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EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1 Koronare Restenose

Unter koronarer Restenose versteht man die erneute Lumeneinengung eines
Koronararterien-Segments nach einer zuvor erfolgreich durchgefuhrten
perkutanen koronaren Intervention (PCI), wie beispielsweise der perkutanen
transluminalen Koronarangioplastie (PTCA), Rotablation, Atherektomie,
Laserangioplastie, Stentimplantation oder der intrakoronaren Strahlentherapie
(= Brachytherapie). Die koronare Restenose stellt das wesentlichste klinische
Problem in der interventionellen Behandlung von Patienten mit koronarer
Herzkrankheit (KHK) dar, welche weltweit die Haupttodesursache der
Menschen ist. Die mit der KHK verbundene Morbiditat und Mortalitat und die
Vielzahl der therapeutischen Interventionen mit den daraus resultierenden
Belastungen fir die Patienten sowie dem volkswirtschaftlichen Schaden
(Kosten von ca. 5.000,00 PCl mit einem Stentanteil von 80-90% aller PCI
betragen ca. 750 Millionen Euro) begrinden das grofe Interesse und die
Notwendigkeit, zugrunde liegende molekulare Mechanismen zu erforschen und
effektivere Therapiemdglichkeiten zu suchen. Die Restenoserate nach PCI lag
initial bei ca. 40-50% und konnte zuletzt durch den Einsatz von sogenannten
medikamentenbeschichteten Stents je nach Patientenrisikoprofii und

Koronarmorphologie auf 10-20% gesenkt werden.

Die Restenose ist nach konventioneller PTCA auf ein komplexes
Zusammenspiel von elastischen Ruckstellkraften (recoil) (Block 1990),
Proliferation und Migration glatter Muskelzellen und Myofibroblasten
(Neointimaformation) und lumenreduzierendem Umbau der GefalRwand
(negativem Remodeling) zurtickzufihren (Rosanio et al. 1999; Mintz et al.
1996). Die in-Stent-Restenose (ISR) hingegen ist allein durch die Proliferation
und Migration von glatten GefalRmuskelzellen und Myofibroblasten und die
Produktion von extrazellularer Matrix auf der luminalen Seite bzw. zur luminalen

Seite des Stents bedingt.
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Die derzeit auf dem Markt befindlichen Stents, unter ihnen vor allem die ,drug-
eluting stents® (DES), sind zwar in der Lage die Restenoserate deutlich zu
senken, aufgrund ihrer hohen Kosten und der limitierten Langzeitergebnisse,
sowie der gegenlber den unbeschichteten Metallstents (sogenannter ,bare
metal stents” = BMS) erhohten Inzidenz von Spatkomplikationen ist ihr Einsatz
jedoch noch nicht bei jedem Patienten und auch nicht bei jeder Art von Lasion
sinnvoll (Faxon 2002). DarUber hinaus ist bis heute noch nichts Uber eventuelle

kummulative (Neben-)Effekte bei Mehrfachimplantation solcher Stents bekannt.

Unzahlige Studien haben sich in den letzten Jahren mit der Pathophysiologie
und der therapeutischen Pravention der Neointimaformation nach
PTCA/Stentimplantation befasst (Califf et al. 1991; Franklin & Faxon 1993;
Asahara et al. 1995; Lincoff et al. 1997; Axel et al. 1997; Gradus-Pizlo et al.
1995; Shi et al. 1994), wahrend die (Patho-)Physiologie des Remodelings
weitgehend unbeachtet blieb. Jahrelang wurde postuliert, dass die

Neointimahyperplasie die Hauptrolle in der Restenoseentstehung spielt (Liu et
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Abb. 1: Restenose-Mechanismen nach PTCA und Angriffspunkte fur Stents
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al. 1989; Gravanis & Roubin 1989). Tierexperimentelle und klinische IVUS-
Studien (IVUS = intravaskularer Ultraschall) zeigten jedoch, dass die Restenose
nach PTCA hauptsachlich durch negatives Remodeling verursacht wird (Post et
al. 1994; Andersen et al. 1996; Mintz et al. 1996; Isner 1994; Kakuta et al. 1994;
Lafont et al. 1995). Durch den Einsatz der Stents schien dieser
Pathomechanismus der Restenose vernachlassigbar. Erste Ergebnisse mit
sogenannten ,Dritte- und Vierte-Generation-Stents®, den bioabsorbierbaren
bzw. degradierbaren Stents zeigen hingegen, dass das arterielle Remodeling
nach Implantation dieser neuesten Stents die Ergebnisse bezlglich der

Restenose bedeutsam beeinflusst.

1.2 Arterielles Remodeling

Uber viele Jahre wurde angenommen, die Entstehung von
arteriosklerotischen de-novo-Lasionen sei einzig und allein auf das
Plaquewachstum zurickzufihren. Heute weil3 man, dass dieser Vorgang
komplexer ist und vom Gleichgewicht zwischen Plaquewachstum und der
Fahigkeit der Arterienwand sich auszudehnen bzw. sich zusammenzuziehen,
bestimmt wird. Durch Vergrolierung des Gefalddurchmessers bzw. der Lamina
elastica externa-Flache (LEEF) kann sich die Arterienwand an einen
wachsenden Plaque anpassen, so dass es weder funktionell noch
angiographisch zur Ausbildung einer signifikanten Stenose kommt. Dieses
Phanomen kann auch bei dauerhaft erhdhtem Blutfluss beobachtet werden, bei
dem sich die Arterienwand den veranderten Stromungsverhaltnissen anpassen
kann (Gibbons & Dzau 1994; Langille 1993).

Ausmald und Richtung des Gefallwandremodelings (also der Veranderung der
GefalRwandarchitektur) konnen variieren: sie reichen von der beschriebenen
kompensatorischen VergroRerung des GefalRquerschnitts (,compensatory
enlargement® oder ,positives Remodeling) Uber die Reduktion des
Gefallidurchmessers (,negatives Remodeling“) (Pasterkamp et al. 1997) bis hin
zum  kompletten Ausbleiben einer Anpassungsreaktion (,failure of
enlargement®). Welche Faktoren die Art des Remodeling bestimmen ist
ungeklart. Die Tatsache, dass innerhalb einer einzigen Arterie alle
Auspragungen von positivem bis hin zu negativem Remodeling vorkommen,

legt jedoch nahe, dass lokale Faktoren fur das Remodeling wesentlich
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bedeutsamer sind als allgemeine Faktoren wie Geschlecht und Alter oder
koronare Risikofaktoren wie das Rauchen. Basierend auf post mortem
Autopsieuntersuchungen, stellten (Glagov et al. 1987) die Hypothese auf, dass
positives Remodeling dazu diene, drohenden Lumenverlust durch
Plaquewachstum zu verhindern, dass dieser Kompensationsmechanismus aber
nur greife bis eine Stenose 40 % betrage und gleichzeitig nicht mehr als 30 —

40 % der moglichen Lumenflache durch den Plaque stenosiert seien.

Ob sich ein Gefall der Plaquelast anpasst oder nicht, hangt von mehreren
Faktoren ab. Ein Faktor kdnnte die Lokalisation des Plaques im Gefal} sein, da
beispielsweise die Fahigkeit einer Koronararterie zu positivem Remodeling von
proximal nach distal abnimmt (Burke et al. 2002). Ein weiterer Faktor konnte
sein, wie der Plaque im Gefal® angeordnet ist - konzentrisch oder exzentrisch.
Arteriosklerotische Plaques sind haufiger exzentrisch als konzentrisch in der
GefalRwand lokalisiert (Glagov & Zarins 1983). Exzentrische Plaques neigen
eher zu ,compensatory enlargement® als konzentrische (Birgelen von et al.
1998). Bei exzentrischen Plaques ist der gesunde Teil der Arterienwand zu
endothelabhangiger Vasodilatation in der Lage. Dies fuhrt wiederum auf Dauer
zu strukturellen Veranderungen in der Tunica media der Arterienwand.
Konzentrische Lasionen ohne gesunde Wandabschnitte sind dazu nicht in der
Lage und durchlaufen stattdessen eine Verkleinerung des Gefaliquerschnitts
(Varnava & Davies 2001; Birgelen von et al. 1998). Darlberhinaus scheint die
Zusammensetzung des Plaques fir das Remodeling von Bedeutung zu sein:
Plagues mit Einblutungen oder inflammatorischen Zellherden, mit grof3en
Lipidkernen oder Makrophageninfiltration fuhren eher zu positivem Remodeling
als Plaques, die Uberwiegend bindegewebig zusammengesetzt sind (Burke et
al. 2002). Ein weiterer Faktor scheint die Geschwindigkeit des
Plaquewachstums zu sein (Varnava 1998): nach einer subklinisch verlaufenen
Koronarthrombose wachst der Plaque vermutlich so schnell, dass die
Arterienwand nicht ausreichend Zeit zur Reorganisation hat (bis zu 70 % der
hochgradigen Stenosen kommen an der Stelle einer abgeheilten Plaqueruptur

und Thrombose vor) (Davies 1998).

Fir die Entstehung einer hochgradigen Stenose bedarf es eines komplexen
Zusammenspiels aus  Plaquewachstum, -grolke, -lokalisation, und

-zusammensetzung und der ab einem kritschen Stenosegrad limitierten
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Fahigkeit der Arterie zu positivem Remodeling (Davies 1998).

Die Pathophysiologie der Stenoseentstehung nach einer Katheterintervention
(Restenose) unterscheidet sich in einigen Teilprozessen von der langsam
entstehenden Arteriosklerose, das arterielle Remodeling ist jedoch auch hier
malfgeblich am Langzeitergebnis beteiligt (Mintz et al. 1996; Casscells et al.
1994). Im Unterschied zur Arteriosklerose wird nach Katheterintervention
uberwiegend negatives Remodeling beobachtet (Post et al. 1994; Andersen et
al. 1996; Mintz et al. 1996; Isner 1994; Kakuta et al. 1994; Lafont et al. 1995).
Es handelt sich wahrscheinlich auch hier um eine nicht ausreichende
Anpassungsreaktion der Arterienwand auf die durch den Ballon verursachte
Verletzung (Endothelabrasion, Ruptur der Lamina elastica interna (LEI), bis zur
Ruptur der LEE). Diese Verletzungen induzieren eine physiologische
Gewebeantwort als Wundheilungsreaktion mit intramuraler Thrombusbildung, -
organisation und konsekutiver Neointimaformation (Kakuta et al. 1994). Die an
der geschadigten Stelle eingestromten Plasma-Lipoproteine werden im Gewebe
zu ihren Oxidationsprodukten umgewandelt, und oxidierte Lipoproteine bzw. die
beinhalteten Lipide konnen die endothelabhangige Relaxation vermindern
(Lafont et al. 1995). Daruber hinaus bewirkt die nach Ballonverletzung der
Gefallwand induzierte Wundheilungsreaktion strukturelle Veranderungen im
Sinne einer Fibrosierungsreaktion, die durch zunehmende Steifigkeit der
GefalRwand ein positives Remodeling inhibiert. Die Ballondilatation provoziert in
der Adventitia eine 3 bis 7 Tage andauernde Proliferationsantwort von
hauptsachlich Fibroblasten und Myofibroblasten, die verstarkt Kollagen, Elastin
und Glucosaminoglykane produzieren (Scott et al. 1995; Doornekamp et al.
1995; Sibinga et al. 1997; Karim et al. 1995). Das vermehrte Kollagen fuhrt zur
Kontraktur (negatives Remodeling) der Arterie nach GefalRwandverletzung

(siehe hierzu nachfolgende Abbildung 2).
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Abb. 2: Remodeling als Reaktion der GefalRwand auf eine Ballondilatation
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1.3 Neointimaformation

