe, umso mehr
Makrophagen wurden detektiert.

Nach 6 Monaten wurden in den Gruppe |l und Il wieder vermehrt Makrophagen
detektiert. Sie waren jeweils signifikant vermehrt in Bezug auf die Kontrollgrup-
pe, in der fast keine Makrophagen zu finden waren, und auf die Dosisgruppe |
(p=0,05).

Sowohl nach 6 Wochen als auch nach 6 Monaten war eine dosisabhangige Zu-
nahme der Makrophagenanzahl zu erkennen. Unterschiede zwischen den Ver-

suchzeitpunkten gab es keine.

3.2.8 von-Willebrandt-Faktor (Endothel)

Der Nachweis des von-Willebrandt-Faktors (VWF) diente dazu, die Integritat des
Endothels nachzuweisen. Ein Fehlen des VWF deutete auf einen Verlust des

Endothels hin. Die Untersuchung dieses Merkmals wurde in der nativen Aorta
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und im Bereich der stententhaltenden Aorta durchgefiuhrt. Auch hier stellte wie-

der eine semiquantitative Skala die Grundlage fur die Bewertung dar.

3.2.8.1 vWF-Nachweis am Endothel der nativen Aorta

Nach 6 Wochen zeigte sich in der nativen Aorta eine vVWF-Farbung mit durch-
schnittlich zweifach positiven Werten. Nach 6 Monaten bestand ein ahnliches
Bild in allen Gruppen. Die Anfarbung war etwas uneinheitlich, aber Uberall vor-

handen.

3.2.8.2 vWF-Nachweis am Endothel der gestenteten Aorta

Nach 6 Wochen ergab sich im Bereich der stententhaltenden Aorta ein eindeu-
tiger Strahleneffekt. In der Kontrollgruppe war zum Teil eine sehr starke Anfar-
bung vorhanden. In den Dosisgruppen verringerte sich die Anfarbung im Ver-

gleich zur Kontrollgruppe. Eine Dosisabhangigkeit war jedoch nicht gegeben.

Im Stentbereich konnte nach 6 Monaten in allen Gruppen eine Anfarbung dar-
gestellt werden. Diese verteilte sich jedoch in allen Versuchsgruppen von ein-
bis dreifach positiv ohne dosisabhangiges Muster. Es war weder in der Kontrol-

le noch in den Dosisgruppen ein relevanter Endotheldefekt zu sehen.

3.2.9 Histopathologische Begutachtung

Bei der Begutachtung wurden folgende Merkmale im Praparat quantifiziert: das
Ausmald der Degeneration der glatten Muskelfasern in der Media und um die
Stentstreben herum, der Grad der Fibrosierung, die Menge an thrombotischen
Material, die Bildung von Verkalkungen und das Mal} der Nekrose.

Die Diskrimination der Intensitaten fand von Null bis dreifach positiv statt, was
eine semiquantitative Skala widerspiegelte. Die Beurteilung erfolgte an 4 ver-

schiedenen Lokalisationen. Neben den drei Gefalschichten wurde noch die di-
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rekte Umgebung der Stentstreben untersucht. Die Einzelwerte sind im Anhang

zu finden.

3.2.9.1 Degeneration von glatten Muskelfasern

Nach 6 Wochen waren in allen Dosisgruppen und der Kontrollgruppe glatte
Muskelfasern degeneriert. Es stellte sich eine dosisabhangige Verminderung
dieses Parameters dar. Die Dosisgruppe | zeigte mittelgradig starke Degenera-
tionen, die zur Dosisgruppe lll, mit geringer Degeneration, signifikant (p=0,01)

erhoht waren.

In der Kontrollgruppe war nach 6 Monaten keine Degeneration von glatten
Muskelzellen zu finden. Die Degeneration war in der Kontrolle signifikant gerin-
ger ausgepragt als in der Dosisgruppe Il mit p=0,01 oder hochsignifikant gerin-
ger als in der Dosisgruppe Il mit p=0,0003. Die Degeneration der glatten Mus-
kelfasern zeigte nach 6 Monaten einen dosisabhangigen Verlauf. Die Ergebnis-
se zeigten fast keine Degeneration in der Dosisgruppe | bis deutliche Degene-
ration in der Dosisgruppe lll. Diese Dosis-Wirkungs-Beziehung stellte sich mit
p=0,0006 als hochsignifikant heraus.

In den Dosisgruppen war das Ausmald der Degeneration nach 6 Monaten ge-
ringer als nach 6 Wochen, was sich in signifikanten Unterschieden zwischen
den beiden Versuchszeitraumen der Dosisgruppe | (p=0,001) der Dosisgruppe
Il (p=0,02) niederschlagt.

3.2.9.2 Fibrose in den Wandschichten

Nach 6 Wochen war in den Versuchsgruppen eine dosisabhangige Reduktion
der Fibrose in der Media und um die Streben herum zu beobachten. Die Kon-

trollgruppe zeigte eine leichte Fibrose in allen Schichten. Die beiden hochsten
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Dosisgruppen zeigten signifikant weniger Fibrose in der Media im Vergleich zur

Dosisgruppe |. Dabei ergaben sich folgenden Signifikanzen:

Dosisgruppe | vs.  Dosisgruppe Il (p=0,03)
Dosisgruppe Il (p=0,003)

In der Adventitia stieg nach 6 Wochen das Ausmal} der Fibrose in den hoheren
Dosisgruppen. Eine signifikante Dosis-Wirkungs-Beziehung war nicht gegeben.

In der Kontrollgruppe fand sich nach 6 Monaten in allen Wandschichten und um
die Stentstreben herum eine geringe Fibrose. Nach 6 Monaten war in den Do-
sisgruppen hochsignifikant mehr Fibrose vorhanden als in der Kontrollgruppe

dieses Zeitraumes.

Kontrollgruppe vs. Dosisgruppe | (p=0,0005)
Dosisgruppe Il (p=0,0003)
Dosisgruppe Il (p=0,0003)

Nach 6 Monaten fand sich in der Dosisgruppe | ein signifikanter Rickgang der
Fibrose in der Media (p=0,002) und an den Streben (p=0,03) im Vergleich zum

Versuchszeitpunkt nach 6 Wochen.

3.2.9.3 Menge an frischem und altem thrombotischem Material

Nach 6 Wochen war die Menge an frischem thrombotischem Material in allen
Versuchsgruppen uneinheitlich verteilt. In einigen Praparaten zeigte sich kein
thrombotisches Material und in anderen sehr viel.

In der Kontrollgruppe wurde nach 6 Monaten kein frisches thrombotisches Ma-
terial gefunden. In den anderen Gruppen wurde keine Dosisabhangigkeit beo-
bachtet. Insgesamt zeigte sich weniger frisches thrombotisches Material als

nach 6 Wochen.
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Nach 6 Wochen zeigte sich in den Dosisgruppen kein Unterschied in der Menge
an altem thrombotischem Material. Eine dosisabhangige Tendenz konnte nicht
festgestellt werden.

Nach 6 Monaten zeigte sich in der Kontrollgruppe kein altes thrombotisches
Material, da nach 6 Wochen auch schon kein frisches zu sehen war.

In den Dosisgruppen war insgesamt mehr altes thrombotisches Material zu fin-

den als nach 6 Wochen. Eine Dosiskorrelation bestand nicht.

3.2.9.4 Verkalkung der Media und der Adventitia

Nach 6 Wochen fanden sich in der Media aller Gruppen leichte Verkalkungen.
Diese folgten aber keiner signifikanten Veranderung durch die Strahlentherapie
im Vergleich zur Kontrolle.

Die Kontrollgruppe zeigte nach 6 Monaten keine Verkalkungen. In den Dosis-
gruppen waren noch vereinzelt welche zu sehen, die aber geringer ausgepragt

waren als nach 6 \Wochen.

In allen Versuchsgruppen waren in der Adventitia weder nach 6 Wochen noch

nach 6 Monaten irgendwelche Verkalkungen zu finden.

3.2.9.5 Nekrosen

In den drei Gefalischichten lielen sich nach 6 Wochen weder in den Dosis-
gruppen noch in der Kontrollgruppe dosisabhangige Unterschiede beobachten.
In unmittelbarer Nahe der Stentstreben zeigten die Zellschichten eine dosisab-
hangige Veranderung. Mit zunehmender Strahlendosis vermehrten sich die

Nekrosen um die Stentstreben herum.

Nach 6 Monaten war in der Kontrollgruppe in keiner untersuchten Schicht eine

Nekrose nachzuweisen.
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Die Dosisgruppen waren zu diesem Zeitpunkt bezuglich der Nekrose in der In-
tima und der Adventitia unauffallig. Um die Stentstreben herum und in der be-
nachbarten Media zeigten sich Nekrosen, die im Verlauf des Versuches an die-

sen Stellen zunahmen. Dieser Effekt erfolgte aber nicht dosisabhangig.
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4. Diskussion

Die Atherosklerose des Menschen stellt ein aulerst komplexes Krankheitsbild
dar. Selbst die WHO konnte keine prazise Formulierung fir die Ursachen dieser
Erkrankung finden und nennt diese eher vage eine ,variable Kombination von
Veranderungen®. Die heterogene Atiologie der Atherosklerose wurde schon
teilweise aufgeklart, die letztendliche Pathophysiologie jedoch ist im Ganzen
noch unbekannt. Bis die Atherosklerose in ihren klinischen Bildern manifest
wird, verstreicht eine lange Zeitperiode. Um die morphologischen GefalRwand-
veranderungen zu erforschen, die die Atherosklerose charakterisieren, sind
lange epidemiologische Studien notwendig, die jedoch nicht alle Einflussgréfien
aufgrund von unterschiedlichen Lebensumstanden und Ernahrung klaren kon-
nen. Mittels epidemiologischer Studien konnten bis jetzt und kdnnen immer
noch weitere Erklarungen Uber die Zusammenhange zwischen den Risikofakto-
ren und der Pravalenz der Arteriopathien bringen. Eine unvollstandig aufgeklar-
te Pathophysiologie behindert jedoch alle differenziert einwirkenden Therapie-
versuche. Die Atherogenese kann am Menschen allein nicht erforscht werden.
Es bedarf Tiermodellen und Versuchsanordnungen, in deren Verlauf moglichst
viele Einflussfaktoren ausgeschlossen werden kénnen, um Praventiv- und The-
rapiemallnahmen evaluieren zu kdnnen. Um zum Beispiel Aussagen Uber die
Plaguezusammensetzung und deren zellularer Bestandteile zu jedem Entwick-
lungszeitpunkt treffen zu kdnnen, ist man weitgehend auf Tiermodelle angewie-
sen.

Tiermodelle sind bereits der zweite Schritt bei der Etablierung einer Therapie. In
Tiermodellen werden komplexe Zusammenhange mehrerer Parameter auf das
Krankheitsbild Uberprift. Zuvor sollten aber fir jede Therapie Einzelversuche
gemacht werden, die die Auswirkungen eines einzelnen Parameters aufdecken.
Diese Vorversuche nennt man in-vitro-Modelle. Auch in dieser Arbeit wurde ein
Versuch im in-vitro-Modell durchgefuhrt. Er diente dazu, die Auswirkung der

Beschichtung des Stents auf dessen Thrombogenitat zu evaluieren. Eine deutli-
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che zusatzliche Aktivierung des Gerinnungssystems durch die Beschichtung
hatte vor der Anwendung im Tierversuch weitere Modifikationen der Oberfla-

chenbeschichtung nétig gemacht.

4.1 in-vitro-Versuch - Thrombogenitatsuntersuchung

Verandert die Beschichtung der Stents mit Rhenium'®® die Stentoberfliche so,

dass einer erhdhte Thrombogenitat daraus resultiert?

4.1.1 Chandler-loop

Der modifizierte Chandler-loop ist ein vielverwendetes in-vitro-Modell zur Unter-
suchung der Thrombogenitat von Stents (17). Der Vorteil des modifizierten
Chandler-loops liegt darin, dass ein aktiver Pumpmechanismus, der zu einer
Aktivierung der Thrombozyten flihren kdnnte, vermieden wird. Die passive Blut-
bewegung bei einer dem Koérper nachempfundenen Temperatur von 37°C und
die mit Heparin beschichteten Schlauche verhindern eine unspezifische Hinter-
grundaktivierung (78). Dadurch kann eine genauere Aussage Uber die Gerin-

nungsaktivierung durch die Stents getroffen werden.

4.1.2 Thrombogenitat

Um die Aktivitat des Gerinnungssystems zu beurteilen, wurden drei Parameter
ausgewertet und gemeinsam betrachtet. Darunter fiel die Thrombozytenzahl, da
ihre Abnahme die Bildung eines Thrombus anzeigt und die Thrombozyten die
Gerinnungskaskade des intrinsischen Systems aktivieren. Als zweiter Parame-
ter wurde das von aktivierten Thrombozyten aus den Alpha-Granula ausge-
schittete B-Thromboglobulin (3-TG) bestimmt. B-TG ist ein sehr sensitiver Wert.
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Bei der Bewertung ist allerdings darauf zu achten, dass er beispielsweise durch
die Blutgerinnung unspezifisch erhoht sein kann. Der letzte verwendete Para-
meter war der Thrombin-Anti-Thrombin-Komplex (TAT). Er setzt sich zum Teil
aus Thrombin zusammen und ist ein Gerinnungsinhibitor, der nach Gerin-
nungsaktivierung auftritt. Der TAT wird im klinischen Alltag zum Nachweis von
thrombembolischen Ereignissen verwendet und hat sich als Marker einer ge-
steigerten Gerinnungsaktivierung bewahrt.

Es konnte in einigen klinischen Studien gezeigt werden, dass nach einer anti-
thrombotischen Therapie eine deutliche Verringerung der akuten Gefallver-
schlisse und der Restenose auftraten (13). Dies lasst darauf schlie3en, dass
die Thrombogenitat der Stents einen Einfluss auf die sekundaren Offenheitsra-
ten nach PTA und Stentimplantation hat (18). Neben der antithrombotischen
medikamentosen Therapie besteht der zweite Ansatz darin, die Thrombogenitat
der Stents selbst moglichst gering zu halten.

Neben Versuchen die Stents mit antithrombotischen Medikamenten zu be-
schichten, wie z.B. Hirudin, Fibrin oder Heparin (75), gibt es auch Ansatze, die
Stents mit Polymeren zu versehen. In einer Studie von Fischell et al. wurden 6
verschiedene Polymer-Beschichtungen untersucht (28). Dabei stellte sich her-
aus, dass sie eine erhohte Aktivierung des Gerinnungssystems auslosen, was
unter anderem auch an der unregelmalfiigen Auftragung der Polymere und einer
zu dicken Schicht lag. Der Korper reagiert auf diese Polymere mit einer leichten
Entzindungsreaktion, um diese abzubauen. Dabei wandern dieselben Zellen in
das Gewebe um den Stent ein, die auch fur das massive Wachstum der Neoin-
tima verantwortlich sind. Der Versuch, eine antiinflammatorische Therapie via
eines beschichteten Stents zu applizieren, schlug fehl. Eine andere Arbeits-
gruppe konnte zeigen, dass z.B. Stents mit einer besonders glatten Oberflache
nach Elektropolishing eine geringere Thrombogenitat aufweisen als unpolierte
Edelstahlstents (73). Auch die Architektur des Stents und seine Lange haben

Einfluss auf sein thrombogenes Verhalten (11, 32).
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In diesem Versuch sollte nun geklart werden, ob die Beschichtung mit Rheni-
um'® zu einer erhdhten Thrombogenitdt des Stents fiihrte. Im Vollblut vor
Stentkontakt waren 233 x 10° Thrombozyten pro pl Blut nachgewiesen worden.
Dieser Wert entspricht dem mittleren Normwert eines gesunden Erwachsenen,
der zwischen 150 x 10°/ul und 350 x 10°/ul liegen kann (63). Durch den Kontakt
mit den endovaskularen Stents verringerte sich die Anzahl der Thrombozyten
um 84% bei den unbeschichteten und um 78% bei den beschichteten Stents.
Dies liel3 sich auf eine Adhasion der Plattchen an die Fremdoberflache des
Stents und des Schlauchmaterials zurlckfihren. Derselbe Effekt zeigte sich
schon in Versuchen mit heparinbeschichteten Stents (90). Auch in den elektro-
nenmikroskopischen Bildern war diese Adhasion von Thrombozyten zu sehen.
Umgekehrt zur Plattchenanzahl verhielt sich das B-TG, dessen Menge bei Platt-
chenverbrauch und deren Aktivierung stieg. Ebenso stiegen die Werte fur TAT
um ein Vielfaches, wie schon von einigen Autoren beschrieben wurde (12, 78).
Dies deckt sich auch mit den hier gewonnenen Ergebnissen. Im Vergleich zur
Kontrolle stiegen die TAT-Werte um 18033% im unbeschichteten und um
10567% im beschichteten Stent. Beim beschichteten Stent war also weniger
TAT zu finden gewesen als beim unbeschichteten. Daraus kann man schliel3en,
dass weniger Thrombin gebildet wurde und die Gerinnungsaktivierung durch die
beschichteten Stents geringer als durch die unbeschichteten ausfiel.
Signifikante Unterschiede zwischen den Stents stellten sich bei allen drei unter-
suchten Parametern nicht heraus, was daflr sprach, dass durch die gewahlte
Rheniumbeschichtung keine Uberdurchschnittliche Aktivierung des Gerinnungs-
systems im Vergleich zu den handelsublichen endovaskularen Stents ausgelost
wurde.

Dieser Versuch zeigte, dass die Beschichtung mit Rhenium'®® keine hoheren
thrombogenen Risiken barg als normale Stents. Dennoch darf nicht auf eine
Thromboseprophylaxe verzichtet werden, da die Grundaktivierung durch den

Stent immer noch vorhanden ist. Die Prophylaxe mit Aspirin ist Standard, wobei
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neuere Studien von Neumann et al. (54) zeigen, dass eine Kombination von
Aspirin und Ticlopidin noch bessere Resultate ergibt.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass durch die Stents eine deutliche Akti-
vierung der Gerinnung stattfindet. Die hier gewahlte Beschichtung zeigt jedoch
keine erhéhte Thrombogenitat durch ihre rauere Oberflachenveranderung. So-
mit ist kein Ausschluss dieses beschichteten Stents fur eine in-vivo-Testung im

Tier oder auch eine klinische Anwendung gegeben.

4.2 in-vivo-Versuch - Restenoseprophylaxe

4.2.1 Tiermodell

Zur Erforschung unterschiedlicher Ansatze in der Restenoseprophylaxe ist es
wichtig, dass standardisierte Verfahren angewendet werden, um atheroskleroti-
sche Plaques in den Tieren zu erzeugen. Die Verletzungsmodelle der arteriellen
Gefalle werden je nach Anzahl der Arbeitsschritte in einfach verletzende und

zweifach verletzende Modelle (91) eingeteilt.

4.2.1.1 Ballondenudation und Cholesterindiat

Die Denudation des Endothels mittels eines Ballons und die Schadigung der
Media mit oder ohne folgende Cholesterindiat ist ein einfach verletzendes Mo-
dell, da ein Neointimawachstum in einer ehemals gesunden Arterie stattfindet
(76). Diese Methode wurde verwendet, da die Mdglichkeiten einer mit Rheni-
um'®-beschichteten GefaRendoprothese auf die in-stent-Restenose mit intima-
ler Proliferation nach einer initialen Verletzung evaluiert werden sollte. Dazu er-
hielten die Tiere eine 0,5%ige Cholesterindiat fur die Dauer von 28 Tagen vor

dem Eingriff. Um lipidreiche atherosklerotische Plaques nach der Gefallwand-
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schadigung bilden zu kénnen, mussten die Serumcholesterinspiegel zum Inter-
ventionszeitpunkt ausreichend hoch sein. Dieses Verfahren zur Erzeugung von
Plaques wurde von Baumgartner (9) initiilert und von verschiedenen Untersu-
chern unter anderem auch von Tepe et al. evaluiert (76, 79).

Es konnte in weiteren Studien gezeigt werden, dass Kaninchen bei einer allei-
nigen cholesterinreichen Diat auch ohne eine Gefalintervention atheroskleroti-
sche Plaques entwickeln (7, 52). Aullerdem wird durch die Hypercholesterina-
mie das Ausmald der Atherosklerose beeinflusst (42). Die zusatzliche Verlet-
zung der Neointima beschleunigt und verstarkt die Atherosklerosebildung. Fol-
gerichtig wurde ein Tier aus Dosisgruppe | mit der vorgesehenen Lebensdauer
von 6 Wochen aus dem Versuch ausgeschlossen, da es im Vergleich zu den
anderen Tieren einen zu niedrigen Serumcholesterinspiegel aufwies. Die Hohe
an Cholesterin im Serum zum Zeitpunkt der Ballondenudation und der Sten-
timplantation ist also mit ausschlaggebend fur den weiteren Versuchsverlauf.
Das kann zur Folge haben, dass das Tier nach der Verletzung keine adaquate
Plaque im Vergleich zu den anderen Tieren bildet, da ihm das Cholesterin dazu
fehlt. Ein Ausschluss war notwendig, da der Cholesterinspiegel bei diesem Tier
bei nur 756 mg/dl lag. Der Serumcholesterinspiegel in allen anderen Versuchs-
gruppen lag bei etwa 1500 mg/dl, was einer Erhdhung um das 100-fache ge-
genuber den Normwerten entsprach.

Die Fatterung mit cholesterinhaltiger Nahrung wurde bis zum Interventionstag
weitergefuhrt. Danach bekamen die Tiere wieder Normalfutter. Eine weitere
Fatterung mit Cholesterin hatte die atherosklerotischen Veranderungen noch
deutlicher gemacht, aber die Ergebnisse der Versuchsgruppen zu den beiden
Zeitpunkten 6 Wochen und 6 Monaten waren nicht mehr vergleichbar gewesen,
da die Langzeitgruppen unverhaltnismafig langer andauernden und hdéheren

Cholesterinspiegeln im Serum ausgesetzt gewesen waren.
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4.2.2 Perkutane transluminale Angioplastie - PTA

Die in den letzten Jahren etablierte perkutane transluminale Angioplastie (PTA)
stellt neben der Bypassoperation die Standardtherapie der atherosklerotisch
bedingten arteriellen Gefalerkrankungen dar (35). Das Komplikationsrisiko der
PTCA ist geringer als das einer Bypassoperation der Koronarien, da der Eingriff
weniger invasiv ist. Die Ballonangioplastie ist preisglnstiger in der Durchflih-
rung als eine Bypassoperation (89). Uber einen betrachteten Zeitraum von acht
Jahren unterscheidet sich die Uberlebensrate zwischen der PTA und einer By-
passoperation nicht signifikant (45).