Die Neointimabildung stellt eine der beiden pathophysiologischen Saulen der
koronaren Restenose nach Katheterintervention dar. Nach alleiniger
Ballondilatation ist sie fur 1/3 des Lumenverlustes verantwortlich, wahrend das
arterielle negative Remodeling die Ubrigen 2/3 verursacht (Post et al. 1994;
Kakuta et al. 1994; Mintz et al. 1996 und 2002). Nach Kkoronarer
Stentimplantation ist die sogenannte in-Stent-Restenose jedoch ausschliesslich
auf die Neointimaformation zurtuckzufuhren. Die zellularen und molekularen
Triggermechanismen, die zu dieser Neointimaformation fuhren sind komplex
und sowohl die Pathogenese der koronaren Arteriosklerose wie auch der
koronaren Restenose findet ihren Ursprung in der von dem Pathologen Russel
Ross formulierten "response-to-injury" Hypothese (Ross and Glomset 1973;
Ross 1990). In dieser Hypothese geht Ross davon aus, dal} die
Gefallwandlasion die spezielle Form einer protektiven, entzundlich-
fibroproliferativen Antwort auf verschiedene Arten der Arterienwandschadigung
ist. In Abhangigkeit von der Art und Dauer der Schadigung wird aus dem
protektiven Mechanismus ein Krankheitsprozef3. Die zahlreichen verschiedenen
Formen der Schadigung des Endothels und der arteriellen Wandzellen
beginnen mit einer entzlindlichen Antwort an spezifischen Stellen des arteriellen
Systems. An dieser entzundlichen Antwort sind Monozyten und T-Lymphozyten,
die sich an das Endothel anheften und in die Arterienwand eindringen, beteiligt.
An diesen Stellen differenzieren sich viele der Monozyten zu Makrophagen.
Wahrend ihrer Aktivierung exprimieren die Makrophagen eine Reihe
unterschiedlicher Gene, einschlie8lich der fur die Synthese der Zytokine und
der Wachstumsregulationsmolekule verantwortlichen Gene. Makrophagen und
die sie begleitenden T-Lymphozyten unterliegen einer Replikation innerhalb der
Arterienwand. Konsekutiv kommt es durch diese aktivierten Leukozyten zu
einer Freisetzung von Zytokinen und Wachstumsfaktoren, die zu einer Migration
und Proliferation von glatten Muskelzellen und (Myo)fibroblasten innerhalb der
arteriellen Intima fuhren konnen. Diese Ereignisse kumulieren in den
Gefallasionen, die unterschiedliche Stadien dieser speziellen inflammatorisch-
fibroproliferativen Antwort darstellen. Der Gewinnung dieser Erkenntnisse
liegen Arbeiten an koronaren Gefal3plaques in Tiermodellen, wie auch Arbeiten

an menschlichen Koronarplaques, zugrunde. Eine erste Erklarung fir die
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Neointimabildung liefert das im Kleintierversuch der Ratte entwickelte "Drei-
Wellen-Modell". In der ersten Welle kommt es zu einer Replikation glatter
Muskelzellen (SMC) innerhalb der Media. Die zweite Welle beinhaltet die
Migration dieser SMC in die Intima. In der dritten Welle proliferieren die SMC
innerhalb der Intima. Voraussetzung fur diese Prozesse ist die, Uber
Wachstumsfaktoren und Interleukine (platelet derived growth factor A und B
(PDGF), basic fibroplast growth factor (FGF), transforming growth factor 3 (TGF
R), Angiotensin Il (A IlI), insulin-like growth factor (IGF), Interleukin 1 (IL-1),
tumor necrosis factor alpha (TNF alpha)) vermittelte Zellinteraktion von
Endothelzellen, glatten Muskelzellen, Myofibroblasten, T-Lymphozyten und

Makrophagen.

1.4 Pathophysiologische Rolle der Adventitia

In den Urspriingen der Restenoseforschung ging man davon aus, dass die
Neointimabildung der entscheidende Pathomechanismus bei der Entwicklung
einer Restenose sei und dass die wichtigsten damit verbundenen Prozesse in
den GefaBwandschichten der Intima und Media stattfinden wdirden. Bei
tierexperimentellen Untersuchungen und bei post mortem-Untersuchungen an
humanen Koronararterien wurde daher sogar meist die
GefalRwandaussenschicht der Adventitia wegprapariert. Wie zuvor ausfuhrlich
unter 1.2 beschrieben, zeigen tierexperimentelle und humane Studien die
Bedeutung des arteriellen Remodeling fur die Restenoseenstehung auf. Neue
experimentelle wie auch klinische Studien dokumentieren die besondere
Bedeutung der Adventitia in der ,response to injury® nach koronarer
Katheterintervention. So wurde im Schweinemodell der Ballonangioplastie von
Koronararterien gezeigt, dass die Adventitia auf zweierlei Wegen zur
Lumenstenosierung beitragt. Zum einen als Ursprungskompartiment fur Zellen
die proliferieren und in Richtung Lumen migrieren und somit zur Bildung einer
Neointima beitragen. Zum anderen durch Veranderung der Zellorientierung und
strukturelle Veranderungen der Matrix in der Adventitia (adventitielle
Fibroblasten synthetisieren unmittelbar nach Ballondilatation Prokollagen Typ ),
die zu einer mechanischen Kontraktur der Gefaldwand fuhren (Scott et al 1996,

Shi et al 1996A,1996B). Diese Arbeiten zeigten erstmalig, dass sowohl
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molekulare wie auch zellphanotypische Veranderungen in der Adventitia fur den
Restenoseprozeld von entscheidender Bedeutung sind. Daruber hinaus stellt
die Adventitia den Ursprungsort von Vasa vasorum gesunder Koronararterien
dar. Dieser Tatsache kommt eine besondere Bedeutung bei der lokalen
Beteiligung der Koronararterie im Rahmen systemischer Veranderungen (z.B.
inflammatorischer Reaktionen) aber auch bei der lokalen Therapie der

Restenose zu.

1.5 Angiogenese von Vasa vasorum und Inflammation

Arterielle Vasa vasorum (Vv) sind Mikrogefal3e, die der Erndhrung der
Arterienwand dienen. Vasa vasorum erster Ordnung entspringen direkt aus
einer Arterie und verlaufen in deren Langsrichtung; aus ihnen wiederum oder
aus kleineren Seitenasten der Arterie entspringen die Vasa vasorum zweiter
Ordnung und verlaufen zirkular zu ihrem Ursprungsgefal’. Da sie nicht Uber
einen Plexus mit anderen Gefal3en verbunden sind, kdnnen sie als funktionelle
Endarterien bezeichnet werden (Gossl et al. 2003). Gesunde Koronararterien
besitzen ein kleines Netz von Vasa vasorum in der Adventitia zur Versorgung
der aufleren Schichten der Arterienwand mit Sauerstoff und Nahrstoffen, ihr
Verschluss oder ihre Entfernung fuhrt zur Entstehung arteriosklerotischer
Lasionen (Barker et al. 1993). Andererseits kann in arteriosklerotisch
veranderten Koronararterien ein dichtes Vv-Geflecht beobachtet werden
(Barger et al. 1984). Ob diese Neovaskularisation der Plaquebildung
vorausgeht oder ihr folgt, kann nicht mit letzter Sicherheit gesagt werden, es ist
aber wabhrscheinlich, dass durch die unter dem Plagque herrschenden
hypoxischen Verhaltnisse, welche Makrophagen zur Produktion angiogener
Faktoren veranlassen (Knighton et al. 1983), eine Neovaskularisation von Vv
induziert wird. Diese Neovaskularisation von Vv tritt auch als Folge einer
Gefallwandverletzung auf. Kwon et al. beobachteten 28 Tage nach PTCA von
Schweinekoronarien ein dichtes Gefallnetz von Vasa vasorum zweiter Ordnung
in der Adventitia, das in dieser Form beim unverletzten Gefal® nicht auftrat
(Kwon et al. 1998). Welche Wachstumsfaktoren bei der Angiogenese der Vv
involviert sind ist unbekannt, es ist jedoch davon auszugehen, dass die im

Zusammenhang mit physiologischen Angiogeneseprozessen (Embryogenese,
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Hautwundheilung oder Ovulation) und pathologischen Angiogeneseprozessen
(Tumor- und Metastasenbildung, rheumatoide Arthritis, Retinopathie oder
Psoriasis) bekannten angiogenen Wachstumsfaktoren auch fur die Vv-
Angiogenese bedeutsam sind. Hierzu gehéren Angiogenin, transforming growth
factor-a (TGFa), transforming growth factor-g (TGFB) und tumor necrosis factor
(TNF) (Houck et al. 1991), allerdings kann keiner dieser Wachstumsfaktoren
direkt die Endothelzellproliferation induzieren. Basic und acidic fibroblast growth
factor (bFGF bzw. aFGF) und platelet derived growth factor (PDGF) sind dazu
in vitro in der Lage, doch ist ihre Wirkung nicht auf Endothelzellen beschrankt.
Sie wirken hingegen auf eine Reihe von Zelltypen (Tischer et al. 1991) und sind
von Ereignissen wie Zelltod oder -verletzung abhangig, da sie aufgrund des
Mangels an einer hydrophoben Signalsequenz nicht von den Zellen sezerniert

werden kdnnen (Houck et al. 1991).

Eine Schlusselrolle kommt bei vielen Angiogeneseprozessen dem 1971
erstmals von Folkman et al. aus Tumorgewebe isolierten und 1983 von Senger
et al als vascular permeability factor beschriebenen (Folkman et al. 1971,
Senger et al. 1983) vascular endothelial growth factor (VEGF) zu. Keck und
Mitarbeiter, sowie Leung und Mitarbeiter identifizierten 1989 VEGF als
endothelspezifischen Angiogenesefaktor, der von den Endothelzellen direkt
sezerniert werden kann (Keck et al. 1989; Leung et al. 1989). Neben der
angiogenen Aktivitat mit Steigerung der endothelialen Proliferation, Migration
und Permeabilitat hat VEGF auch vaskuloprotektive Eigenschaften: VEGF
reduziert die Neointimabildung nach Stentimplantation in peripheren Arterien
und weist einen indirekten antithrombotischen Effekt auf (Van Belle et al. 1997),
der vermutlich dadurch zustande kommt, dass die Reendothelialisierung einer
verletzten Gefallwand durch VEGF beschleunigt und dadurch ihre

Thrombogenitat reduziert wird.

Zur VEGF-Familie gehéren VEGF-A, -B, -C, -D und -E sowie der placenta
derived growth factor (PIGF). Bislang sind von VEGF-A 5 Isoforme identifiziert
worden, die durch posttranskriptionelles alternatives Exon-SpleilRen entstehen
und nach der Lange der resultierenden Aminosaureketten benannt werden. Alle
Isoforme besitzen ein Signalpeptid, so dass die direkte Sezernierung von

intakten Zellen moglich ist. VEGF wird von einer ganzen Reihe von Zellen
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produziert, unter ihnen Endothelzellen, Myofibroblasten, neutrophile
Granulozyten, T-Lymphozyten und Monozyten/Makrophagen. Aus in vitro-
Versuchen mit Monozyten weil3 man auch, dass die Regulation des VEGF von
der Aktivierung des Transkriptionsfaktors nuclear factor kappa B (NFxB)
abhangt (Kiriakidis et al. 2003). Dies ist auch ein typischer Signalweg fur
Interleukine (IL-1/-6/-8), Matrixmetalloproteinasen (MMP-2/-9), und
Adhasionsmolekule wie vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1) und
intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1). NFkB selbst wird wiederum durch
ein Vielzahl von Faktoren aktiviert, unter anderem durch IL-1, tumor necrosis
factor a (TNFa), Lektine, bakterielle Lipopolysaccharide (LPS), physikalische
Noxen (z.B. y-Strahlung), vom Komplementsystem, durch Hypoxie und
oxidiertes Low-density-Lipoprotein (ox-LDL) (De Martin et al. 2000). Hier zeigt
sich eine zentrale Verbindung der Angiogenese mit der Inflammation, der wie
unter 1.2 und 1.3 ausgefuhrt eine besondere Bedeutung bei beiden

Schlusselprozessen der Restenosepathophysiologie zukommit.

1.6 Therapieansatze bei der koronaren Restenose

Seit Einfuhrung der koronaren Ballonangioplastie 1977 durch Andreas
Grlntzig (Gruentzig et al. 1979) sind eine Vielzahl verschiedener Substanzen
zur systemischen Therapie der koronaren Restenose untersucht worden
(Hermans et al. 1991). Mit keiner dieser Substanzen konnte eine wirksame
Pravention der koronaren Restenose erreicht werden, was zum Teil auf die
inakzeptablen Nebenwirkungen bei der zur Restenosepravention erforderlichen
systemischen Konzentration zurickzufiihren war. Einzig fir die Gruppe der
Statine konnte zunachst tierexperimentell und spater auch klinisch mit Hilfe des
intravskularen Ultraschalls eine Regression der Koronarsklerose gezeigt
werden (Nissen et al. 2005), ein direkter Einfluss auf die Restenose kann
hiervon aber auch nicht abgeleitet werden. Daher qilt fir die Therapie der
koronaren Restenose wie fur die meisten Therapieformen, wann immer moglich
und sinnvoll, sollten Medikamente oder sonstige Substanzen eher lokal als
systemisch  verabreicht werden, da so zum einen sehr hohe
Wirkstoffkonzentrationen am Zielort erreicht und zum anderen Nebenwirkungen

von eventuell toxischen Substanzen reduziert werden konnen (Lehmann et al.
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2000).

Nicht medikamentbse Verfahren oder kathetertechnische Interventionen
ohne Ilokale Abgabe ,antirestenotischer Substanzen® (Laserangioplastie,
koronare Atherektomie, Rotablation) zur Therapie der koronaren Restenose
haben ebenfalls keine befriedigenden, der alleinigen Ballondilatation
uberlegenen Ergebnisse erzielen kdnnen. Mit Einflhrung der Koronarstents
Anfang der 90iger Jahre wurde die Restenoserate zwar bei der Behandlung von
de novo-Stenosen gesenkt, doch zeigte sich das Problem der in-Stent-
Restenose als noch schwieriger zu l6sen. Einzig das Verfahren der
intrakoronaren Strahlentherapie (Brachytherapie) wurde erfolgreich zur
Behandlung der koronaren in-Stent-Restenose eingesetzt (Terstein et al 2000)
und wird bis heute in den internationalen Leitlinien als effektive Therapie zur
Behandlung der in-Stent-Restenose empfohlen. Letztendlich handelt es sich
aber auch bei diesem Verfahren um eine lokale Applikation von
antirestenotisch/antiproliferativ. wirksamen beta- oder gamma-Strahlen. Die
intrakoronare Brachytherapie wird jedoch nach Einfihrung der Medikamente
freisetzenden Stents (DES) wegen des mit diesem Verfahren verbundenen
enormen Aufwandes (Beteiligung von Strahlentherapeuten etc.) kaum mehr
eingesetzt. Aktuell gelten die DES als das Verfahren der Wahl bei der
Behandlung von de-novo-Stenosen, wie auch bei der Behandlung von
Restenosen oder in-Stent-Restenosen. Wie bei der Brachytherapie zeigen sich
aber auch bei den DES Komplikationen wie das spate Auftreten von
Thrombosen (Costa et al. 1999, Pfisterer et al 2006) und das Fehlen von
Langzeitergebnissen zur Dokumentation einer sicheren und effektiven Therapie

als problematisch.

1.7 Fragestellung und Zielsetzung

1. Das Verstandnis Uber die Pathophysiologie der koronaren Restenose
begrundete sich anfanglich auf Ergebnisse des Ballondenudationsmodells in
peripheren Arterien der Ratte, wobei die Proliferation und Migration glatter
Muskelzellen aus der GefalBmedia und die daraus resultierende
Neointimaformation die Grundlage der daraus abgeleiteten “response to

injury” Hypothese bildeten. Darauffolgende klinische Interventionsstudien
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unter Einsatz verschiedener Pharmaka und Katheter zeigten jedoch, dass die
auf dem Rattenmodell basierenden Daten nicht auf die klinische Situation
Ubertragbar und komplexere Modelle mit Untersuchungen von
Koronararterien erforderlich waren. Um das augenscheinlich vielschichtige
Problem der Restenoseenstehung nach koronarer Intervention experimentell
moglichst nah an der klinischen Situation beim Patienten untersuchen zu
kénnen, wurde von uns ein neues Modell der koronaren Ballonangioplastie
am Hausschwein etabliert. Hiermit sollte zunachst die Frage nach weiteren
Pathomechanismen - neben der Neointimabildung - und deren zeitliche
Ablaufe beantwortet werden. Daruber hinaus stellte sich die Frage, ob die
,response to injury“ nach Anwendung antiproliferativer Katheterverfahren wie
der intrakoronaren Brachytherapie Unterschiede im Vergleich zur alleinigen

Ballondilatation aufweist:

(a) Durchfuhrung eines neuen ,double injury® Ballonangioplastiemodells an
Koronararterien von Hauschweinen zur Untersuchung der Bedeutung

des arteriellen Remodelings fur die Restenoseenstehung.

(b) Untersuchung der histomorphometrischen Veranderungen, insbesondere
der Adventitiaflache, und deren Auswirkungen auf das Remodeling von
vorgeschadigten (double injury) gegenlber unverletzten (single injury)

Koronararterien.

(c) Untersuchung der Histomorphometrie von Koronararterien nach
Ballondilatation und antiproliferativer intrakoronarer Bestrahlung unter
besonderer Berucksichtigung der moglichen Spatauswirkungen im

Langzeitverlauf.

(d) Untersuchung von Proliferation und Inflammation auf zellularer Ebene
nach Ballondilatation und antiproliferativer intrakoronarer Bestrahlung,
sowie deren molekulare/transkriptionelle Regulation. Analyse der
Umbauvorgange in der extrazellularen Matrix im Zusammenhang mit

arteriellem Remodeling.

. In Analogie zur Wundheilungsreaktion der Haut stellte sich die Frage, ob in
Koronararterien nach Verletzung durch eine Ballonkatheterdilatation die

Induktion einer MikrogefalRangiogenese zu beobachten ist, ob die
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KoronargefalRe wie bei der Hautwundheilung eine Vernarbungsreaktion

durchlaufen und welche Bedeutung die Mikrogefale hierbei besitzen.

(a) Es sollte daher im Koronarangioplastiemodell untersucht werden, ob und
in welchem Kompartiment der Koronararterienwand eine Angiogenese
von Mikrogefalten (Vasa vasorum) stattfindet, in welchem zeitlichen
Ablauf diese Angiogenese stattfindet und ob es im Verlauf zu einer

Regression der Vasa vasorum kommt.

(b) Die Rolle von Mikrogefallen der Koronargefal’e bei der Entwicklung
eines atherosklerotischen Plaques wurde in Tiermodellen und in post
mortem-Analysen intensiv erforscht, der Einfluss dieser Vasa vasorum
auf die Enstehung einer Stenose oder Restenose nach koronarer
Intervention war jedoch unbekannt. Es sollte mittels digitaler Bildanalyse
histologischer Koronargefalquerschnitte von einfach und zweifach
dilatierten Koronararterien untersucht werden, ob ein Zusammenhang
zwischen der Neointimaformation, dem arteriellen Remodeling und einer

Vasa vasorum Angiogenese bzw. Regression besteht.

. Das Schweinemodell gilt zur Untersuchung der Pathogenese der koronaren
Restenose aufgrund einer dem menschlichen Herzen ahnlichen Anatomie
und Koronarmorphologie als das klinisch relevanteste Tiermodell. Eine
Limitation dieses praklinischen Models ist das fehlende Vorliegen von
erkrankten Gefallen, wie sie bei Patienten mit einer koronaren Herzkrankheit
(KHK) und unterschiedlichen koronaren Risikofaktoren zu finden sind. Ziel
der Versuche war es, beim Hauschwein durch dietatische und
medikamentdése Mallnahmen ein komplexes Atherosklerosemodell flr

praklinische kardiologisch-interventionelle Experimente zu etablieren.

. Die Auswirkungen angiogener Wachstumsfaktoren auf die Vasa vasorum-
Angiogenese im Zusammenhang mit der koronaren Ballondilatation und
deren moglicher therapeutischer bzw. schadigender Effekt bei der
Behandlung der koronaren Restenose sind bislang nicht untersucht worden.
Die Koinzidenz von zunehmender Vaskularisation der Adventitia mit einer
zeitlich parallel verlaufenden Koronardilatation suggeriert, dass eine lokale
angiogenetische Therapie in diesem Zusammenhang das arterielle

Remodeling nach koronarer Ballondilatation glinstig beeinflussen kann. Auf
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der anderen Seite ist eine Zunahme der Neointima bei zunehmender

Neointimavaskularisation denkbar.

Es sollte daher mittels lokalem (peri)adventitiellem Gentransfer des Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF) die biologische Reaktion der Gefallwand

nach koronarer Ballondilatation im Schweinemodell moduliert werden und:

(a) der Einfluss des lokalen VEGF-Gentransfers auf die Vasa vasorum
(MikrogefalR)-Angiogenese in der balloninduzierten Neointima und die

Neointimalasionsentwicklung untersucht werden.

(b) die Bedeutung des lokalen VEGF-Gentransfers fur die adventitielle
Mikrogefal3-Angiogenese und das arterielle Remodeling, sowie die
(patho)physiologischen ~ Wirkmechanismen der lokalen VEGF-

Gentherapie analysiert werden.

. Der positive Effekt einer oralen antithrombotischen Therapie mit
Thienopyridinen bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom und nach
Koronarintervention auf die Inzidenz kardiovaskularer Ereignisse ist bekannt.
Ungeklart ist, welche Wirkmechanismen diesem Effekt zu Grunde liegen, und
ob es nicht wie bei der Statintherapie zu sogenannten pleiotropen Effekten
kommt. DarlUber hinaus ist unklar, ob sich eine Langzeittherapie glnstig auf
die nach Koronarintervention auftretenden pathophysiologischen Prozesse

auswirkt.

(@) Im Schweinemodell sollte daher untersucht werden, ob eine
Thienopyridintherapie neben der antithrombotischen Wirkung auch
lokale Auswirkungen auf die inflammatorische und proliferative
Reaktion der GefaBwand nach koronarer Ballonangioplastie sowie auch

nach zusatzlicher antiproliferativer intrakoronarer Brachytherapie hat.

(b) Es sollte untersucht werden, ob eine Langzeittherapie gegenuber einer
kurzfristigen Therapie mit Thienopyridinen den Restenoseprozess nach
koronarer Ballondilatation und auch nach zusatzlicher antiproliferativer
intrakoronarer Brachytherapie beeinflusst. Hierbei sollten sowonhl
histomorphometrische als auch zellulare Veranderungen und deren

molekulare Regulationsmechanismen analysiert werden.
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2. Ergebnisse

2.1. GefaRwandreaktion nach koronarer Intervention

2.1.1. Kinetik histomorphometrischer Veranderungen

Histomorphometrische Veranderungen nach koronarer Ballonangioplastie

Tierexperimentelle sowie klinische Studien konnten mit Hilfe des
intravaskularen Ultraschalls zeigen, dass Neointimaformation und das arterielle
Gefallwandremodeling die zentralen Ursachen der GefalRlumenverengung im
Restenoseprozess nach perkutaner transluminaler koronarer Angioplastie
(PTCA) sind (Post et al. 1994, Andersen et al. 1996, Mintz et al. 1996).
Wahrend die Neointimaformation nach Ballondilatation in Kleintiermodellen
intensiv untersucht wurde, waren die fur die Kontraktur oder Dilatation nach
koronarer Angioplastie verantwortlichen (patho)physiologischen Prozesse (auf
histomorphologischer und molekularer Ebene) nur unvollstandig verstanden. Es
ist wahrscheinlich, dass in der Wundheilungsphase nach katheterinduzierter
Gefalverletzung Umbauvorgange in der extrazellularen Matrix die
GefalRwandarchitektur entscheidend mitbestimmen. Welche morphometrischen
Faktoren hierbei von Bedeutung sind und in welchem zeitlichen Ablauf diese
stattfinden, war unbekannt. Um diesen Fragen nachzugehen etablierten wir als
erste Arbeitsgruppe das Schweineangioplastiemodel der ,double injury“ am
Ottawa Heart Institute. In diesem Modell wurde eine Kontrollarterie, eine einfach
dilatierte und eine doppelt dilatierte Koronararterie eines jeden Tieres
untersucht. Hierzu wurde 2 Wochen nach initialer Ballonangioplastie von zwei
Koronararterien eine der beiden dilatierten Gefalle an gleicher Stelle erneut
dilatiert, dabei wurden die gleiche Ausrustung und Medikamente (z.B.
Ballonkatheter, Heparin etc.), die im klinischen Herzkatheterlabor Einsatz
finden, verwendet. Ausgehend von der Hypothese, dass das arterielle
Remodeling nicht in allen Koronararterien nach Ballonverletzung auftritt und
dass die balloninduzierte Neoadventitiabildung den Remodelingprozess
beeinflusst, wurden die Koronararterien zu verschiedenen Zeitpunkten (3, 7, 14
und 28 Tage) nach Gefalverletzung untersucht, um die morphometrischen

Veranderungen der Arterienwand im zeitlichen Verlauf analysieren zu kénnen.

18



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Bereits am dritten Tag nach Intervention zeigte sich eine Zunahme der
Adventitiaflache (Neoadventitia), dieser folgte am Tag 7 und 14 die Bildung
einer Neointima (vor allem im Bereich der Mediaruptur) in den einfach und
doppelt dilatierten Gefallen. Im Vergleich zu den einfach dilatierten
Koronargefallen war die Neoadventitiaflache am Tag 14 in den doppelt

dilatierten GefalRen deutlich groRer, was durch eine ausgepragte Fibrosierung

bedingt war.