Bei der PTA lassen sich gute primare Ergebnisse erreichen und die Patienten
sind sofort danach symptomfrei. Akute Verschliusse der Arterien wahrend oder
kurz nach dem Eingriff treten bei PTCA in ca. 0,5% der Falle auf (72). Drei Ur-
sachen kénnen zum Verschluss flhren: der elastic-recoil - elastische Ruckstell-
krafte des arteriellen Gefalies - unmittelbar nach der Aufdehnung, eine Dissek-

tion der Gefallwand nach extremem Schertrauma, oder die akute Thrombose.

4.2.2.1 Thrombose

Nebeneffekte der intravasalen Dilatationstherapie sind die akute, subakute und
die spate Thrombose. Akute Thrombosen treten innerhalb von 24 Stunden nach
der Intervention auf. Als subakut wird die Thrombose beschrieben, die nach 24
Stunden bis zu 30 Tagen auftritt. Die spate Thrombose ist durch ihr Auftreten
30 Tage nach der Intervention charakterisiert (22, 49, 84, 92).

Die akute Thrombose kann durch den Gefaldschaden nach Dilatation oder die
veranderten Blutflussgegebenheiten bedingt sein (74). Um diese zu verhindern,
ist beim Menschen periinterventionell und prophylaktisch ein antithrombotisches
Regime mit Aspirin etabliert und neuere Studien empfehlen sogar noch zusatz-
lich eine Kombination mit Ticlopidin (54, 81).

Berichte Uber Spatthrombosen nach konventionellen Eingriffen an den Koro-

nararterien sind rar (84). Zur Prophylaxe empfehlen einige Autoren die Throm-
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bozytenaggregationshemmer, wie z.B. Clopidogrel, Uber einen langeren Zeit-
raum zu verabreichen (5, 19, 84).

Es ist essentiell eine Thrombose zu verhindern, denn bei Thrombusanlagerung
schitten die Thrombozyten Wachstumsfaktoren aus, die glatte Muskelzellen
zum Einwandern in die Intima bewegen. Die glatten Muskelzellen beginnen dort
zu proliferieren und produzieren auch extrazellulare Matrix. Dieser multifakto-
rielle Prozess fuhrt zu einer Hyperplasie der Neointima und zur Restenose, wie
diverse Studien zeigen (25, 53, 60, 91).

Die Tiere in diesem Versuchsaufbau erhielten vor und nach der Intervention
Acetylsalicylsaure und Heparin. Bei allen Tieren konnte ein akuter Gefaldver-
schluss verhindert und die Bildung eines adharenten Thrombus vermindert
werden. Nach 6 Monaten fanden sich in den Dosisgruppen dennoch Reste an
altem thrombotischem Material. Die Menge an luminalem Thrombus nahm mit
steigender Strahlendosis zu. Es Iasst sich die Hypothese aufstellen, dass durch
die Strahlung das Risiko einer Thrombose erhoht wird, moglicherweise auf-
grund einer Zerstérung des Endothels. Es ist erwlinscht, dass sich das Endo-
thel regeneriert, und die Stentstreben und die verletzten Stellen des Gefalies
wieder bedeckt. Dieses Wachstum wird durch die applizierte Strahlung einge-
schrankt, so dass die Reendothelialisierung reduziert stattfindet. Eine strahlen-
induzierte Reduktion des Endothels, bzw. des nachgewiesenen vWF, konnte in
diesem Versuch nach 6 Wochen bestatigt werden im Vergleich zur Kontroll-
gruppe. Nach 6 Monaten war dieser strahlenabhangige Effekt nicht mehr vor-
handen. Damit konnte gezeigt werden, dass der Stent nach 6 Monaten in die
GefalRwand mit eingebaut war und nicht als standig thrombogen wirkendes Ma-
terial im direkten Kontakt mit dem Blut verblieb. Durch eine solch mangelnde
Integration des Stents kann es zu einer Spatthrombose kommen. Die intra-
vaskulare Strahlentherapie war in vorangehenden Versuchen folglich durch das
Auftreten einer subakuten Thrombose limitiert. Je nach Studie trat sie nach der
Brachytherapie in 6 bis 14% der Falle auf (82). Durch eine Verlangerung der

thrombozytenaggregationshemmenden Medikamente konnte die Haufigkeit des
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Auftretens verringert werden (83, 86). Diese Ergebnisse beziehen sich auf die
intravasale Brachytherapie. Im Gegensatz zu ihr scheint die subakute Throm-
bose bei der stentgestutzten Strahlentherapie (mit P3*?) weniger haufig aufzutre-
ten (1). Auch eine Kombination von Clopidogrel und Aspirin reduziert das Auf-
treten der subakuten Thrombose, wenn sie bis zum 30. Tag nach Stentimplan-
tation verabreicht wird (10). Die Tiere dieser Studie erhielten aufgrund dieser
Ergebnisse Uber den ganzen Versuchszeitraum hinweg eine thrombozyte-

naggregationshemmende Therapie mit Aspirin, initial noch zusatzlich Heparin.

4.2.3 Restenose

Einer der Grinde fur die Restenose liegt darin, dass die PTA kein atraumati-
sches Verfahren darstellt. Die Aufdehnung einer atherosklerotisch verengten
Arterie bringt immer eine Verletzung der Gefallwand mit sich. Erstens wird die
atherosklerotische Plaque in die Gefallwand hineingedrickt und zweitens das
komplette Gefal® aufgedehnt, wobei massive Scherkrafte wirken, die das Endo-
thel und die Media zerstoren kdnnen. Als Folge davon kann sich der elastic-
recoil einstellen, die Arterie hat das Bestreben wieder auf ihre ursprungliche
Grolde zurlckzufallen (38).

Mehrere Untersucher (91) definieren drei Phasen, in denen das arterielle Gefal
auf die Angioplastieverletzung reagiert. Die erste Phase ist die akute mit der
Bildung von Thrombus und Inflammation. Die zweite Phase wird als subakut
beschrieben und besteht aus einer Anhaufung von Zellen als Ergebnis der Pro-
liferation und Migration auf einen inflammatorischen Reiz. In der dritten Phase
wird auf chronischem Wege versucht, ein zusammenhangendes Gewebe aus

den losen Einzelzellen zu produzieren.
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4.2.4 Stentimplantation

Die Kurzzeitergebnisse nach PTA sind viel versprechend. Nach drei bis vier
Monaten jedoch zeigen sich zu einem grofen Teil angiografisch und klinisch
wieder Zeichen einer Stenose. Mit dem Ziel die mittel- und langfristigen Ergeb-
nisse zu verbessern, wurden GefalRendoprothesen, so genannte Stents, im-
plantiert. Die Funktion des Stents ist es hierbei den elastic recoil zu verhindern,
indem das Gefal® durch das Metallgeflecht dauerhaft aufgehalten wird. Es gibt
viele Studien, in denen gezeigt werden konnte, dass die Implantation eines
Stents das Ergebnis einer PTA deutlich verbessert (38, 74).

Durch die Stentimplantation und den verbleibenden Fremdkdrper Stent jedoch
wird die Neointimabildung verstarkt (39). Der Stent wiegt diesen nachteiligen
Effekt dadurch wieder auf, dass durch seine Implantation das Gefalslumen um
ca. 10 - 20% uberdilatiert wurde. Die vermehrte Intimabildung wird durch diesen
Lumengewinn kompensiert, so dass die Ergebnisse immer noch gunstiger sind,
als nach PTA. Zu Beginn wurde die Implantation von Stents nur zogerlich und
unter strengen Indikationsstellungen durchgefuhrt. Die Implantation von Stents
stellte die Therapie der Wahl bei primar nicht erfolgreicher PTA bei einer akuten
Thrombose, der symptomatische Arterienwanddissektion und bei Restenose
der bereits dilatierten Arterien dar. Mittlerweile ist die Indikation weiter gestellt,
und es werden auch primare Stentimplantationen vorgenommen. Die Rate an
koronar implantierten Stents liegt in Deutschland bei bis zu 60%.

Als weiteren Ansatz zur Reduktion der Intimaproliferation nach Stentimplantati-
on wurde, neben dem kompensatorischen geometrischen Lumengewinn infolge
des Stents, eine positive Wirkung von mit Medikamenten beschichteten Stents
nachgewiesen (71). Die Stentbeschichtungen werden in zwei Gruppen einge-
teilt: einmal die gewebevertraglichen Materialien wie Polymere, Gold (44) oder
Carbon und zum anderen die ,drug-eluting“ Stents mit Medikamenten, wie Anti-
koagulantien, Kortikosteroiden oder antimitotischen Stoffen, wie Rapamycin (7,
26, 47).
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Tepe et al. untersuchten Tantal-Stents, die mit Polyethylacrylat / Polymethyl-
methacrylat beschichtet waren. Wegen der erhohten Thrombogenitat der Be-
schichtung waren funf von sechs Stents trotz intravendser Antikoagulation in-
nerhalb von drei Tagen okkludiert (77).

Rogers et al. konnten zeigen, dass die Beschichtung des rostfreien Stahlstents
mit inerten Polymeren die Thrombose verhindern kann, aber nicht die Entwick-
lung einer Neointima. Aullerdem stellten sie fest, dass die Thromboserate nach
Reduktion der Stentstreben-Uberkreuzungsstellen um 69% sank (59).

Die Daten der Versuche mit Sirolimus beschichteten Stents sind recht positiv.
Sirolimus ist das Makrolid-Antibiotikum Rapamycin, welches starke antiprolifera-
tive Effekte auf glatte Muskelzellen hat (7). Klugherz et al. konnten im Kanin-
chenmodell eine dosisabhangige Verminderung der Neointimahyperplasie zei-
gen (47). Diese Daten sind nur in einem Kurzzeitversuch evaluiert. Die klinische
Studie RAVEL verglich Sirolimus beschichtete Stents mit unbeschichteten
Stents an 238 Probanden. Hier zeigte sich nach einem Jahr, dass kein Proband
der Therapeutikumgruppe eine Restenose zeigte (8, 72).

Hehrlein et al. konnten im Tiermodell zeigen, dass die Implantation eines Stents
in die Koronarien vorteilig ist gegenluber der PTCA, was das Auftreten einer
Restenose angeht (38). Ebenso ergaben die ersten groferen klinischen Stu-
dien, STRESS (31) und BENESTENT | (67), dass die Restenoserate nach
Stentimplantation im Verlauf eines halben Jahres geringer war als nach alleini-
ger Angioplastie. WeiterfUhrende Studien, wie z.B. BENESTENT II, untersuch-
ten diesen Sachverhalt noch zu spateren Zeitpunkten (50, 68). Der klinische
Vorteil der Patienten mit Stentimplantation blieb bis zu einem ganzen Jahr be-
stehen. Witkowsky et al. konnten in einer randomisierten Studie zeigen, dass
Patienten nach zwei Jahren immer noch von der Stentimplantation profitierten
und zwar in dem Sinne, dass sie signifikant weniger Zweit- und Folgeeingriffe

hatten als die Patienten, die mit einer PTA behandelt wurden (93).
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4.2.5 In-stent-Restenose

Nach langerer Verweildauer von Stents im Gefal} zeigt sich wieder eine Reste-
nose, hier eine in-stent-Restenose, d.h. ein Neointimawachstum im Bereich des
stententhaltenden Gefalles. Die in-stent-Restenose entsteht vergleichbar der
Restenose nach PTA, wobei durch den Stent zwar der elastic recoil ausge-
schlossen, eine Intimaproliferation jedoch induziert wird. Insbesondere die his-
tologischen Veranderungen sind ahnlich. Im Stent entsteht erneut eine Neointi-
mahyperplasie, die durch die Proliferation von glatten Muskelzellen und der An-
haufung von extrazellularer Matrix gekennzeichnet ist. Die Verschlisse nach
Stentimplantation treten mit 25% (31, 67) seltener auf, als die Wiederverschlus-
se nach PTA. Am haufigsten ist die in-stent-Restenose im Zeitraum von drei bis
sechs Monaten nach der Stentimplantation zu beobachten. Nach Ablauf von 12
Monaten ist das Neu-Auftreten der in-stent-Restenose aullerst selten (24).

Die optimale Therapie zur Behandlung der in-stent-Restenose ist noch nicht ge-
funden. Es wurden einige perkutane Interventionstechniken im Stentbereich
verwendet, wie die PTCA, die Rotablation, Laseratherektomie und die zusatzli-
che Stentimplantation im schon gestenteten Bereich. Nur letztere fuhrte zu ei-
nem befriedigenden Ergebnis, da durch die Stentimplantation wieder die ur-
sprungliche Lumenweite erreicht werden konnte (4). Trotz perkutaner Interven-
tionen entwickelte sich am selben Ort eine in-stent-Rerestenose mit einer Hau-
figkeit von 19 - 83% (55).

Als Loésungsansatze, um die vermehrte Neointimabildung zu verhindern, wur-
den Stents mit antiproliferativer Beschichtung, wie oben schon beschrieben,
verwendet oder ein Stent in Kombination oder mit einer anschlieRenden Strah-

lentherapie implantiert.

4.2.6 Brachytherapie

Die Therapie mit radioaktiver Bestrahlung erweiterte den groRen Rahmen an

Bemuhungen zur in-stent-Restenoseprophylaxe. Wie oben schon beschrieben,
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konnte die Wirkung von antimitotischen Substanzen nachgewiesen werden
(71). Auch die Strahlentherapie hat einen antimitotischen Effekt als Wirkungs-
prinzip, indem die einzelnen Zellen in ihrem Zellzyklus gestort werden.
Nachdem die Behandlung der in-stent-Restenose mit mechanischen Mitteln un-
befriedigende Ergebnisse brachte, wurde als Losungsansatz Strahlung an der
Stelle der in-stent-Restenose appliziert.

Im after-load-Verfahren wurden radioaktive Isotope mittels eines Ballons oder
eines Drahtes direkt in die Umgebung des Stentbereichs gebracht und die
Strahlentherapie somit in gleicher Sitzung wie die PTA oder die Stentimplantati-
on durchgefuhrt. Nach dem Bestrahlungszeitraum wurde die Quelle wieder ent-
fernt und die Therapie war abgeschlossen. Durch die Art der Applikation konnte
die Abgabe der Strahlung variiert werden. Die Strahlung kann durch radioaktive
Drahte oder mit radioaktiven Flissigkeiten gefillte Ballons vor Ort gebracht
werden. Die applizierte Energie wird durch die Auswahl des Isotops und seiner
Dosierung verandert.

Waksman et al. konnten zeigen, dass Patienten mit einer in-stent-Restenose
durch eine Therapie mit Yttrium®® im after-load-Verfahren profitierten (85). In der
WRIST-Studie konnte bewiesen werden, dass die Therapie mit y-Strahlung (lri-

192
)

dium die Restenose im Vergleich zum Placebo signifikant verringerte (87).

Auch Studien mit gasgefiiliten Xenon'*- und mit geléstem Rhenium'®®

-gefullten
Kathetern bestatigten, dass die Restenose im Gefal} verringert werden kann (5,
40).

Die Brachytherapie hat auch Limitationen. Darunter fallt die Spatthrombose, die
nach Hochdosisbestrahlung haufiger auftritt (49, 55, 84). Die Zahlen des Auftre-
tens der Spatthrombose schwanken zwischen 6% und 14% (82). Das Auftreten
der Spatthrombose lasst sich jedoch durch eine verlangerte Therapie mit
Thrombozytenaggregationshemmern vermindern (5, 19, 84). Als weitere Limita-
tion ist der hohe Personal-, Material- und Kostenaufwand zu nennen. Die erste
formale Studie von Cohen et al. verglich die intrakoronare Brachytherapie mit

der Standardtherapie bei in-stent-Restenose. Cohen et al. konnten zeigen, dass
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die initialen Kosten der Brachytherapie ungefahr um 4100$ und die Kosten
nach einem Jahr immer noch um 1800$ erhoht waren im Vergleich zur Stan-
dardtherapie (21). Dafur machten die Untersucher vor allem die Spatthrombose
mit ihren Folgekosten verantwortlich. Die zusatzlich notwendig gewordene me-

dikamentose Therapie barg jedoch auch Zusatzkosten.

4.2.6.1 B- versus y-Strahlung

In der Brachytherapie wurden diverse Isotope und Elemente verwendet, sowie
deren Wirksamkeit nachgewiesen (24). Es stellt sich nun die Frage, welche
Strahlung die vorteilhaftere ist und deswegen genutzt werden sollte. f-
Strahlung, die nicht so weit ins Gewebe vordringt, oder y-Strahlung, die durch
die hohe Reichweite auch noch andere Gewebe aulerhalb des Zielgefalles be-
strahlt. Wegen der grof3en Penetrationstiefe sind aufwandige Sicherheits- und
Abschirmmaflnahmen fir Personal und Patienten notwendig (56). Die p-
Strahlung hat eine kleinere Penetrationstiefe, so dass die nétigen Schutzmal}-
nahmen geringer ausfallen. Schwierigkeiten ergeben sich bei der Applikation.
Der pB-Strahler muss exakt im Gefaly zentriert sein, um Uberall die gleiche Dosis
zu verteilen. Zudem zeigen sich noch Dosisverluste durch die Abschirmung
durch das Stentmaterial oder Kalkplaques (40).

y-Strahler haben neben dem aufwandigen Strahlenschutz das Problem, dass
sie teuer und schwer verfugbar sind. Die hohen Aktivitaten, die fur die nur be-
grenzt vorhandene Bestrahlungszeit von Noéten sind, sind nicht erhaltlich oder
unpraktikabel.

In der Brachytherapie werden im Moment unter anderem Iridium'®?, Yttrium®,
Xenon'? und Rhenium'® verwendet. Der erste ist ein reiner y-Strahler, Yttrium
ist ein B-Strahler, und die letzten beiden senden beide Strahlungen aus. Bevor
die Isotope zur Therapie an Tieren oder dann an Menschen verwendet wurden,
konnte zuerst in in-vitro-Studien gezeigt werden, dass ein -Strahler die Prolife-

ration und Migration von glatten Muskelzellen hemmt (30). In der BERT Studie
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konnte an 20 Probanden gezeigt werden, dass die Therapie mit einem f-
Strahler zur intrakoronaren Bestrahlung nicht nur machbar und effektiv, sondern
auch eine sichere Methode ist, was den Strahlenschutz aller Beteiligten an der
Therapie betrifft (46). In allen Studien konnte die Wirksamkeit der verschiede-
nen Strahlensorten bestatigt werden (5, 40, 85, 87). Ein deutlicher Vorteil einer
Strahlenart konnte nicht ermittelt werden. Das hier im Versuch verwendete Iso-
top des Rhenium ist ein B- und ein y-Strahler und enthalt somit die beiden bis-
her aquivalenten Strahlenarten. Rhenium'® hat eine geringe Halbwertszeit, ist
leicht zu generieren und hat den Vorteil anderen Isotopen gegenuber, dass es
nicht in den Knochen eingebaut wird, sondern uber die Nieren ausgeschieden

wird (34). Die Biokompatibilitat ist ein weiterer positiver Aspekt dieses Isotops.

4.2.7 Radioaktive Stents

Nachdem keine der Strahlenarten zu favorisieren ist, besteht als weitere Mog-
lichkeit, die technische Applikation der Strahlung zu variieren. Neben den kathe-
tergestutzten after-load-Verfahren stellt sich die Frage, wie man die Strahlen-
therapie noch effizienter gestalten kénnte. Um optimalere Ergebnisse zu erhal-
ten, ware eine langerdauernde Therapie im Gefaly moglicherweise wunschens-
wert, da die intravasale Brachytherapie zeitlich beschrankt ist. Als ortsstandiges
Medium sind die Stents ideal gelegen und bieten als Verursacher der Neben-
wirkung Neointimaproliferation auch gleichzeitig die Moglichkeit Trager der The-
rapiesubstanz zu sein. Zur andauernden Therapie sind schliel3lich die implan-
tierten Stents selbst radioaktiv beschichtet worden. |dealerweise kann durch
den radioaktiv beschichteten Stent eine geringe Dosis Uber eine langere Zeit-
spanne, die durch die Halbwertszeit definiert ist, appliziert werden. In der Akut-
phase, in der sich das Gefalt vom gesetzten Schaden der Expandierung wieder
regeneriert, muss die Strahlendosis adaquat hoch sein, um die Restenose zu

verhindern.
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Die initialen Ergebnisse mit der Implantation von radioaktiven Stents liegen mit
B-Strahlern vor. Eine Reduktion der Neointimaflache konnte in verschiedenen
Tiermodellen, unter anderem auch in weil3en Neuseelandkaninchen, nachge-
wiesen werden (14, 37).

In diesem Versuch sollte die Wirkung von Rhenium'®®-dotierten Stents auf die
Neointimaproliferation in Bezug auf die Restenose und den edge-effect gepruift
werden, vor dem Hintergrund, dass Rhenium'®-eine kiirzere HWZ, eine héhere

Energie und sowohl - als auch y-Strahlung aufweist.

4.2.7.1 Neointimainhibition durch radioaktive Stents

Kann die Therapie mit Rhenium'® —beschichteten Stents die Restenose redu-
zieren, besteht eine Dosisabhangigkeit und kann der mdgliche positive Effekt

auch nach langerer Zeit gehalten werden?