Abb. 3 Koronargefallquerschnitte 14 Tage nach einfacher (linke Bildhalfte) und
doppelter (rechte Bildhalfte) Ballondilatation. Weiler Pfeil = Grenze zwischen
Media und Adventitia (Lamina Elastica Externa); schwarzer Pfeil = Bereich der
Mediaruptur (aus Labinaz, Pels et al. Cardiovasc Res 1999)

Die beschriebenen histologischen Veranderungen gehen in den einfach
dilatierten Gefallen mit einem deutlichen Lumenverlust einher, der zu 2/3 auf
eine Reduktion der Lamina Elastica Externa-Flache (negatives Remodeling)
zurlckzufuhren ist. Bei den doppelt dilatierten Gefallen hingegen findet kein
Remodelingprozess statt, in diesen Gefallen ist der Lumenverlust einzig auf die
Neointimabildung zurtickzuflhren. Interessanterweise ist die erste Veranderung
nach einfacher oder doppelter Ballondilatation eine Zunahme der
Neoadventitiaflache und diese geht dem negativen Remodeling und auch der
Neointimabildung voraus. Entsprechend unserer Ausgangshypothese konnten
wir zeigen, dass tatsachlich nicht jedes Gefall stereotyp nach einer
Ballondilatation ein negatives Remodeling durchmacht. Vorgeschadigte Gefalle
mit ausgepragter Fibrosierung, wie bei den zweifach dilatierten Gefallen zu
beobachten, verhalten sich wie ein biologischer Stent, der eine weitere
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Kontraktur der Arterienwand verhindert. Unsere Arbeit konnte zeigen, dass das
negative Remodeling (Reduktion der Lamina Elastica Externa-Flache) und der
resultierende Lumenverlust der einfach dilatierten Gefalde zwischen Tag 3 und
14 nach Intervention stattfindet. Wahrend dieses Zeitintervalls konnten wir eine
Kollagenablagerung und Ansammlung alpha-Aktin-positiver Zellen in der
Neoadventitia beobachten, sodass davon auszugehen ist, dass diese
strukturellen GefaBwandveranderungen eine bedeutsame Rolle in der

Pathogenese des arteriellen Remodelings spielen.

| —m— Single Injury I —m— Singhe Injury |
| —s— Double Injury | —a— Double Injury |
& Mormal Conirel - &  Mormal Contrel

| ¥4

Area fman’y

i [[-] 15 n 5 Ex 0 5 H 15

Diays fodlowing Injury Days faellowing Injury

Abb. 4 Lumenflache (linke Bildhalfte) und Lamina Elastica Externa-Flache
(rechte Bildhalfte) im zeitlichen Verlauf nach einfacher/doppelter Ballondilatation
von Koronargefalden (aus Labinaz, Pels et al. Cardiovasc Res 1999)

Das von uns beobachtete  Zeitfenster  der morphometrischen
GefaRwandveranderungen nach Katheterintervention stellt insofern eine
wichtige Determinante fur therapeutische Mallnahmen zur Restenosetherapie
dar, als dass ein langerer Therapiezeitraum als nur wenige Tage nach
Intervention erforderlich ist. In Vorversuchen konnten andere Arbeitsgruppen
(Scott et al. 1996; Shi et al. 1996A,1996B) zeigen, dass viele der
neoadventitiellen Zellen Myofibroblasten sind, die zwischen Gewebe-
kompartimenten migrieren, Kollagen synthetisieren und eine Gewebekontraktur
bewirken koénnen, wie bei der Hautwundheilung beschrieben. Unsere
Ergebnisse bestatigen diese Beobachtungen und unterstreichen die Bedeutung
der Adventitia fur die Pathogenese von Neointimabildung und negativem

arteriellen Remodeling.
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Histomorphometrische Veranderungen nach koronarer Ballonangioplastie

in Kombination mit intrakoronarer Brachytherapie

Die EinfUhrung von koronaren Stents fuhrte zu einer Verringerung der
Restenoserate, brachte aber das Problem der in-Stent-Restenose mit sich. Bis
Mitte der neunziger Jahre fand sich keine therapeutische Moglichkeit, die
proliferative Reaktion der Neointimaformation nach Stentimplantation zu
verhindern. So hielt die bereits seit vielen Jahren zur Behandlung von
"proliferativen Erkrankungen" (z.B. bei Tumoren und Hautkeloiden) eingesetzte
Strahlentherapie Einzug in die interventionelle Kardiologie. Systeme zur
intrakoronaren Bestrahlung von Restenosen mit Quellen, die - und y-Strahlen
emittieren, wurden eingesetzt. Klinische Studien zeigten, dass die der
Ballondilatation von Nativgefallen und von in-Stent-Restenosen folgende
Brachytherapie die Neointimabildung reduzierte und die Restenoserate um ca.
70% senken konnte (Teirstein et al. 1997, Waksman et al. 2000A, 2000B). Trotz
einer Studie mit gutem Langzeitresultat 3 Jahre nach intrakoronarer
Brachytherapie (Teirstein et al. 2000) mehren sich Hinweise auf
Spatkomplikationen  im  Langzeitverlauf. @~ Sowohl die intrakoronare
Brachytherapie als auch Medikamente-freisetzende Stents besitzen
antirestenotische Effekte aufgrund ihrer zytostatischen Wirkmechanismen, die
kardiovaskulare Pathologie zu spaten Zeitpunkten nach Anwendung dieser
Therapieformen ist jedoch unzureichend verstanden. Unsere Arbeitsgruppe
fuhrte daher experimentelle Arbeiten zur Untersuchung der Langzeiteffekte und
moglicher Spatkomplikationen nach antiproliferativer Betabestrahlung im
Anschluss an eine Ballonangioplastie von Koronararterien im Schweinemodell
durch. Wir untersuchten 2 Tierversuchsgruppen zum Vergleich von Frih- und
Spateffekten nach perkutaner koronarer Ballonangioplastie (PTCA) bzw.
kombinierter PTCA und intravaskularer Brachytherapie (PTCA+IVBT) 2 Wochen
und 3 Monate im Anschluss an die Katheterintervention. Die Lumenflache war
14 Tage nach Intervention in beiden Gruppen ahnlich, wobei es zu keinem
Lumenverlust gegentber den nicht behandelten Kontroligefalen kam (das
heillt, der intial durch die Ballondilatation erzielte Lumengewinn hatte sich in

beiden Behandlungsgruppen auf Kontrollniveau reduziert). 3 Monate nach

21



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Intervention zeigte sich aber in der PTCA+IVBT-Gruppe ein gegenuber der
PTCA-Gruppe signifikanter Lumenverlust (Deiner et al. 2007A). Dieser
Lumenverlust war hauptsachlich auf eine Abnahme der Lamina Elastica
Externa-Flache (EELA) zurlckzufihren. Wahrend im frihen Verlauf die
Neointimaausbildung (hier von uns als kombinierte Intima und Media definiert =
[+M) tendenziell in der PTCA+IVBT-Gruppe geringer ausgepragt war und somit
gegenuber der PTCA-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe nahezu komplett
inhibiert war, zeigte sich im Langzeitverlauf ein spates ,Aufholphanomen® mit
einer zum 3-Monats-Zeitpunkt deutlichen Zunahme der Neointima (I+M)
gegenuber der Kontrollgruppe und geringer ausgepragt auch gegenuber der
PTCA-Gruppe. Allerdings war keiner der Unterschiede bezuglich der Neointima
statistisch signifikant. Bezieht man jedoch die Neointimaflache auf die jeweilige
GefalRgrolie (hier wurde die EELA als Malistab gewanhlt), so zeigte sich ein
signifikanter Unterschied (64% in der PTCA+IVBT-Gruppe gegenuber 34% in
der PTCA-Gruppe). Auffallig waren die Unterschiede in der Adventitiaflache, wo
die antiproliferative Strahlentherapie bereits nach 14 Tagen zu einer gegenuber
der PTCA-Gruppe deutlichen Zunahme flihrte, dieser Unterschied war nach 3
Monaten signifikant und geht zeitlich dem negativen Remodeling in der
PTCA+IVBT-Gruppe voraus (Deiner et al. 2007A). Unsere Ergebnisse zeigen in
Einklang mit anderen Arbeitsgruppen (Zalewski und Shi 1997, Wilcox et al.
1996, Deiner et al. 2007A), dass die Adventitia auch, oder vielleicht sogar
besonders nach Anwendung sogenannter antiproliferativer Katheterverfahren
fur die Pathophysiologie der Restenose von entscheidender Bedeutung ist. Das
ausgepragte Adventitiawachstum zu einer frGthen Phase nach intrakoronarer
Bestrahlung kénnte als Trigger fur das spater einsetzende negative Remodeling
und die spate Neointimaformation fungieren und eine SchlUsselrolle in der
Pathogenese des spaten Lumenverlustes nach lokaler antiproliferativer
Strahlentherapie spielen. Unsere Ergebnisse zeigen darlber hinaus, dass es
sowohl qualitative als auch zeitliche Unterschiede in der biologischen Antwort
der Koronararterienwand in Abhangigkeit vom gewahlten therapeutischen
Verfahren gibt (antiproliferative Therapie wie VBT oder DES versus

mechanische Therapie wie Ballonangioplastie oder unbeschichteter Stent).
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2.1.2. Angiogenese von Vasa Vasorum und arterielles Remodeling

Gesunde Koronararterien besitzen normalerweise keine Mikrogefalte mit
Ausnahme eines kleinen Netzes von Vasa vasorum der Adventitia, die zumeist
ihren Ursprung in periadventitiellen Arterien haben (Shimamoto 1968,
Kumamoto et al. 1995). Nach der ersten Lebensdekade tritt eine Angiogenese
dieser Vasa vasorum nur wahrend der Atherogenese auf und bereits vor Uber
einem Jahrhundert beschrieb Koster das vermehrte Vorhandensein von Vasa
vasorum der Arterienwand arteriosklerotischer im Vergleich zu normalen
Koronararterien (Koester 1876). Andere Arbeitsgruppen griffen diese
Beobachtung wieder auf und zeigten in Langzeittierexperimenten einen
Kausalzusammenhang zwischen der Zunahme von Plaquegefalen und dem
Wachstum arteriosklerotischer Plaques (Barger et al. 1984, Heistad und
Armstrong 1986, Williams et al. 1988). Die angiogene Antwort auf eine akute
Verletzung der Arterienwand konnte aber im Gegensatz zur Angiogenese des
chronischen Prozesses der Arteriosklerose eine ganz andere Funktion besitzen.
Welche Rolle die Angiogenese von Mikrogefalen, die in so vielen
Geweberemodelingprozessen  wahrend des Heilungsvorganges nach
Verletzung bedeutsam ist, in der GefalRwandreaktion nach Ballondilatation
spielt und ob sie den Restenoseprozess beeinflusst, war ungeklart. Unsere
Arbeitsgruppe fuhrte daher im von uns etablierten ,double injury®-
Angioplastiemodell eine Studie zur Untersuchung der Vasa vasorum-
Angiogenese zu verschiedenen Zeitpunkten nach Ballondilatation (1 Stunde, 3,
7, 14 und 28 Tage) durch. Hier zeigte sich, dass die MikrogefalRdichte in der
Adventitia ein Maximum nach 3 Tagen erreichte und drei und sieben Tage nach
Intervention im Vergleich zu unbehandelten Kontroligefalen signifikant erhoht
war. Zu den spateren Untersuchungszeitpunkten war bereits eine Regression
dieser Mikrogefalle zu verzeichnen (Pels et al. 1999). Wir konnten mittels
Endothelzellproliferationsanalyse auch zeigen, dass es sich hierbei um einen
aktiven angiogenen Prozess handelt (maximale adventitielle
Endothelzellproliferationsindices wurden mit 12% am Tag 3 nach Intervention
dokumentiert). Erganzend untersuchten wir quantitativ die mRNA-Expression

des angiogenen Schlusselmolekils VEGF.
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Die folgenden Abbildungen zeigen exemplarisch die VEGFes-Expression
zweier Koronargefalle 1 Stunde nach Ballondilatation und die Quantifizierung

der VEGF 1g5-Expression zu unterschiedlichen Zeitpunkten.

Porcine VEGF mRNA Exprimierung
in Koronararterien nach Ballondilatation

(332 bp)
VEG Flsg_) VEGF165
(404 bp) GAPDH
(252 bp)
-
Agarose gel Southern blot
(RT-PCR) (VEGF Sonde)

Abb. 5 Koronare VEGF mRNA-Expression nach koronarer Ballondilatation
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Abb. 6 Koronare VEGF mRNA-Expression (Quantifizierung)

25



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Zeitgleich mit der ab Tag 7 beobachteten Regression der Mikrogefalle kam
es zu einer Abnahme der Lamina Elastica Externa-Flache (= negatives
Remodeling) und der Lumenflache (Pels et al 1999). Unsere Arbeit war die
erste experimentelle Studie, die die adventitielle MikrogefalRangiogenese nach
koronarer Ballonangioplastie untersuchte und konnte zeigen, dass eine positive
Korrelation nach Ballondilatation zwischen Lumenflache und adventitieller
MikrogefalRdichte besteht. Auch wenn auf dem Boden dieser Daten kein
kausaler Zusammenhang bewiesen werden kann, lassen unsere Ergebnisse
vermuten, dass die Mikrogefaliregression eine funktionelle Komponente der
Arterienwandkontraktur und des Remodelings nach Ballondilatation ist, und die
Arterienwundheilung sich diesbezuglich wie eine Sonderform der klassischen

Hautwundheilung verhalt.

Originalarbeiten

e Pels, K., Labinaz, M., Hoffert, C., and O'Brien, E.R. Adventitial
angiogenesis early after coronary angioplasty: Correlation with arterial
remodeling. Arterioscler Thromb Vasc Biol 19(2): 229-238, 1999.
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2.1.3 Zellproliferation und Inflammation

Wie unter 2.1.1 ausgeflhrt, stellt die Therapie der In-Stent-Restenose
weiterhin ein relevantes klinisches Problem dar. Die intrakoronare Bestrahlung
wurde Mitte der neunziger Jahre als neue Therapiemdglichkeit zur Behandlung
von in-Stent-Restenosen bei koronarer Herzkrankheit eingefuhrt, und ihre
Effektivitat die Restenoserate zu senken in klinischen Untersuchungen belegt
(Teirstein et al. 1997, Waksman et al. 2000A, 2000B). 2002 wurden die ersten
Ergebnisse der Behandlung primarer Gefalllasionen mit Rapamycin
freisetzenden Stents mit 0% Restenose prasentiert. In der Folge wurden
verschiedene Medikamenten-beschichtete Stents (=DES) in den Markt
eingefihrt und zunehmend zur Behandlung der koronaren Restenose
eingesetzt. Ein schwerwiegender Nachteil sowohl der intrakoronaren
Strahlentherapie als auch der DES ist das Auftreten von thrombotischen
Spatkomplikationen in der antiproliferativ behandelten Koronararterie, die in bis
zu 8% der Falle nach Brachytherapie und in bis zu 2,5% der Félle nach DES-
Implantation auftraten. Das spate Auftreten von akuten Koronarthrombosen,
insbesondere nach Absetzen der antithrombotischen Therapie mit
Thienopyridinen (Clopidogrel), begrindet die erhohte Mortalitdt nach
Anwendung der anti-proliferativen Behandlungsverfahren und seit der
Beobachtung dieser letalen Komplikationen ist die Skepsis bezlglich einer
uneingeschrankten Anwendung dieser zur Restenosereduktion sehr effektiven
Verfahren gewachsen (Virmani et al. 2004; Pfisterer et al. 2006; Stone et al.
2007). Die Pathophysiologie der spaten Stentthrombose nach Anwendung
antiproliferativer ~ Verfahren erscheint komplex, eine verzogerte
Wundheilungsreaktion der Koronararterienwand, eine erhohte Gewebs-
thrombogenitat und allergische/inflammatorische Reaktionen werden als
mogliche  Faktoren  postuliert. Jede intrakoronare  Ballondilatation/
Stentaufdehnung oder Strahlenapplikation bedingt eine in Abhangigkeit vom
verwendeten Inflationsdruck bzw. Strahlendosis mehr oder minder ausgepragte
Gefalverletzung. Diese 16st eine ,response to injury“-Reaktion mit Regulations-
/Transkriptionfaktoren-vermittelter Zellproliferation, Inflammation, Zellmigration
und veranderter Komposition der extrazellularen Matrix mit konsekutiver
Neointimabildung und arteriellem Remodeling aus (Farb et al. 1999). Die von

uns durchgeflihrte Studie sollte zum einen die inflammatorische Reaktion und
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zum anderen die proliferative Antwort der Gefallwand sowie deren
molekulare/transkriptionelle  Regulation nach  mechanischer koronarer
Intervention (PTCA) und kombinierter PTCA + antiproliferativer Strahlentherapie
untersuchen. Hierzu wurde bei 39 Schweinen in je einem Koronargefaly eine
PTCA und in je einem Koronargefald eine PTCA mit anschlieRender
Brachytherapie durchgefuhrt. Die Koronargefalde dieser Tiere wurden 1, 14 und
28 Tage nach Intervention histomorphometrisch, immunhistologisch und
molekularbiologisch analysiert. Die Untersuchungen zeigten, dass die
Brachytherapie zwar initial (Tag 1 nach Intervention) die Zellprolifertion hemmt,
jedoch zu den spateren Zeitpunkten (Tag 14 und 28 nach Intervention) kein
signifikanter Unterschied mehr zwischen PTCA und Brachytherapiegruppe
bezlglich der Zellproliferationsinhibition besteht (Deiner at al. 2007B, siehe
Seite 47). Somit demonstrieren unsere Ergebnisse als wichtige Beobachtung,
dass die Brachytherapie nicht zu einer kompletten Inhibierung der Proliferation
fuhrt, sondern zu einer temporaren Verzogerung der Proliferation. Es gibt
experimentelle Hinweise, dass eine solche verzdgerte Proliferationsreaktion
moglicherweise durch Inflammation getriggert werden kann (Voisard et al. 2001,
Ma und O’Brien 2004). In Bezug auf diese Hypothese stellten wir dann auch als
einer der Hauptbefunde dieser experimentellen Arbeit fest, dass es in der
Brachytherapiegruppe im Vergleich zur PTCA-Gruppe zu einer spaten
verstarkten inflammatorischen Reaktion mit gesteigerter T-Zell- und
Makrophageninfiltration der Koronararterienwand kam. Wahrend in der PTCA-
Gruppe die T-Zell-Anzahl nach Tag 14 und die Makrophagenanzahl bereits
nach dem ersten Tag post Intervention nahezu auf Kontrollwerte sank, stieg die
Anzahl der T-Zellen nach Brachytherapie kontinuierlich bis zu Tag 28 an und
auch die Makrophagenanzahl blieb bis zu Tag 28 deutlich gegenuber der
PTCA- und Kontrollgruppe erhoht.

Die prolongierte spate Inflammationsreaktion nach Brachytherapie bestatigte
sich auch in der Analyse der Trankriptionsfaktoren nuclear factor kappa B
(NFkB) und activator protein-1 (AP-1). Beide Faktoren spielen eine wichtige
Rolle in der Regulierung von Inflammation, Proliferation und Migration (Abid et
al. 2005) und zeigten im electrophoretic mobility shift assay eine erhohte

Aktivitat in den Koronargefalden nach Brachytherapie im Vergleich zu Kontroll-
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Abb. 7 Immunhistochemische Farbung von T-Zellen (A-C) und Makrophagen
(E-F) von Kontrollgefalen (A,E), Koronargefalen nach PTCA (B,F) und nach
Brachytherapie (C,G). Quantifizierung der T-Zell- und Makrophagenanzahl
(D,H) in Kontroll- und Behandlungsgruppen zur unterschiedlichen Zeitpunkten
nach Intervention (aus Deiner et al. Cardiovasc Res 2007)

gefallen und GefalRen nach PTCA zu allen untersuchten Zeitpunkten bis zu 28
Tage nach Intervention (Deiner at al. 2007B). Die unvollstandige und nur initial
beobachtete Proliferationsinhibition und protrahierte spate Inflammation nach
Brachytherapie fihrten im Vergleich zur PTCA zu einem spaten Lumenverlust,
der hauptsachlich durch negatives arterielles Remodeling bedingt war.
Interessanterweise konnten wir in den Koronargefallen nach koronarer
Brachytherapie im Vergleich zu den Kontrollgefallen und den Gefal’en nach
PTCA eine Uberexpression von MMP-9, einer Matrixmetalloproteinase, die eine
Schlusselrolle bei arteriellem Remodeling spielt (Galis et al. 2002) und durch

NFkB und AP-1 reguliert wird, nachweisen.

Wenngleich sich ein Kausalzusammenhang auf dem Boden unserer Ergebnisse
nicht herleiten lasst, ist dennoch wahrscheinlich, dass eine NFkB und AP-1
vermittelte Aktivierung von MMP-9 am spaten negativen Remodeling und dem

konsekutiven Lumenverlust nach Brachytherapie beteiligt ist.
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Control PTCA

Brachy neg.Control

Abb. 8 Reprasentative immuhistochemische Farbung von MMP-9 (rote
Farbung) 28 Tage nach Intervention (Hintergrundautofluoreszenz zeigt die
elastischen Membranen).

Wir haben in dieser Studie Veranderungen in der Thrombozytenfunktion bzw.
-aktivierung und Thrombenbildung nach Brachytherapie nicht untersucht. Es ist
jedoch  wahrscheinlich, dass Thrombozyten an den beobachteten
Veranderungen beteiligt waren. Thrombozyten sind an der NFkB-Aktivierung
beteiligt, was in unserer Studie mit einer prolongierten Inflammation verbunden
war, NFkB ist wiederum in die Regulation von tissue factor involviert, und
konnte hiertber ebenfalls zu einer verspateten Erhéhung der Thrombogenitat

nach Brachytherapie und vielleicht auch nach DES-Implantation fuhren.

Unsere Ergebnisse koénnten somit einen neuen Pathomechanismus und
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eventuell einen neuen Therapieansatz fur die nach antiproliferativen
Katheterverfahren beobachteten Komplikationen wie Spatthrombose oder
spater Restenose darstellen (letztere wurde zuletzt haufiger fur die

Brachytherapie beschrieben).

Originalarbeiten

e Deiner, C., Shagdarsuren, E., Schwimmbeck, P.L., Rosenthal, P.,
Loddenkemper, C., Rauch, U., Pauschinger, M., Dietz, R., Schultheiss,
H.P., Dechend, R., Pels, K.. Nf-kappa b and AP-1 activation is
associated with late lumen loss after porcine coronary angioplasty and
antiproliferativebeta-irradiation. Cardiovasc Res. 75(1):195-204, 2007.
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2.2 Komplexe Tierversuchsmodelle: Grundlage der Untersuchung

therapeutischer Optionen bei koronarer Restenose

Das Groldtiermodell des Hausschweins ist fir die experimentelle Kardiologie
aufgrund einer dem menschlichen Herzen ahnlichen Anatomie und
Koronarmorphologie das am besten geeignete Modell fur die Untersuchung der
Pathophysiologie der koronaren Restenose. Im Unterschied zum
Kaninchenmodell und zu Kleintiermodellen sind beim Hausschwein und beim
Menschen die Koronararterien muskular und nicht elastisch (Bayes-Genis et al.
2000), was von erheblicher Bedeutung flr die ,response to injury“-Reaktion der
GefaBRwand nach Katheterintervention ist. Eine wesentliche Limitation des
praklinischen Hausschweinmodells ist jedoch das fehlende Vorliegen von
atherosklerotisch erkrankten Gefallen bei den zumeist jungen Tieren, wie sie
bei Patienten mit einer koronaren Herzkrankheit (KHK) und unterschiedlichen
koronaren Risikofaktoren vorliegt. Sowohl die Untersuchungen der
Pathomechanismen als auch die Entwicklung neuer therapeutischer Konzepte
zur Behandlung der koronaren Restenose im Tiermodell hangen in ihrer
Wertigkeit von der Voraussagekraft im Vergleich zur humanen Situation ab.
Daher wird aufgrund des fehlenden Vorliegens einer KHK bei Schweinen die
Bedeutung der Ergebnisse experimenteller Untersuchungen im Schweine-
modell zum Teil kritisch beurteilt. Unser Ziel dieser Versuche war es daher, bei
dem von uns bereits etablierten Koronarangioplastiemodell am Hausschwein
durch dietatische und medikamentose Mallnahmen ein komplexes
Atherosklerosemodell far praklinische kardiologisch-interventionelle
Experimente zu entwickeln. Wir gingen bei diesem Versuchsansatz davon aus,
dass Schweinekoronararterien unter den Bedingungen einer Hyperglykamie
und Hyperlipoproteinamie dieselben arteriosklerotischen Veranderungen
durchmachen, wie dies bei Koronargefallen von Menschen der Fall ist. Hierzu
wurden insgesamt 10 Tiere untersucht, von denen vier Schweine zwei
verschiedene fettreiche Diaten (2% Cholesterin + 17% Kokusnussfett bzw. 4%
Cholesterin + 17% Kokusnussfett) und zwei der Tiere mit der 4%igen
Cholesterindiat zusatzlich eine Gesamtdosis von 150 mg/Kg Streptozotozin
intravends zur Induktion einer Hyperglykamie erhielten. 6 Tiere erhielten eine
Kontrollnormaldiat und alle Tiere mit Ausnahme eines Schweines der 2%
Cholesterin und 17% Kokusnussfett-Diat (8 Wochen) wurden 13 Wochen
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nachbeobachtet und zu verschiedenen Zeitpunkten erfolgten Blutentnahmen
zur Bestimmung von Blutglukose und Lipidparametern. Der Mittweltwert fur die
uber den gesamten Beobachtungszeitraum zweimal wochentlich bestimmten
Lipidparameter ist fir die 3 verschiedenen Untersuchungsgruppen
(Kontrollgruppe, Gruppe Cholesterinreiche Diat und Gruppe High-Cholesterin
Diat plus Streptozotozin) in der folgenden Grafik zusammengefasst. Es zeigte
sich, dass die lipidreiche Diat zu einer deutlichen Erhéhung von LDL- und
Gesamtcholesterin und Triglyceriden im Vergleich zur Kontrollgruppe fuhrte,
wobei es keinen wesentlichen Unterschied zwischen der Gruppe
Choleseterinreiche Diat und der Gruppe High-Cholesterin Diat plus

Streptozotozin gab.
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Abb. 9 Cholesterin- und Tryglyceridmittelwerte der drei Versuchsgruppen nach
zweimaliger Bestimmung Uber 13 Wochen (aus Artinger et al. Can J Cardiol
2007).