Durch die Therapie mit Rhenium'®-dotierten Stents zeigte sich nach sechs
Wochen eine deutliche Verringerung der Neointimaflache. Es stellte sich eine
dosisabhangige Abnahme des Neointimawachstums im Gegensatz zur Kon-
trollgruppe heraus. In der hochsten Dosisgruppe war am wenigsten Neointi-
maflache zu detektieren. Dies beweist auch die von anderen Untersuchern be-
schriebene effektive Wirkung der Bestrahlung nach 6 Wochen. Darunter fallen
die Ergebnisse von Farb et al. und Hehrlein et al. (27, 37). Beide Untersucher
implantierten P**-dotierte Stents in die lliacalgefaRe von weien Neuseelandka-
ninchen. Sie stellten ebenfalls eine dosisabhangige Reduktion des Neointima-
wachstums durch den B-Strahler fest.

Carter et al. implantierten P*?-beschichtete Stents in die Koronarien von
Schweinen. Nach 28 Tagen konnte eine Reduktion des Neointimawachstums
nachgewiesen werden (14).
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Im Gegensatz zu den Kurzzeitergebnissen wird die Datenlage bei langeren
Studien kontrovers diskutiert. Hehrlein et al. stellten nach 12 Wochen fest, dass
das Neointimawachstum dosisabhangig inhibiert wurde. Dies konnten sie je-
doch nur fir die hohe Dosisgruppe von 13 uCi nachweisen. Mit einer Dosierung
von 4 uCi kam es zu einem vermehrten Neointimawachstum, welches im Aus-
maf} mit dem der Kontrollgruppe vergleichbar war (37). Daraus kénnte abgelei-
tet werden, dass eine kumulativ hohere Dosis von Vorteil ist.

Schulz et al. implantierten radioaktive Gold-Stents (Au'®

) in die Koronarien von
Schweinen. Nach 3 Monaten zeigte sich, dass eine Vermehrung der Neointima
in den Dosisgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe aufgetreten war (65). Die
Ergebnisse jener Studie stehen im Gegensatz zu den vorliegenden Rhenium'®-
Daten, sowie den Ergebnissen von Farb et al. und denen von Hehrlein et al.
(27, 37). Mogliche Ursachen fur die unterschiedlichen Ergebnisse bei Schulz et
al. sind die fehlende thrombozytenaggregationshemmende Therapie im Ver-
suchsaufbau und die Tatsache, dass die Stents goldbeschichtet waren. Kastrati
et al. hatten in einer Studie ohne radioaktive Beschichtung gezeigt, dass der
Goldstent selbst eine verstarkte Neointimaproliferation verursacht (44). Diese
Limitationen sind bei der Beurteilung der Studie von Schulz et al. zu beachten.

Im Gegensatz zum Schweinemodell war im Kaninchenmodell nach drei Mona-
ten von mehreren Untersuchern (27, 37) eine deutliche Reduktion der Neointi-
ma in der héchsten Dosisgruppe zu verzeichnen. Dies zeigt auf, dass die Tier-
modelle unterschiedlich auf die endovaskulare Bestrahlung mittels eines Stents
reagieren (29). Neben den Unterschieden, die durch die Spezies selbst entste-
hen, liegt die Differenz der Ergebnisse sicher auch an den Lokalisationen, an
denen die Stents implantiert wurden. Die Koronararterien zeigen ein anderes
Verhalten als die peripheren Arterien, ebenso differieren die lliacalgefale und

die infrarenale Aorta.

Die Langzeituntersuchungen von Hehrlein et al. sind mit den Ergebnissen des

Rhenium'®-Versuchs am besten zu vergleichen, da dasselbe Tiermodell ver-
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wendet wurde, mit den Unterschieden, dass in der Rhenium'®-Studie eine Cho-
lesterinfutterung stattfand und der Stent in der Aorta implantiert wurde (37).
Nach 6 Monaten blieb die dosisabhangige Reduktion der Neointimaflache be-
stehen. Die Dosis-Wirkungs-Beziehung war jedoch nicht mehr so ausgepragt
wie nach 6 Wochen. Die hohen Dosisgruppen hatten im Vergleich zu den ande-
ren Gruppen rasch und vermehrt an Neointimaflache zugelegt. Die Neointi-
maflache in den hohen Dosisgruppen war geringer als in der Kontrollgruppe.
Nach 6 Monaten zeigten Carter et al. in den Koronarien von Schweinen eine
signifikante Erhéhung der Neointimaflache in den Dosisgruppen im Vergleich
zur Kontrollgruppe (15). Jene Ergebnisse stehen im Gegensatz zu den hier er-
hobenen. Die Unterschiede kdnnten neben dem anderen Tiermodell daraus re-
sultieren, dass in diesem Versuch ein anderes radioaktives Element verwendet
wurde. Rhenium'®® hat im Vergleich zu P2 eine deutlich kiirzere Halbwertszeit
namlich nur 0,7 Tage, P*? besitzt eine HWZ von 14,3 Tagen. Abweichend von-
einander ist zusétzlich die Eindringtiefe der Isotope. Rhenium'® hat in einer
Tiefe von 2,43 mm etwa 60% seiner Energie abgegeben, P32 bereits nach ca.
1,85 mm. Durch die groRere Tiefenwirkung wird durch Rhenium'® die Adventi-
tia in groflerem Male als durch P3* mittherapiert. Allein diese ungleichen Ei-
genschaften der beiden B-Strahlung-emittierenden Isotope kdnnten die vonein-
ander abweichenden Ergebnisse erklaren.

Trotz der Therapie mit Rhenium'8-Stents wurde im 6 Monats-Zeitraum im Ver-
gleich zum 6 Wochen-Zeitraum eine erneute Zunahme der Neointima in allen
Therapiegruppen beobachtet. Die Ergebnisse dieser Studie bleiben dennoch
positiv, da die Kriterien einer Restenose von gréRer als 50% Lumenverlust nicht
Uberschritten wurden. So ist formal keine Restenose eingetreten. Aullerdem ist
noch zu betrachten, dass ein Zeitraum von 6 Monaten beim Kaninchen, ein
deutlich langeres Zeitintervall beim Menschen darstellt, wenn man die Ergeb-

nisse auf die Gesamtlebenszeit der Spezies Ubertragt.
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Die Daten der klinischen Studie von Kay et al. legen nahe, dass die Implantati-
on von P?*2-dotierten Stents keine therapeutische Losung ist, sondern die Prob-
leme der in-stent-Restenose auf einen spateren Zeitpunkt verlagern (43). Nach
6 Monaten waren 26 von 40 Patienten beschwerdefrei. Dieses Ergebnis ver-
schlechterte sich nach einem Jahr; indem nur noch 21 von 40 Patienten be-
schwerdefrei waren. Die Implantation von P*?-dotierten Stents zeigte somit kei-
nen Vorteil gegenlber den konventionellen unbeschichteten Stents. Durch die
klrzere Halbwertszeit und die groRere Eindringtiefe ermoglicht das Isotop Rhe-

nium'®®

neue Optionen, die mit den Schlussfolgerungen von Kay et al. nicht
verglichen werden kdnnen. Mit Rhenium'® ist nach Ablauf von 6 Monaten keine
Restenose aufgetreten und diese Ereignisfreiheit besteht, auf den Menschen
Ubertragen, Uber ein wahrscheinlich deutlich langeres Zeitintervall, welches das
von Kay et al. Uberschreitet. Zur Bestatigung waren noch Langzeitergebnisse

evtl. in einem anderen Individuum zu evaluieren.

4.2.7.2 Edge-effect

Wird durch die Applikation von Rhenium'® — beschichteten Stents vermehrt

Neointima an den Stentenden induziert?

Neben der in-stent-Restenose konnte im Verlauf von Langzeitbeobachtungen
des Gefallangsschnittes eine Verengung am Ende des P32-beschichteten
Stents festgestellt werden. An der Stelle, an der die mechanischen Krafte des
Stents aufhorten und die Strahlendosis niedriger war, bildete sich eine Engstelle
am Ubergang der gestenteten Aorta in die anschlieRende native Aorta. Im ang-
loamerikanischen Raum wird dieser Effekt edge-effect oder candy-wrapper ge-
nannt. Dieser Effekt stellte sich beim P*2-beschichteten Stent nach einem lange-

ren Versuchszeitraum ein.
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Albiero et al. (1) konnten in der ersten klinischen Studie zeigen, dass P*? in Do-
sierungen von 0,75-12,0 uCi die in-stent-Restenose nach 6 Monaten dosisab-
hangig deutlich verringerte. Gleichzeitig fiel zum ersten Mal der edge-effect auf.
In einem Bereich von 1 - 3 mm vom Stentende entfernt bildete sich eine ver-
mehrte Intimahyperplasie, die das Lumen einengte. Die Autoren diskutierten
folgende Mdoglichkeiten als Ursache. Durch einen starken Dosisabfall am Sten-
tende konnte eine Proliferationsstimulation eingetreten sein, wie sie bei niedri-
gen Dosen auch schon im Tierversuch von Carter et al. gesehen wurde (16).
Als zweite Moglichkeit sahen sie eine Verletzung des Gefaltes bei der Sten-
timplantation, die durch ein zu grof3es Ballon-zu-Arterie-Verhaltnis ausgelost
wird. Bei der Implantation wird das Gefal® an der Stelle besonders verletzt, die
der Stent nicht bedeckt, so dass sich dort eine Restenose wie nach einer kon-
ventionellen Ballonangioplastie entwickelt. In weiteren Versuchen sollte die Ex-
pansion des Stents in einem angemessenen Rahmen bleiben, z.B. mit einem
Ballon-zu-Arterie-Verhaltnis von 1:1 und nicht nach dem sonst herrschenden
Motto ,the bigger the better”. Derselbe Untersucher kam in einem folgenden
Versuch mit moderater Stentexpansion zum Ergebnis, dass auch dies das
Problem des edge-effects nicht 10st (2).

Ein moglicher weiterer Ansatzpunkt war verfolgt worden, namlich den Stent an
seinem Ende mit einer hdheren Strahlendosis zu versehen, um so das uber-
schieRende Wachstum an den Stentenden zu verhindern. Es stellte sich jedoch
heraus, dass dieses Verfahren der so genannten ,hot ends” die Restenose
zwar in unmittelbarer Nahe zum Stentende verhinderte, aber derselbe Effekt
etwas weiter entfernt vom Stent auftrat. Der edge-effect fand sich im Areal des
Dosisabfalls (3). Durch die abnehmende Strahlung tauchte dasselbe Problem
wieder auf. Wardeh et al. untersuchten die Hypothese, dass ein ,cold ends”
Stent die strahleninduzierte Gewebereaktion am durch die Implantation ge-
schadigten Gefall vermindern wurde. Auch hier ergaben sich enttduschende
Ergebnisse. Das Problem des edge-effects wurde nicht geldst, die Neointima-

verdickung entstand jetzt innerhalb des Stents und zwar an der Ubergangsstelle
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vom Hochdosis- zum Niedrigdosisteil des Stents (88). In jenen Studien wurde
immer nur die Dosis des Isotops verandert. Die Hypothese dieser Studie, mit
Rhenium'®-dotierten Stents, besteht darin, dass (iber ein anderes Isotop und
eine damit veranderte Halbwertszeit und Eindringtiefe der edge-effect verhin-
dert werden kann.