Die verschiedenen Blutglukosewerte vor und nach jeder Streptozotozininjektion
(1-3 A oder B), am Tag 4-7 nach der ersten Injektion und danach wéchentlich
sind fur die beiden Tiere der Gruppe High-Cholesterin Diat plus Streptozotozin

ebenfalls grafisch zusammengefasst und zeigen, dass die
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Streptozotozininjektionen bei einem Tier bis auf einen kurzfristigen Abfall der
Blutglukose keine Veranderungen gegenuber dem Ausgangswert induzierten,
bei einem anderen Tier zu einem temporaren (bis zur Woche 7), aber keinem

dauerhaften Blutglukoseanstieg fuhrten.
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Abb. 10 Blutglukosewerte vor und nach Streptozotozininjektion (siehe Pfeil), 4-
7 Tage und dann wochentlich nach der ersten Injektion bei zwei Versuchstieren
der Gruppe High-Cholesterin Diat plus Streptozotozin (aus Artinger et al. Can J
Cardiol 2007).

Histologische Untersuchungen der Koronararterien beider Gruppen mit
fettreicher Diat zeigten Lasionen mit einer diskreten Neointima und
Schaumzellen (siehe KoronargefalRubersicht auf der linken Seite der folgenden
Abbildung), die mutmalilich aus den immunhistologisch identifizierten
Makrophagen (siehe blaugefarbte Zellen) hervorgehen. Es fand sich kein
Unterschied in der Histologie zwischen Gruppe Choleseterinreiche Diat und der
Gruppe High-Cholesterin Diat plus Streptozotozin, bei beiden war die
Makrophageninfiltration der Arterienwand auf die innere, lumenwarts gerichtete
Zellschicht beschrankt, im Gegensatz zu den KoronargefalRen der
Kontrollgruppe, wo sich Uberhaupt keine Makrophagen in der nicht verdickten

Arterienwand ohne Neointima fanden.
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Abb. 11 Immunhistochemische Farbung (blau) von Makrophagen eines
KoronargefalRquerschnittes einer rechten Koronararterie 13 Wochen nach High-
Cholesterin Diat und Streptozotozininjektion (rechte Halfte zeigt einen
vergroRerten Ausschnitt —siehe Viereck der linken Bildhalfte; aus Artinger et al.
Can J Cardiol 2007).

Zusammengefasst konnte nach den  beschriebenen  diatetischen-
medikamentosen Malinahmen im Schweinemodell trotz deutlicher Erhohung
der Blutlipidparameter in den Gruppen mit fettreicher Diat keine fortgeschrittene
koronararteriosklerotische Lasion mit signifikanter Lumenstenosierung induziert
werden. Es zeigten sich in beiden Gruppen nach fettreicher
Diat/Streptozotozininjektion Fruhstadien einer atherosklerotischen Lasion ohne
wesentliche  Lumenstenosierung. Dariber  hinaus  induzierte  die
Streptozotozininjektion, im Gegensatz zu den Beschreibungen in
Kleintiermodellen in der Literatur, keine dauerhafte Hyperglykdmie und flhrte
auch nicht zu einer Veranderung des Lipidprofils. Die Grunde fur die fehlende
Induktion progredienter Koronarlasionen nach lipidreicher Ernahrung im
Gegensatz zu Kleintiermodellen koénnten neben den speziesspezifischen
Unterschieden in einer unterschiedlichen Disposition verschiedener arterieller
Gefalle einer Spezies (Koronargefale, periphere Arterien wie Arteria carotis
oder Arteria iliaca, Aorta etc.) eine Atherosklerose zu entwickeln, begrindet
sein. So zeigte sich beispielwseise in einer Arbeit mit Minischweinen, die bis zu
50 Wochen eine cholesterinreiche Diat erhielten, dass eine fortgeschrittene
Atherosklerose an bestimmten arteriellen Gefallen (Mesenterialarterien,
abdominelle Aorta) nicht aber an Koronararterien dieser Tiere festzustellen war
(Reitman et al. 1982). Interessant ist auch die Diskrepanz bezlglich einer

Induktion von Hyperglykamie mittels Streptozotozin zwischen Kleintiermodellen
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und dem Minischwein bzw. Hausschwein. Eine Erklarungsmoglichkeit bietet
hierflr die Arbeit von Dufrane et al., die zeigte, dass beim Hausschwein im
Vergleich zu Primaten und Ratten eine niedrigere Expression des GLUT2-
Transporters, der flr die Streptozotozinempfindlichkeit der pankreatischen

Betazellen mitverantwortlich ist, vorliegt (Dufrane et al. 2006).

Unterschiedliche Arbeiten haben gezeigt, dass die Dauer der cholesterinreichen
Diat mit dem Schweregrad der atherosklerotischen GefaRveranderungen wie
auch beim Menschen zusammenhangt. Unsere Tiere hatten nach lipidreicher
Diat aber bereits nach 13 Wochen ein Gewicht von ca. 84 kg erreicht, weitere
Wochen oder gar Monate der Diat und danach eine vaskulare Intervention mit
erneuter Nachbeobachtung sind allein technisch bei zu hohem Gewicht so gut

wie unmoglich.

Somit kdénnen wir aus unseren Daten schlussfolgern, dass das
Hausschweinemodell nicht als Ausgangsmodell mit fortgeschrittenen,
hochgradig stenosierten arteriosklerotischen Koronarlasionen fur weitere
Untersuchungen in der interventionellen kardiovaskularen Forschung geeignet

ist.

Originalarbeiten

Artinger S, Deiner C, Loddenkemper C, Schwimmbeck PL, Schultheiss HP,
Pels K. Complex porcine model of atherosclerosis: Induction of early coronary
lesions after long term hyperlipidemia without sustained hyperglycemia. Can J
Cardiol 2008, in press.
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2.3. Lokale Therapie der Koronaren Restenose

2.3.1 Angiogene Gentherapie und Neointimabildung

Eine Angiogenese von MikrogefaBen der inneren Gefallwand von
Koronararterien tritt nur wahrend der Atherogenese auf und seit langerer Zeit
wird postuliert, dass diese Mikrogefalie an der Pathogenese der koronaren
Herzerkrankung und der koronaren Restenose beteiligt sind. Der vascular
endothelial growth factor (VEGF) ist ein fur die postnatale Angiogenese
essentielles proangiogenes Zytokin, das zur Stimulation von Kollateral-
gefalbildung in der Behandlung der ischamischen Herzerkrankung eingesetzt
wurde. Trotz des in klinischen Studien gezeigten therapeutischen Nutzens einer
lokalen VEGF-Therapie zur Behandlung der ischamischen Herzerkrankung
(Isner und Losordo 1999), haben tierexperimentelle Studien potentielle
unerwinschte Nebenwirkungen (Assoziation von Neovaskularisation im Plaque
und Plaquewachstum) aufgezeigt und Zweifel an der Sicherheit der VEGF-
Therapie hervorgerufen (Moulton et al 1999, Celetti et al. 2001A). In einer
Studie (hypercholesterinamisches Kaninchenmodell) zeigte sich ein direkter
Kausalzusammenhang zwischen VEGF-Gabe und Plaquewachstum, nach einer
einmaligen intramuskularen Injektion von VEGF-Protein kam es zu einer

Zunahme der Aortenplaquegrol3e (Celetti et al. 2001B) .

Es stellte sich die Frage, ob die Ergebnisse der erwahnten experimentellen
Kleintierstudien von klinischer Relevanz und auf klinische Studien tbertragbar
sind. Bislang wurde in Phase | und lI-Studien einer lokalen (koronarer und
periphervaskularer) VEGF-Gentherapie bei nachgewiesener Therapieeffizienz
keine Zunahme von Koronarlasionen beobachtet (Laitinen et al. 2000; Makinen
et al. 2002). Die in diesen klinischen Studien gewahlte Therapieform
unterscheidet sich aber vom Versuchsaufbau der zuvor genannten
Tierexperimente. Daher untersuchten wir den Effekt einer lokalen
(peri)adventitiellen VEGF65-Gentherapie nach ballonvermittelter
Lasionsinduktion, vergleichbar mit der Therapiemodalitdt der erfolgreichen
humanen Angiogenese-Gentherapiestudien. Hierbei wurde der Einfluss der
VEGF-Gentherapie auf die Mikrogefal3-Angiogenese in der Koronarlasion von

Intima/Media und die Koronarlasionsentwicklung (Lasionsgrofie) 3, 14 und 28
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Tage nach Ballondilatation im Schweinemodell untersucht.

Die folgende Abbildung zeigt schematisch den Versuchsaufbau und die
koronarmorphologischen Veranderungen nach Ballondilatation und lokaler
VEGF-Therapie mittels Nadelinjektionskatheter.

Abb. 12 A) Aufbau einer gesunden Koronararterie von innen nach aufden:
Tunica Intima (Endothel), Lamina Elastica Interna, Tunica Media, Lamina
elastica externa, Adventitia mit vereinzelten Vasa vasorum. B) Koronararterie
nach Ballondilatation: partielle Denudation des Endothels, Ruptur der Lamina
elastica und teilweise auch Media. C) Nadel-Injektionskatheter in Position zur
Injektion des Plasmid-Liposomen-Gemischs in die Adventitia des dilatierten
Gefallabschnittes. D) Reaktion der Gefallwand auf die Verletzung mittels
Ballonkatheter: Proliferation von Intima und Media (Neointimabildung), Vasa
vasorum-Angiogenese in Neointima und Adventitia.

38



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Zunachst fuhrten wir zum Nachweis eines erfolgreichen VEGF-Gentransfers
mittels Nadelinjektionskatheter eine RT-PCR durch (siehe folgende Abb.13).

bp

N <4196

L 1 2 3 4 5 6

Abb. 13 VEGF Transgenexprimierung in porcinen Koronararterien 3 Tage nach
Ballondilatation und Transfer mittels Nadelinjektionskatheter.

Das transfizierte VEGF 155 konnte in den VEGF-behandelten (Reihe 2, 196 bp
amplifiziertes Fragment), nicht aber in den LacZ-behandelten Gefallen (Reihe
3) nachgewiesen werden. Reihe 1 zeigt die Kontroll-PCR ohne vorangehende
reverse Transkription. Reihe 6 zeigt die positive Kontrolle mit dem VEGF-
Plasmid. Reihe 4 und 5 sind Negativkontrollen: RT-PCR eines VEGF-

behandelten GefalRes bei Weglassen des 5° oder 3 Primers.

Die in der Abbildung 14 dargestellten Gefallquerschnitte zeigen reprasentativ
die charakteristischen histomorphologischen GefalRveranderungen 28 Tage
nach PTCA und VEGF (A) bzw. LacZ (B)-Gentransfer. Bei beiden GefalRen ist
eine Ruptur der Lamina elastica interna zu erkennen, die Gefallasion mit
kombinierter Intima und Media unterscheidet sich zwischen beiden

Behandlungsgruppen nicht wesentlich.