Im Gegensatz zu den bisher an P3*-dotierten Stents erhobenen Daten konnte in
diesem Versuch mit Rhenium'®-dotierten Stents kein edge-effect ausgemacht
werden. Nach 6 Wochen zeigte sich in den hohen Dosisgruppen keine relevan-
te Verdickung am Stentende. In der niedrigsten Dosisgruppe konnte eine leichte
Vermehrung der Neointimadicke festgestellt werden, die aber nicht signifikant
erhoht war. Hier kdnnen wieder, wie oben schon beschrieben, subtherapeuti-
sche Strahlendosen zu der erhdhten Intimaproliferation geflhrt haben (49). Kay
et al. postulierten nur eine Verzogerung der in-stent-Restenose und des edge-
effects durch radioaktiv-beschichtete Stents (43). Nach einem Betrachtungszeit-
raum von 6 Monaten konnte diese These im Versuch mit Rhenium'®-
beschichteten Stents nicht bestatigt werden. Im Gegenteil, es konnte weder ein
edge-effect nach 6 Wochen noch nach 6 Monaten nachgewiesen werden.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Therapie mit Rhenium'®-
dotierten Stents erfolgreich war, da weder ein edge-effect noch eine vermehrte
Neointimaproliferation auftrat. Die positiven Effekte von Rhenium'®-
beschichteten Stents waren nach 6 Monaten etwas geringer als nach 6 Wo-

chen.

4.2.7.3 Histologische und histopathologische Veranderungen

Wie ausgepragt sind die histopathologischen Veranderungen durch die Strah-

lentherapie mit Rhenium'® ?
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Neben dem Neointimawachstum wurden in dieser Arbeit auch noch die histolo-
gischen Veranderungen, die durch die Strahlentherapie verursacht werden
kdnnen, betrachtet. Makkar et al. arbeiteten ebenfalls mit Rhenium'®, sie wen-
deten jedoch die Brachytherapie zur Strahlenapplikation an (51). Sie beschrie-
ben, dass ihre Kontrollgruppe die hochste Zelldichte besall. In der hochsten
Dosisgruppe war die Neointima nahezu zellfrei. Die Ergebnisse dieses Stent-
versuchs zeigten nach 6 Wochen ein vollig anderes Bild. In der Neointima war
eine dosisabhangige Zunahme der Zelldichte zu sehen. Die Media und die Ad-
ventitia zeigten ebenfalls eine Zunahme der Zelldichte, die in der Adventitia am
auffallendsten war. Der Grund fur die unterschiedlichen Ergebnisse ist wahr-
scheinlich in der Applikationsart der Strahlung zu suchen. Makkar et al. ver-
wendeten radioaktiv geflllte Ballons und eine Bestrahlungszeit von wenigen
Minuten (51). In diesem Versuchsansatz erfolgte die Strahlentherapie via der
implantierten Stents Uber einen von der Halbwertszeit vorgegebenen Zeitraum.
Nur Uber diese langfristige Bestrahlung war eine therapierelevante Dosis in der
Adventitia zu applizieren. Die starke Zunahme der Zelldichte in der Adventitia ist
dadurch zu erklaren.

Nach 6 Monaten kam es in allen Dosisgruppen, auch in der Kontrollgruppe, zu
einer Reduktion der Zelldichte in allen GefalBwandschichten im Vergleich zum
Kurzzeitversuch. Die Halbwertszeit von Rhenium'® fiihrt bei Stentapplikation zu
einer fur das Isotop charakteristischen Abnahme der Strahlung. Dies kdnnte ein
moglicher Grund fur die Reduktion der Zelldichte sein. Interessanterweise war
die Zelldichte der Dosisgruppen in der Media nach 6 Monaten sogar noch ge-
ringer als in der Kontrollgruppe. Wilensky et al. postulierten, dass die neointima-
formierenden Zellen aus der Media stammen (91). Die erreichte Reduktion der
Zelldichte in der Media verringert demnach den Pool an Zellen, die die Neointi-
ma bilden kdnnen. Dies unterstreicht, dass die initiale Strahlendosis in Kombi-

nation mit der Halbwertszeit des Isotops wirksam war.
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Als Hauptmechanismus der Strahlentherapie zur Verhinderung einer Restenose
wird die Hemmung der Proliferation verantwortlich gemacht. Die Strahlenthera-
pie fuhrt durch Veranderung der DNS zum Zelltod sich teilender Zellen.

Warum Patienten mit einer in-stent-Restenose von einer Strahlentherapie profi-
tieren, erklarten Kuntz et al. mit der erhéhten Anzahl an proliferierenden Zellen
in der in-stent-Region (49). Eine verlangerte Proliferation von glatten Muskelzel-
len nach Stentimplantation wurde von Hanke et al. beschrieben (36). Jene Er-
gebnisse sind gut mit denen dieses Versuches vergleichbar, da ebenfalls das
Kaninchen als Atherosklerosemodell mit Cholesterinzuflitterung verwendet
wurde. Hanke et al. verglichen die Proliferationsraten nach PTA und nach Sten-
timplantation. 7 - 14 Tage nach PTA war keine erhdhte Proliferation mehr vor-
handen. Nach Implantation von unbeschichteten Stents jedoch war die Prolife-
rationsrate in einem Zeitraum erhoht, der dreimal solange andauerte. Dieses
Ergebnis konnte ebenfalls in der Kontroligruppe der Rhenium'®-beschichteten
Stents nachgewiesen werden. Nach 6 Wochen stellte sich in den Dosisgruppen
aufgrund der radioaktiven Beschichtung eine deutliche Erhéhung der Prolifera-
tion gegentber der Kontrollgruppe heraus. Die anfangliche These, dass durch
die Strahlung die proliferierenden Zellen vermindert wuirden, bestatigte sich
nicht. FUr die erhdhte Proliferation konnte das Erklarungsmodell dienen, dass
durch den persistierenden Endotheldefekt eine protrahierte und erhéhte In-
flammation induziert wird, die als Resultat auch nach 6 Monaten noch eine er-
hohte Proliferation zeigt.

Wie auch von Hanke et al., konnte in diesem Versuch nachgewiesen werden,
dass in der Langzeitbeobachtung die Proliferation im Vergleich zur Kurzzeitbe-
obachtung rtcklaufig war (33). Obwohl die Proliferation in der Neointima und
der Media der Dosisgruppen hdher war als in den Gefal3schichten der Kontroll-
gruppe kam es nicht zu einer erhohten Neointimaproliferation. Folglich bestand

kein Zusammenhang zwischen der Proliferation und dem Neointimawachstum.
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Die Strahlentherapie verursacht vielfaltige histopathologische Veranderungen in
den GefalRwandschichten. Einige davon sind erwinscht, wie zum Beispiel die
Inhibition des Neointimawachstums. Daruber hinaus entsteht durch die Strah-
lung eine unspezifische Entzindungsreaktion, deren Reparaturmechanismen
zu weiteren histologischen Veranderungen im Gewebe, wie z.B. Fibrose, Ver-
kalkungen, oder Nekrosen fuhren.

Nach 6 Wochen zeigten sich die nach Implantation der radioaktiven Stents er-
warteten histopathologischen Veranderungen. Eine Thrombusanlagerung lumi-
nal war zu sehen, und die inflammatorischen Zellen hatten sich vermehrt. Ext-
razellulare Matrix, die von glatten Muskelzellen gebildet worden war, stellte sich
ebenfalls dar. Durch das Expansionstrauma war die Media geschadigt und zum
Teil nekrotisch geworden. Diese strahleninduzierten und mechanisch bedingten
Veranderungen sind auch von anderen Autoren schon beschrieben worden (81,
91).

Nach 6 Monaten war in diesem Versuch aufgefallen, dass eben jene Verande-
rungen uUber den langen Versuchszeitraum persistierten.

Ubereinstimmend mit Makkar et al. und Farb et al. konnte mit zunehmender
Strahlendosis eine Abnahme der glatten Muskelzellen in der Neointima festge-
stellt werden (51, 80). In der Kontrollgruppe war sowohl nach 6 Wochen als
auch nach 6 Monaten die héchste Anzahl an glatten Muskelzellen zu finden.
Die suffiziente Strahlentherapie zur Restenoseprophylaxe, ausgehend von der
Inhibition der glatten Muskelzellen in der Neointima, ist hiermit bestatigt (91).
Die Reduktion der glatten Muskelzellen war auch dosisabhangig in der Media
nachzuweisen. Die Kontrollgruppe wies nach 6 Wochen die grote Menge an
glatten Muskelzellen und leichte Degenerationen auf. Je hdher die Strahlendo-
sis wurde, desto weniger glatte Muskelzellen waren vorhanden, und die Dege-
neration nahm zu. Dies lasst - in Kombination mit einer Zunahme der Nekrosen
um die Stentstreben herum und den, nur in dieser Schicht vorhandenen, Ver-
kalkungen - auf eine Schadigung der Media schlie3en. Die leichten Degenerati-

onen in der Kontrollgruppe lassen sich durch die Stentimplantation erklaren,
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wahrend die in den Dosisgruppen verstarkt und daher strahleninduziert zu sein
scheint. Nach 6 Monaten waren in der Kontrollgruppe keine Degenerationen
mehr zu finden. In den Dosisgruppen reduzierten sich zwar die Degenerationen
und die Anzahl der glatten Muskelzellen stieg, was auf Reparaturvorgange hin-
deutet.

Der Adventitia fiel in Bezug auf die fibrotische Reaktion eine besondere Rolle
zu. Genau dort entwickelte sich eine verstarkte Fibrose, die in der Media nicht
nachzuweisen war. Nach 6 Monaten war der Befund noch eindeutiger als nach
6 Wochen. Die fibrotische Reaktion der Adventitia war strahleninduziert, da in
der Kontrollgruppe fast keine Fibrosen nachzuweisen waren. Moglicherweise
liegt dies an der spezifischen Struktur der Adventitia und ihrer Reaktionsweise
auf die Strahlung, oder aber an der Strahlendosis, die vom Stent ausgehend
uber die Neointima und die Media bis zur Adventitia abnimmt.

Festzuhalten ist, dass die vermehrte Fibrose im gestenteten Bereich nicht mit
einer vermehrten Restenoserate des Lumens einherging, was durch die kontra-
hierende Wirkung denkbar gewesen ware. Die Kontraktion wurde durch das
Metallgittergeflecht des Stents verhindert.

Scott et al. lokalisierten proliferierende Zellen in der Adventitia und deren Migra-
tion in die Neointima (66). Entzindungszellen sahen Rubin et al. als Ursache
der Restenose an, da sie die Mediatoren zur Proliferation und zur Produktion
von extrazellularer Matrix ausschitten kénnen (61, 62). Genau diese Zellen
werden aufgrund ihrer hohen Strahlensensibilitat von der Strahlentherapie er-
fasst und eliminiert, wodurch es zu einer Verminderung der Mediatoren und
konsekutiv zu keiner Restenose kame. Diese Annahme wurde jedoch von Kol-
lum et al. widerlegt (48). Sie untersuchten die Koronararterien von Schweinen
nach Bestrahlung mit Iridium'?, wobei sich herausstellte, dass die Anzahl an
inflammatorischen Zellen vor allem in der Adventitia zugenommen hatte. Dies
stimmt mit den Ergebnissen bei Rhenium'®-beschichteten Stents liberein. Auch
hier wurden nach 6 Wochen vermehrt Makrophagen in den GefalRschichten de-

tektiert. Nach 6 Monaten zeigten sich weiterhin reichlich Entziindungszellen in
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allen Wandschichten. Im Vergleich der Dosisgruppen zur Kontrollgruppe zeigte
sich dennoch ein Effekt der Strahlentherapie. In der Adventitia der Kontrollgrup-
pe waren nach 6 Monaten keine Makrophagen zu sehen, wahrend die Dosis-
gruppen selbige eindeutig aufwiesen. Diese Ergebnisse bestatigen Kollum et al.
(48).

Die in diesem Versuch zusatzlich durchgefuhrte Cholesterinfutterung kann e-
benfalls fur eine Zunahme an inflammatorischen Zellen verantwortlich sein. In
anderen Studien wurde bestatigt, dass die Cholesterinfltterung das ubiquitare
Vorkommen von inflammatorischen Zellen induziert, die sich durch Lipidauf-
nahme, den ,scavanger-pathway®, in Schaumzellen umgewandelt haben (76).
In Bezug auf luminale Thrombusformation, die Degeneration von glatten Mus-
kelzellen mit steigender Dosis, und der strahleninduzierten Zunahme an in-
flammatorischen Zellen entsprachen die Ergebnisse nach 6 Wochen den erwar-
teten Folgen der Stentimplantation (51, 80, 81, 91).

Auffallend war jedoch nach 6 Monaten, dass immer noch massive Veranderun-
gen, vor allem die Inflammation und die Nekrosen in der Media bestehen blie-
ben. Daraus folgen mdglicherweise im Verlauf noch weitere Veranderungen, die
zu einer Restenose fuhren konnten. Weitere Studien, die ein besonderes Au-
genmerk auf die histopathologischen Veranderungen legen, sind zur Evaluie-

rung notig.

4.3 Kritische Beurteilung

Im zuerst durchgefuhrten in-vitro-Versuch mit dem Chandler-loop wurde die
Thrombogenitit der Rhenium'®-beschichteten Stents getestet. Eine vermehrte
Aktivierung des Gerinnungssystems durch die Beschichtung konnte nicht nach-
gewiesen werden.

Die Problematik der stentbasierten Strahlentherapie liegt einerseits in der in-
stent-Restenose und andererseits im edge-effect. Das Korrelat beider ist die

histomorphologisch messbare Hyperplasie der Intima. In verschiedenen Studien
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konnte gezeigt werden, dass eine Bestrahlung des gestenteten Areals eine Re-
duktion der Intimahyperplasie zur Folge hat.

Im anschlieBenden Tierversuch soll eine suffiziente Prophylaxe der in-stent-
Restenose durch die Implantation von Rhenium'®-beschichteten Stents nach-
gewiesen werden. Dieses Isotop wurde gewahlt, da es eine kurzere Halbwerts-
zeit und eine hohere Energie aufweist, als die bisher in Studien verwendeten
Isotope.

Die erwiinschte Neointimainhibiton konnte durch den Rhenium'®-
beschichteten Stent gezeigt werden. Die Inhibition des Neointimawachstums
war dosisabhangig und auch noch nach 6 Monaten zu beobachten. Formal wa-
ren nach 6 Monaten die Kriterien der Restenose, mehr als 50% Einengung des
Lumens, nicht erflllt. Es zeigte sich jedoch eine deutlichere Neointimahyperpla-
sie als nach 6 Wochen, was den Therapieerfolg im Langzeitversuch schmalerte.
Das Phanomen des edge-effects, das die wirksame Therapie der radioaktiv
Phosphor®?-beschichteten  Stents  einschrankte, trat bei Rhenium'-
beschichteten Stents nicht auf.

Die positiven Ergebnisse durch die Strahlentherapie werden durch die deutli-
chen histopathologischen Veranderungen des Gewebes eingeschrankt. Die
stark erhdhten Zellzahlen in allen Gefalischichten nach Ablauf von 6 Wochen
reduzieren sich zwar in der Langzeitbetrachtung, doch der Proliferationsindex
und die Zeichen der Inflammation bleiben unvermindert hoch. In Anlehnung an
oben Gesagtes auRert Shah, dass nicht nur die allgemeine Vorstellung der Ak-
tivierung von glatten Muskelzellen zur Restenose fuhrt, sondern in bisher weit
unterschatztem Malde auch die Inflammation (69). Die persistierend hohen Zah-
len von inflammatorischen Zellen in diesem Versuch kdnnten eine verspatete
Restenose induzieren, die im Versuchszeitraum von 6 Monaten nur annahernd
erfasst wurde. Langerdauernde Studien sind unter diesem Aspekt erforderlich.
Das hier verwendete Tiermodell ist eine Vorstufe zur Evaluation der Rheni-

um'®-beschichteten Stents im klinischen Einsatz. Ein weiterer Versuch z.B. im
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Schwein ist die logische Konsequenz, um die hier erworbenen Daten zu verifi-
zieren und zu reproduzieren.

Der Umgang mit dem Isotop Rhenium'® wurde schon in der Brachytherapie als
praktikabel und wirksam beschrieben. Die rasche Verfugbarkeit von Rhenium in
Kombination mit dem geringen Personalaufwand, verglichen mit der Brachythe-
rapie, durch die radioaktiv beschichteten Stents stellen eine Alternative zu den
bisher verwendeten Verfahren dar.

Die Strahlentherapie zur Restenoseprophylaxe wurde in neuester Zeit von den
fur Furore sorgenden ,drug-eluting-stents” in den Hintergrund gedrangt. Durch
die antimitotischen Substanzen konnten sehr gute Ergebnisse erzielt werden.
Ein Beispiel dafur ist die RAVEL-Studie (72). Da diese Stents noch nicht lange
auf dem Markt sind, stehen im Moment nur Kurzzeitergebnisse zur Verfligung.
Es bleibt abzuwarten ob die guten Ergebnisse in den Langzeitstudien immer
noch Bestand haben. Sollte dies der Fall sein, so werden sie die Strahlenthera-

pie zur Pravention der Restenose zunehmend verdrangen.
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5. Zusammenfassung

Der Einsatz von Stents zur Therapie von Gefalistenosen ist etabliert. Durch
Stents kann die Inzidenz der Restenose nur verringert aber nicht verhindert
werden. Histologische Untersuchungen zeigten als Ursache ein vermehrtes
Wachstum der Neointima. Zur Prophylaxe der in-stent-Restenose ist es folglich
noétig, die Neointimabildung zu inhibieren. Zur Proliferationshemmung wurde die
Strahlentherapie angewandt.

Zunachst wurde die Thrombogenitat der beschichteten Stents im in-vitro-Modell
untersucht. Anschliellend wurde die Restenoseprophylaxe der radioaktiven
Stents im in-vivo-Versuch verifiziert.

Die Thrombogenitat wurde im modifizierten Chandler-loop getestet. Uber ein
dem Blutfluss nachempfundenen Schlauchsystem, in das unbeschichtete und
Rhenium'®-beschichtete Stents eingebracht wurden, wurden einzelne Parame-
ter des Gerinnungssystems nach zweistindigem Blutkontakt des Stents ge-
messen. Hierbei ergab sich keine vermehrte Aktivierung des Gerinnungssys-
tems im Vergleich zu den Werten nach Kontakt mit einem unbeschichteten
Stent.

Nach dieser Voruntersuchung schloss sich der in-vivo-Versuch an. Insgesamt
wurden die Daten von 59 weilden Neuseelandkaninchen ausgewertet. Die Tiere
erhielten vier Wochen vor Intervention eine 0,5%ige Cholesterindiat zur Indukti-
on einer Intimahyperplasie. Am Interventionstag erfolgte eine Ballondenudation
der infrarenalen Aorta. Danach wurden Rhenium'®®-beschichtete Stents der fol-
genden Dosierungen (DI: 59Gy, n=14; DIl: 198Gy, n=16; DIIl: 428Gy, n=15)
und unbeschichtete Kontrollstents (K, n=14) in die infrarenale Aorta implantiert.
Nach 6 Wochen und nach 6 Monaten endeten die Versuchszeitraume.

Die Tiere wurden uber den gesamten Versuchszeitraum hinweg mit antikoagu-
lierenden Medikamenten behandelt.

Nach 6 Wochen zeigte sich eine dosisabhangige Reduktion der Neointima. Die-

ser Effekt blieb auch nach 6 Monaten erhalten, wobei jedoch die héchste Do-
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sisgruppe einen verstarkten Zuwachs an Neointima zeigte. Die Kriterien der
Restenose mit einem Lumenverlust von mehr als 50% waren nicht erflillt; ein
deutlicher catch-up war jedoch zu verzeichnen. Der gefurchtete edge-effect, der
zu einer Stenose am Stentende flhrt, konnte in den GefaRlangsschnitten weder
nach 6 Wochen noch nach 6 Monaten in relevanter Form nachgewiesen wer-
den.

Die histopathologische Untersuchung zeigte erhohte Zellzahlen in allen Schich-
ten zum Zeitpunkt von 6 Wochen. Dies reduzierte sich dann nach 6 Monaten.
Ein hoher Proliferationsindex und inflammatorische Zellen verblieben vor allem
in der Adventitia nach 6 Monaten.

Die Strahlentherapie flhrte zu einer verzdogerten Heilung der verletzten Gefal3-
anteile. Dieser ausgepragte Befund war nach 6 Monaten in der héchsten Do-
sisgruppe immer noch vorhanden. Der Endotheldefekt fihrte zu keinem throm-
botischen Gefallverschluss.

Eine verstarkte fibrotische Reaktion hatte keinen Einfluss auf die Auspragung
der Neointima. Trotz der auffallenden histopathologischen Veranderungen ist
das Ziel, die in-stent-Restenose zu verhindern, durch die Therapie mit Rheni-

um'®-beschichteten Stents gelungen.
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6. Anhang

In diesem Kapitel finden sich alle Einzeldaten. Die Werte sind als geometrische

Mittel mit oberem und unterem Konfidenzintervall angegeben, welches 95% al-

ler Falle einschlief3t. Immunhistologische Parameter oder Veranderungen sind

als semiquantitative Angaben der Auspragung des Merkmals niedergelegt.

Die Abklrzung ND steht fur not done.

Cholesterinwerte in mg/d|

6 Wochen 6 Monate
1518 1661
Kontrolle
[609-3782] [1144-2411]
1713 1796
Dosis |
[1180-2496] [1300-2479]
1467 1396
Dosis Il
[1062-2025] [1011-1928]
1211 1047
Dosis Il
[857-1709] [758-1446]
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Flachen (Aorta) in mm?

Neointimaflache (quer)

Mediaflache (quer)

(mm?) (mm?)
1,56 1,41
Kontrolle
[0,87-2,79] [0,91-2,21]
_ 2,19 1,8
Dosis |
[1,73-2,78] [1,5-2,16]
6 Wochen
_ 1,75 1,77
Dosis Il
[1,35-2,27] [1,45-2,17]
1,8 1,71
Dosis Il
[1,44-2,24] [1,42-2,05]
2,3 1,72
Kontrolle
[1,52-3,47] [1,26-2,36]
_ 2,13 1,5
Dosis |
[1,59-2,85] [1,2-1,87]
6 Monate
_ 1,91 1,78
Dosis I
[1,5-2,42] [1,49-2,14]
2,62 2,34
Dosis Il
[1,96-3,51] [1,87-2,92]
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Flachen (Stent) in mm?