Abb. 14 Histomorphologie VEGF- und LacZ-Gen transfizierter Koronararterien
(Elastica von Gieson-Farbung; aus Pels et al. Cardiovasc. Res. 2003)
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Die digitale quantitative Bildanalyse der Intima+Media-Lasionsflache der
Gefalle beider Behandlungsgruppen zu den verschiedenen Zeitpunkten nach
Koronarintervention bestatigt die histomorphologische Einschatzung. Zu keinem
Zeitpunkt nach Intervention unterscheidet sich die Lasionsflache (Intima und
Media) zwischen VEGF-Gen- und Kontrollgen-behandelten Gefalien signifikant,
wenngleich sich 28 Tage nach Intervention ein Trend zur geringeren
Lasionsflache in der VEGF-Gruppe zeigt. Daruber hinaus zeigt die Bildanalyse,
wie zu erwarten, dass es in beiden Behandlungsgruppen mit der Zeit (3, 14 und
28 Tage nach Intervention) zu einem signifikanten Anstieg der Intima+Media-

Lasionsflache im Vergleich zu den nicht dilatierten GefalRen kommt.
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Abb. 15 Intima + Media-Flache nach Ballondilatation und VEGF- / LacZ-
Gentransfer (* nicht dilatierte Kontrollgefalle vs VEGF/LacZ p<0,05; aus Pels et
al. Cardiovasc. Res. 2003)

Neben der moglicherweise durch VEGF-Gentransfer induzierten Zunahme
der GefalRlasion/Verdickung, wollten wir untersuchen, ob sich nach lokalem
(peri)adventitiellem VEGF-Gentransfer die mit der Lasionszunahme im
Zusammenhang stehende Lasionsvaskularisierung der Intima-Media verandert.
Hierzu wurden die Gefallquerschnitte zunachst mit einem Antikérper gegen den
Endothelzellmarker ,von Willebrand Faktor immunhistochemisch gefarbt, um
eine Darstellung der Mikrogefal3e in den verschiedenen Gefallkompartimenten
zu ermoglichen und anschlieBend eine genaue quantitative Bildanalyse der
MikrogefalRangiogenese durchfiihren zu kdénnen. Die Untersuchung aller

Gefallsegmente beider Behandlungsgruppen zu den verschiedenen
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Zeitpunkten nach Intervention ergab, dass bis zu Tag 14 nach Intervention
keine MikrogefalRangiogenese in der Intima+Media-Lasion auftrat und erst am
Tag 28 eine regelmallige Intima+Media-Vaskularisation in beiden
Behandlungsgruppen zu sehen war. Diese Intima+Media-Vaskularisation war
jedoch nur gering ausgepragt und es war kein wesentlicher Unterschied im
Ausmaly der Vaskularisation zwischen VEGF und LacZ-Kontrollgruppe
erkennbar. Vergleicht man jedoch die Vaskularisierung der Adventitia beider
Behandlungsgruppen, so zeigen die folgenden reprasentativen Fotografien der
Adventitia nach immunhistochemischer Endothelzellfarbung (rote Farbung) eine
deutliche Zunahme der MikrogefalRangiogenese in den VEGF-Gen (A) im
Vergleich zu Kontroligen (B) behandelten Gefalien.

O I —
o ATt EEREEA

e

Abb. 16 Adventitiamikrogefallangiogenese 28 Tage nach Ballondilatation und
VEGF-/LacZ-Gentransfer (von Willebrand Faktor-Antikdrper Immunhistochemie
von Endothelzellen)

Zum quantitativen Vergleich der Intima+Media-Neovaskularisation beider
Behandlungsgruppen fuhrten wir eine Bildanalyse verschiedener Parameter der
MikrogefalRangiogenese  durch. Zum einen analysierten wir die
Mikrogefalanzahl in der Intima+Media-Lasion und darliber hinaus die
MikrogefalRdichte, da die Anzahl allein nicht notwendigerweise die relative
Intima+Media-Vaskularisierung bei zunehmender Intima+Media-Flache nach
Intervention wiederspiegelt. Bei beiden Parametern zeigte sich 28 Tage nach
Intervention kein signifikanter Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen.
Da VEGF neben der Angiogenese auch die Vasodilatation vermittelt, wurde von
uns der MikrogefallgroRenindex berechnet. Dieser war in der VEGF-Gruppe

grolder, der Unterschied erreichte jedoch keine statistische Signifikanz.
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Abb. 17 Intima + Media Mikrogefal3bildanalyse 28 Tage nach Ballondilatation
und VEGF-/LacZ-Gentransfer (A: Mikrogefallanzahl, B: Mikrogefalidichte, C:
MikrogefalRgrofienindex; aus Pels et al. Cardiovasc. Res. 2003)

Ein wesentlicher Prozess der Angiogenese ist die Endothelzellproliferation,
sodass wir bei allen Gefallen in denen Intima+Media-Angiogenese zu
beobachten war, die Anzahl der proliferierenden Endothelzellen im Verhaltnis
zur Gesamtzahl der Endothelzellen (x100 = Proliferationsindex in %)
bestimmten. Der Proliferationsindex in der Intima+Media-Lasion lag bei den
VEGF behandelten Gefallen bei 7-22 % und bei den Kontrollgen-behandelten
Gefalden bei 18-24 %, sodass auch die Endothelzellproliferationsaktivitat in der

Intima+Media-Lasion beider Behandlungsgruppen vergleichbar war.

Fasst man unsere Studienergebnisse zusammen, lasst sich sagen, dass der
lokale (peri)adventitielle VEGFgs-Gentransfer in  unserem Modell der
balloninduzierten koronaren Lasionsbildung zu keiner der zuvor diskutierten
,unerwiunschten Nebenwirkungen® geflhrt hat, die biologische Wirksamkeit der
lokalen VEGF-Therapie (gesteigerte Adventitiavaskularisierung im VEGF-Arm)
jedoch  nachgewiesen werden konnte. Weder die Intima+Media-
Lasionsvaskularisierung noch die Intima+Media-Lasionsflache nahm in den
VEGF-behandelten Gefallen im Vergleich zur Kontrollgruppe zu. Im Gegenteil,
fur die Intima+Media-Lasionsflache zeigte sich sogar ein Trend zur geringen
Lasionsflache in der VEGF-Gruppe. Unsere Ergebnisse liefern somit ein
»(patho)physiologisches Korrelat” zu den bisherigen klinischen Erfahrungen in
Phase | und lI-Studien der lokalen VEGF-Gentherapie zur therapeutischen

Angiogenese. In diesen wurde in der Folgezeit nach Gentherapie keine

42



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Akzeleration der zu Grunde liegenden Koronaratherosklerose beobachtet. Auf
der anderen Seite stehen unsere Ergebnisse auch nicht im Widerspruch zu den
zuvor genannten tierexperimentellen Studien, betonen aber, dass das
experimentelle Studiendesign und das gewahlte Tiermodell entscheidend fir
die Interpretation der Ergebnisse sind. Die in den 0.g. experimentellen Studien
beobachteten schadlichen Auswirkungen einer VEGF-Therapie wurden zum
einen im Kleintiermodell an peripheren Gefalden oder der Aorta gezeigt, oder
zeigten sich nach systemischer Gabe von VEGF-Protein. Neben bekannten
spezifischen Unterschieden bei den Tierspezies und den Unterschieden der
sresponse to injury“-Reaktion von peripheren und koronaren Gefalden scheint
der Modus der VEGF-Applikation (lokal versus systemisch) und die Dosierung
(in  unserer Studie wurden mit den klinischen Studien vergleichbare
Gendosierungen eingesetzt) von entscheidender Bedeutung fir die VEGF-
Wirkung (schadlich oder therapeutisch wirksam) zu sein. DarUber hinaus bleibt
unklar, ob die Vaskularisierung in den unterschiedlichen GefalRkompartimenten
(Intima+Media und Adventitia) nicht auch eine unterschiedliche biologische
Bedeutung hat. Die adventitielle Vaskularisation ist in den Kleintierstudien nicht
untersucht worden, nur die Zunahmen der Neointima-Lasionsgrof3e und der

Lasionsvaskularisation wurden gezeigt.

AbschlieRend koénnen wir auf dem Boden unserer Studienergebnisse
schlussfolgern, dass ein lokaler Gentransfer von geringen Konzentrationen an
VEGF+e5 in die duBeren Kompartimente von Koronararterien sicher und ohne
unerwinschte Nebenwirkungen zu sein scheint. Einschrankend muss jedoch
gesagt werden, dass die Koronararterien in unserem Modell zwar Lasionen
nach Ballondilatation (mit vielen Charakteristika einer koronaren Herzkrankheit:
Zellproliferation und Migration, inflammatorische Reaktion und intramurale
Thrombusbildung) aufweisen, es sich bei diesen Gefalken aber dennoch nicht
um atherosklerotisch veranderte Koronararterien (mit Kkalzifizierten oder
lipidreichen Plaques) handelt. Letzteres konnte naturlich den biologischen
Effekt von VEGF beeinflussen. Daruber hinaus ist zur Beurteilung einer
sicheren Therapie eine Langzeitnachbeobachtung sowohl in experimentellen

als auch in klinischen VEGF-Gentherapiestudien zu fordern.
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2.3.2 Angiogene Gentherapie und arterielles Remodeling

Das arterielle Remodeling spielt nicht nur eine Schlusselrolle in der
Enstehung der Restenose nach koronarer Ballonangioplastie, sondern ist auch
nach Implantation von Stents fir die Restenosepathophysiologie von
Bedeutung (Restenose in den stentnahen Referenzsegmenten, Remodeling als
Pradiktor fur das Ausmall der Neointimaformation nach bare metal-
Stentimplantation). In Analogie zur Hautwundheilung sind Fibrosierung (mit
gesteigerter Ansammlung extrazellularer Matrix) und Veranderungen des
Kollagen- und Elastingehaltes wichtige Pathomechanismen des arteriellen
Remodelings. Eine wesentliche Determinante der Hautwundheilung, namlich
die Mikrogefaltangiogenese und —regression, wurde bislang im Zusammenhang
mit der arteriellen Wundheilung kaum untersucht, und ihre Bedeutung flur die
Pathogenese des Remodeling ist nahezu unverstanden. Unsere Arbeitsgruppe
hat kdrzlich in Vorversuchen untersucht, ob nach einer koronaren
Ballondilatation eine adventitielle Angiogenese in Koronararterien auftritt, und
wie diese die Lasionsbildung bzw. die Lumengrélle und somit den
Restenoseprozess beeinflusst. Die Ergebnisse zeigen wie unter 2.1.2
ausfuhrlich beschrieben, dass in der Frihphase nach PTCA eine Vasa
vasorum-Angiogenese in der Adventitia stattfindet, gefolgt von einer spater
einsetzenden Regression  dieser  adventitiellen Mikrogefalle. Die
MikrogefalRregression  korrelierte  mit  negativem  Remodeling  und
Koronarstenosierung (Pels et al. 1999). Wenngleich ohne nachgewiesenen
Kausalzusammenhang spekulativ, legen die Ergebnisse dennoch nahe, dass
eine therapeutische Modulation der MikrogefalRangiogenese bzw. —regression
zu einer Pravention oder Reduzierung des negativen Remodelings und damit
auch der Gefal3stenosierung fuhren konnte. Ziel dieser Experimente war daher
zum einen die Stimulation der adventitiellen MikrogefalRangiogenese bzw. die
Pravention der Mikrogefaliregression nach koronarer Ballondilatation, und zum
anderen die Uberprifung der Hypothese, dass sich dadurch tatsachlich das
negative Remodeling und die Gefal3stenosierung inhibieren lassen. Daruber
hinaus sollte untersucht werden, Uber welche Mechanismen Mikrogefalle eine

Modulation des Remodelings bewirken.
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Bei insgesamt 20 Tieren wurde an 4 unterschiedlichen Zeitpunkten (1, 7, 14
und 28 Tage) nach PTCA und intrakoronarem VEGF 4¢5- bzw. LacZ-Gentransfer

mittels Nadelinjektionskatheters die Koronargefaldisegmente untersucht.

4

Abb. 18 Spitze des Nadelinjektionskatheters mit den drei Kanllen im
ausgefahrenen Zustand wie bei Injektion in die Koronararterienwand.

Zur Beurteilung der Vergleichbarkeit hinsichtlich des balloninduzierten
Gefalltraumas der VEGF- und Kontrollplasmid-behandelten Gefalte wurde ein
Jnjury score“ Dberechnet. Hier zeigte sich, dass das Ausmall der
Gefalverletzung in beiden Behandlungsgruppen vergleichbar war (1.70 £ 0.11
in der VEGF-Gruppe und 1.76 = 0.09 in der LacZ-Gruppe, p = n.s.).