Neointimaflache (quer) Mediaflache (quer)

(mm?) (mm?)
2,11 0,79
Kontrolle
[0,68-6,62] [0,62-1,02]
0,33 0,87
Dosis |
[0,09-1,22] [0,65-1,17]
6 Wochen
0,17 0,77
Dosis Il
[0,05-0,57] [0,59-1,01]
0,03 0,53
Dosis Il
[0,01-0,13] [0,08-0,14]
2,10 0,76
Kontrolle
[0,62-7,11] [0,59-0,98]
0,80 1,00
Dosis |
[0,28-2,29] [0,80-1,24]
6 Monate
0,18 0,81
Dosis Il
[0,06-0,52] [0,65-1,01]
0,50 0,86
Dosis Il
[0,17-1,42] [0,69-1,07]
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Intimadicke in mm

In-Stent Ausgang Ubergang Aorta
0,19 0,18 0,15 0,15
Kontrolle
[0,06-0,58] [0,11-0,31] [0,09-0,25] [0,10-0,23]
0,07 0,18 0,30 0,20
Dosis |
[0,02-0,19] [0,11-0,30] [0,19-0,47] [0,14-0,28]
6 Wochen
0,03 0,16 0,17 0,18
Dosis Il
[0,02-0,08] [0,11-0,25] [0,11-0,25] [0,13-0,24]
. 0,02 0,05 0,15 0,20
Dosis Il
[0,01-0,05] [0,03-0,08] [0,10-0,22] [0,15-0,28]
0,15 0,15 0,21 0,22
Kontrolle
[0,07-0,33] [0,10-0,25] [0,14-0,33] [0,15-0,33]
0,18 0,18 0,22 0,31
Dosis |
[0,09-0,35] [0,12-0,28] [0,15-0,33] [0,22-0,43]
6 Monate
0,12 0,17 0,16 0,22
Dosis Il
[0,06-0,23] [0,11-0,25] [0,11-0,24] [0,16-0,31]
0,13 0,13 0,14 0,30
Dosis Il
[0,07-0,25] [0,90-0,20] [0,10-0,21] [0,22-0,42]

104



Anhang

Zelldichte (Stent), Zellen pro mm?

Neointima Media Adventitia
4051 3930 1584
Kontrolle
[3439-4771] [3200-4827] [1143-2195]
4461 3255 3000
Dosis |
[3693-5389] [2568-4127] [2165-4156]
6 Wochen
5555 2807 2054
Dosis Il
[4716-6542] [2286-3448] [1548-2724]
5477 3671 1705
Dosis Il
[4598-6525] [2947-457 3] [1261-2306]
4388 3990 2396
Kontrolle
[3556-5415] [3124-5096] [1579-3636]
. 3103 1961 1570
Dosis |
[2587-3723] [1587-2424] [1094-2253]
6 Monate
2869 1860 1189
Dosis Il
[2391-3442] [1505-2298] [829-1707]
2664 2050 1691
Dosis Il
[2221-3196] [1659-2534] [1179-2427]
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Proliferation (Stent) in proliferierenden Zellen

Neointima Media Adventitia
Kontrolle 2,2 1,51 2,54
15,1 413 1,46
Dosis |
[9,4-24,1] [0,93-18,3] [9,14-15,5]
6 Wochen 13,6 11,37 1,15
Dosis Il
[9,1-20,4] [3,1-41,2] [0,15-8,88]
10,1 463 0,70
Dosis Il
[6,6-15,5] [1,17-18,3] [0,08-6,19]
0,4 0,04 0,38
Kontrolle
[0,3-0,7] [0,01-0,20] [0,04-3,98]
19,3 6,85 2,45
Dosis |
[12,9-29,0] [1,89-24,8] [0,32-18,9]
6 Monate
13,6 1,62 1,76
Dosis Il
[9,1-20,4] [0,45-5,87] [0,23-13,6]
11,0 2,23 0,43
Dosis Il
[7,3-16,4] [0,62-8,10] [0,06-3,31]
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Alpha-Aktin (Haufigkeit des Kriteriums [n])

6 Wochen 6 Monate

Lokalisation  Gruppe 0 + ++ +++ 0 + ++ +++
Kontrolle ND ND ND ND ND ND ND ND
Neben den Dosis | ND ND ND ND ND ND ND ND
Stentstreben Dosis I ND ND ND ND ND ND ND ND
Dosislli ND ND ND ND ND ND ND ND

Kontrolle - - 2 2 - - 3 2

Dosis | 1 5 - - 2 5 1 -

Intima

Dosis Il 1 - - 2 6 - -

Dosis Il 2 - - 1 7 1 -

Kontrolle - - 1 3 - 1 2 2

Dosis | - 5 - - 2 5
Media

Dosis Il - 4 4 - - 2 6 -

Dosis Il 2 - - - 3 5 -

Kontrolle 4 - - - 1 4 - -

Dosis | - 3 3 - 1 6 1 -

Adventitia
Dosis Il 2 5 2 - 2 5 1 -
Dosis Il - 6 1 - 1 7 - -
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RAM (Haufigkeit des Kriteriums [n])

6 Wochen 6 Monate

Lokalisation Gruppe 0 + ++  +++ ] 0 + ++ e+t
Kontrolle ND ND ND ND JND ND ND ND
Neben den Dosis | ND ND ND ND JND ND ND ND
Stentstreben Dosis I ND ND ND ND JND ND ND ND
Dosis Il ND ND ND ND JND ND ND ND

Kontrolle - 2 2 - 2 4 - -

Dosis | - 6 - - - 6 2 -

Intima

Dosis Il - 7 - - 1 7 - -

Dosis Il - 4 3 - - 4 4 -

Kontrolle - 2 4 - 5 1 - -

Dosis | 2 2 2 - 1 6 1 -

Media

Dosis I - 3 5 - 2 5 1 -

Dosis Il 3 4 - - 1 4 3 -

Kontrolle 6 - - - 5 1 - -

Dosis | 6 - - - 6 2 - -

Adventitia
Dosis Il 5 - - 2 6 - -
Dosis Il 3 4 - - 2 6 - -
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Anhang

Endothel — Stent (Haufigkeit des Kriteriums [n])

6 Wochen 6 Monate
Lokalisation Gruppe 0 + ++ +++ ] 0 + ++ 44
Kontrolle 2 1 - 3 - 4 -
Dosis | 1 3 - 2 - 3 5
Intima
Dosis Il - 1 1 - - 3 5
Dosis Il - 2 3 - 1 4 3
Endothel — Aorta (Haufigkeit des Kriteriums [n])
6 Wochen 6 Monate
Lokalisation Gruppe 0 + ++ +++] 0 + 4+
Kontrolle ND ND ND ND - 3 3 -
Dosis | 1 2 2 1 - 5 - 3
Intima
Dosis Il - 2 2 4 - 2 3
Dosis I - 2 1 3 1 2 3 2
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Anhang

Degeneration glatter Muskelfasern (Haufigkeit des Kriteriums [n])
6 Wochen

Lokalisation  Gruppe

+

++

+++

6 Monate

+

++

+++

Kontrolle
Neben den Dosis |
Stentstreben  Dosis I

Dosis Il

Kontrolle
Dosis |
Media
Dosis Il

Dosis Il

o N O O

o O W M

N N B~ -

w N o

c© 00 0o
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Anhang

Fibrose (Haufigkeit des Kriteriums [n])

6 Wochen 26 Wochen
Lokalisation Gruppe 0 + ++ +++] O + ++  +++
Kontrolle - 6 - - - 6 - -
Neben den Dosis | - 3 2 1 - 8 - -
Stentstreben Dosis I - 5 3 - - 8 - -
Dosis Il - 7 - - - 8 - -
Kontrole ND ND ND ND JND ND ND ND
. Dosis | ND ND ND ND JND ND ND ND
intima Dosis I ND ND ND ND JND ND ND ND
Dosis ND ND ND ND JND ND ND ND
Kontrolle - 6 - - - 6 - -
Media Dosis | - 1 4 1 - 8 - -
Dosis Il - 6 2 - - 8 - -
Dosis I - 7 - - - 8 - -
Kontrolle 2 4 - - - 6 - -
Adventitia posis | ) 1 ° 2 ) ) ) !
Dosis Il - - 3 5 - - - 8
Dosis I - 1 2 4 - - - 8
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Anhang

Thrombotisches Material - frisches (Haufigkeit des Kriteriums [n])

Gruppe 6 Wochen 6 Monate
0 + ++ +++ 0 + ++ +++
Kontrolle 4 1 - 1 6 - - -
Dosis | 1 3 2 - 4 4 - -
Dosis Il 1 3 2 2 5 1 1 1
Dosis llI 1 2 2 2 2 5 1 -

Thrombotisches Material - altes (Haufigkeit des Kriteriums [n])

Gruppe 6 Wochen 6 Monate
0 + ++ +++ 0 + ++ +++
Kontrolle 6 - - - 6 - - -
Dosis | 2 1 3 - - 3 4 1
Dosis Il 1 2 4 1 - 1 7 -
Dosis I - 3 3 1 - 3 3 2
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Anhang

Verkalkungen (Haufigkeit des Kriteriums [n])

6 Wochen 26 Wochen

Lokalisation  Gruppe 0 + ++  +++ 0 + ++ 4+

Kontrole ND ND ND ND | ND ND ND ND
Neben den Dosisl ND ND ND ND | ND ND ND ND
Stentstreben Dosisll ND ND ND ND | ND ND ND ND
Dosisll ND ND ND ND | ND ND ND ND

Kontrole ND ND ND ND | ND ND ND ND
Dosisl ND ND ND ND | ND ND ND ND

Intima
Dosis Il ND ND ND ND ND ND ND ND
Dosislli ND ND ND ND ND ND ND ND
Kontrolle 3 2 - 1 5 1 - -
Dosis | 4 2 - - 6 2 - -
Media
Dosis Il 4 2 1 1 5 3 - -
Dosis Il 5 1 1 - 3 2 3 -
Kontrolle 6 - - - 6 - - -
Dosis | 6 - - - 8 - - -
Adventitia
Dosis Il 8 - - - 8 - - -
Dosis Il 7 - - - 8 - - -
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Anhang

Nekrosen (Haufigkeit des Kriteriums [n])

Lokalisation

Gruppe

6 Wochen

+

++

+++

26 Wochen

+

++

+++

Neben den

Stentstreben

Intima

Media

Adventitia

Kontrolle
Dosis |
Dosis Il

Dosis Il

Kontrolle
Dosis |
Dosis Il

Dosis Il

Kontrolle
Dosis |
Dosis Il

Dosis Il

Kontrolle
Dosis |
Dosis Il

Dosis Il

N B~ b N O B

W OO W O,

aa o = N

A W W -

w w o o D W W o N N &~ O

o 00 0O O
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