Die Effizienz des durchgefuhrten VEGFgs5-Gentransfers und die Lokalisation
der VEGFs5-Expression wurde mittels RT-PCR, in Situ-Hybrisierung und
Immunhistochemie untersucht. Die VEGFgs5-Transgen-Expression war wie in
der folgenden Abbildung 19 dargestellt in der RT-PCR mit flir das Transgen
spezifischen Primern von Tag 1 bis zu Tag 14 nach PTCA und lokalem
Gentransfer in den VEGF-behandelten Koronargefallen nachweisbar. Die
VEGFes-Transgen-Expression war in keinem der LacZ-Gen behandelten

Gefalle und in keinem unbehandelten/nicht verletzten Gefal} nachweisbar.
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Abb. 19 VEGFss5-Expression in VEGF g5 transfizierten Koronararterien mittels
RT-PCR. Amplifiziertes Fragment mit 196 Basenpaaren in Reihe 1 am Tag 1
nach Intervention, Reihe 2: 7 Tage nach Intervention, Reihe 3: 14 Tage nach
Intervention. Reihe 4: keine nachweisbare Amplifikation/Expression 28 Tage
nach Intervention. Reihe 5 zeigt die Positivkontrolle mit dem VEGF-Plasmid,
und L die DNA-GroRenmarkierung.

Bis zu 14 Tage nach PTCA und VEGFss5-Gentransfer wurde VEGF mRNA
mit Hilfe der in Situ Hybrisierung in Endothelzellen und Perizyten der
neoadventitiellen Mikrogefalie sowie in Zellen in unmittelbarer Nahe zu diesen
MikrogefalRen nachgewiesen, wobei die Expression 7 Tage nach VEGF-
Gentransfer am starksten war (dargestellt durch dunkle Kérner in der folgenden
Abbildung 20 A). In LacZ-transfizierten Gefallen fand sich hingegen zu keinem
Zeitpunkt nach Gentransfer eine VEGF mRNA-Expression in der in Situ-
Hybridisierung. Konsekutiv zeigte sich in der Immunhistochemie eine VEGF-
Protein-Expression bis zu Tag 28 nach VEGF-Gentransfer in den gleichen
Zellen, in denen eine VEGF-mRNA-Expression zu sehen war. Die VEGF-
Protein-Expression war 14 Tage nach VEGF-Gentransfer am starksten
(dargestellt durch Rotfarbung in Abbildung B). Im Gegensatz dazu wurde in den
LacZ- transfizierten Gefalden nur 7 Tage nach Intervention in einzelnen Zellen

nahe der Mikrogefalie der Neoadventitia VEGF-Protein-Expression beobachtet.
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Abb. 21 A In Situ-Hybridisierung mit einer **S-UTP-markierten Sonde fiir
VEGF-mRNA einer VEGF-transfizierten Koronararterie 7 Tage nach PTCA
und Gentransfer (Balken = 80 um). B Immunhistochemische Farbung mit
einem VEGF-Antikorper zum Nachweis von VEGF-Protein 14 Tage nach
PTCA und VEGF-Gentransfer

Nachdem wir zeigen konnten, dass in unserem Modell der lokale
periadventitielle VEGFes-Gentransfer zu einer VEGF-Uberexpression in der
Neoadventitia, insbesondere in den Mikrogefallen und deren Proximitat fuhrte,
untersuchten wir den biologischen Effekt dieser Uberexpression. Die
histomorphologische/immunhistologische Untersuchung der Koronararterien-
querschnitte beider Behandlungsgruppen zeigte sowohl 14 als auch 28 Tage
nach PTCA und Gentransfer eine verstarkte Mikrogefal3neovaskularisation der

Neoadventitia von VEGF-behandelten Koronargefallen.

Die quantitative Bildanalyse zeigte dann, dass bis zu 7 Tagen nach
Intervention in den dilatierten Gefallen, unabhangig vom transfizierten Gen, ein
Anstieg der neoadventitiellen Mikrogefalddichte (Gesamtflache der Mikrogefalie
im Verhaltnis zur Flache der Neoadventitia in %) im Vergleich zu den nicht
dilatierten GefalRen zu verzeichnen war. Zwischen Tag 14 und 28 nach
Intervention war jedoch die neoadventitielle Mikrogefaldichte in der VEGF-
Gruppe signifikant hdher als in der LacZ-Gruppe, und somit war die in der LacZ-
Gruppe zu beobachtende neoadventitielle Mikrogefallregression in der
Spatphase nach Intervention durch VEGF-Gentransfer inhibiert (siehe
Abbildung 22A). Die nach Intervention zunehmende Flache der Neoadventitia
zeigte hingegen zu keinem Zeitpunkt Unterschiede zwischen den beiden

Behandlungsgruppen.
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Analog verhielt es sich mit der Gesamtanzahl der adventitiellen
Endothelzellen und der proliferativen Aktivitat dieser Endothelzellen. Die
Gesamtanzahl der adventitiellen Endothelzellen und die Anzahl proliferierender
Endothelzellen (in der Abbildung 22B als Proliferationsindex angegeben =
prozentualer Anteil der proliferierenden Endothelzellen an der Gesamtzahl der
Endothelzellen in der Neoadventitia) stiegen bis zu Tag 7 in beiden
Behandlungsgruppen an, unterschieden sich jedoch nicht statistisch signifikant.
An den Tagen 14 und 28 nach Intervention waren signifikant mehr adventitielle
Endothelzellen in den VEGF-behandelten GefalRen zu sehen (Gesamtanzahl
adventitieller Endothelzellen: Tag 1: VEGF 16.8 + 2.1 vs. LacZ 1859+ 7.2, p =
n.s.; Tag 7: VEGF 102.5 + 24.7 vs. LacZ 52.47 + 20.2, p = n.s.; Tag 14: VEGF
75.82 + 5.3 vs. LacZ 47.85 + 10.0, p = 0.038; Tag 28: VEGF 79.1 £ 6.9 vs. LacZ
37.01 + 8.9, p = 0.006). In der LacZ-Gruppe fiel am Tag 14 nach Intervention
der Endothelzell-Proliferationsindex der Neoadventitia auf Ausgangswerte
(entsprechend dem Proliferationsindex der nichtdilatierten/nichttransfizierten
Gefalle) zurick, wahrend in der VEGF-Gruppe der Proliferationsindex bis zu

Tag 28 nach Intervention auf dem durch die Ballondilatation induzierten hohen

Niveau blieb.
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Abb. 22 A Mikrogefalldichte und B Endothelzellproliferatonsindex in der
Adventitia nach PTCA und VEGF bzw. LacZ-Gentransfer (aus Deiner et al.
Atherosclerosis 2007)

49



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Welche Bedeutung diese Neovaskularisation auf die GefaRwandarchitektur
und die daraus resultierende Lumengrof3e der Koronargefalde nach PTCA hat,
zeigen die histomorphologischen Veranderungen der Koronargefal’e nach
PTCA. Die Lamina elastica externa-Flache (EELA) und Lumenflache (LA) in
den VEGF-behandelten Gefalken erscheint grof3er als in den LacZ-behandelten

GefalRen. Die Abbildung 23A und B veranschaulicht die charakteristischen

histomorphologischen Veranderungen beider Behandlungsgruppen in der
Spatphase nach PTCA.

Abb. 23 Querschnitte von Koronargefalen 28 Tage nach PTCA und LacZ-
(A) bzw. VEGF- (B) Gentransfer (Elastica van Gieson-Farbung; aus Deiner et
al. Atherosclerosis 2007)

Die automatische Bildanalyse der GefalRquerschnitte zu unterschiedlichen
Zeitpunkten nach PTCA und Gentransfer bestatigte, dass in den VEGF
gegenuber den LacZ-transfizierten Gefalen, in den ein negatives Remodeling
(Abnahme der EELA) stattfand, ein positives Remodeling (Zunahme der EELA)
zu verzeichnen war. Am Tag 14 nach Intervention war der Unterschied dann
statistisch signifikant, und es zeigte sich im Verlauf bis zu Tag 28 nach
Intervention eine weitere deutliche Zunahme der EELA in den VEGF-
behandelten, und eine weitere Abnahme der EELA in den LacZ-behandelten
Gefalen (VEGF 38.17 + 11.76 % vs. LacZ —25.33 + 2.27 %, p = 0.006; siehe
Abbildung 24A). Da die Neointimaformation in beiden Behandlungsgruppen

nach PTCA und Gentransfer gleich ausgepragt war flhrte das positive
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Remodeling in der VEGF-Gruppe zu einer signifikanten Abnahme des in der
LacZ-Gruppe auftretenden Lumenverlustes 14 und 28 Tage nach Intervention
(Tag 14: VEGF 5.09 + 7.50 % vs. LacZ 40.12 + 2.93 %, p = 0.007; day 28:
VEGF -5.35 + 18.33 % vs. LacZ 49.04 + 1.64 %, p = 0.042; siehe Abbildung
24B).
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Abb. 24 A EEL-Flachengewinn und B Lumenflacheverlust nach nach PTCA
und VEGF bzw. LacZ-Gentransfer

Basierend auf unseren Voruntersuchungen postulierten wir vor Beginn
dieses Projektes, dass durch die mdgliche VEGF-vermittelte Inhibition der
spaten MikrogefalRregression nach Ballondilatation eine im Rahmen der
arteriellen Wundheilung mit der Mikrogefaliregression einsetzende hypoxische
Fibrosierung verhindert werden konnte. Die zuvor dargestellten Ergebnisse
haben gezeigt, dass durch lokalen (peri)adventitiellen VEGF-Gentransfer die
adventitielle Mikrogefaliregression in der Spatphase nach PTCA verhindert
werden kann. Mit dieser biologischen Wirkung des VEGF-Gentransfer war
assoziiert, dass nicht nur das negative Remodeling inhibitiert wurde, sondern
sogar positives Remodeling induziert wurde, verbunden mit einer signifikanten
Reduktion des Lumenverlustes. Ein wichtiger, diesem positiven Remodeling
zugrundeliegender Mechanismus, konnte die Veranderung der extrazellularen
Matrix (ECM)-Komposition sein (eventuell indirekt durch eine Inhibition der
lokalen adventitiellen Hypoxie oder direkt durch Einfluss des VEGF auf die fur
die ECM-Regulation verantwortlichen Schlisselmolekile). Wir bestimmten

daher nach histochemischer Farbung mit der digitalen Bildanalyse den
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Kollagen- und Elastingehalt der Neoadventitia. Dies wurde zu Zeitpunkten
durchgefuhrt, an denen ein deutlicher Unterschied im Remodelingverhalten
zwischen beiden Behandlungsgruppen zu verzeichnen war (14 und 28 Tage
nach PTCA).

Abb. 25 in Abbildung 23 markierte Koronarsegmente nach histochemischer
Picrosiriusrot- und Orceinfarbung angrenzender Schnitte in 100 x
VergroRerung;  Gelb-orangene  Kollagenfarbung und  braun-rétliche
Elastinfarbung von VEGF-transfizierten Gefallen (C und D) und LacZ-
transfizierten Gefallen (E und F); aus Deiner et al. Atherosclerosis 2007)

Zu beiden Zeitpunkten nach PTCA beobachteten wir in den VEGF- im
Vergleich zu den LacZ-behandelten GefalRen eine signifikante Erhdhung des
neoadventitiellen Elastingehaltes (siehe Abbildung 26). Der Kollagengehalt der
Neoadventitia war in der VEGF-Gruppe am Tag 14 nach Intervention signifikant
erhoht, und am Tag 28 zwar immer noch hoher als in der LacZ-Gruppe, jedoch
nicht mehr statistisch signifikant (VEGF 72.11 £ 1.17 % vs. LacZ 64.36 + 3.54
%; siehe Abbildung 26).
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Abb. 26 A Adventitielle Kollagendichte und B Elastindichte nach PTCA
und VEGF bzw. LacZ-Gentransfer

DarUber hinaus stellte sich die Frage, ob VEGF einen Einfluss auf den
kontraktilen Apparat der Koronararchitektur (Myofibroblasten der Adventitia)
und die lokale inflammatorische Antwort nach balloninduzierter GefalRverletzung
hat. Letztere ist von Bedeutung fir die Umstrukturierung der ECM (Entfernung
von anfallenden ECM-Fragmenten) und den Reparaturvorgangen nach
Gewebstraumata. Zur Bestimmung des Myofibroblastengehaltes der
Neoadventitia wurde das Myofibroblast-bezogene a-Aktin der Neoadventitia
nach immunhistochemischer a-Aktin-Farbung mittels digitaler Bildanalyse
quantifiziert und der a -Aktin-Flachenanteil in % berechnet. An den in diesem
Modell fur das Remodeling entscheidenen Zeitpunkten nach PTCA (14 und 28
Tage nach Intervention) war der a-Aktin-Flachenanteil der Neoadventitia in den
VEGF-behandelten GefaRen signifikant reduziert gegentber den LacZ-
behandelten Gefallen, was einem deutlich verringerten Myofibroblastenanteil
der Neoadventitia in der VEGF-Gruppe entspricht (a-Aktin-Flachenanteil Tag
14: VEGF 14.19 + 4.67 % vs. LacZ 27.24 + 2.95 %, p = 0.046; Tag 28: VEGF
291+ 0.54 % vs. LacZ 6.32 £ 0.43 %, p = 0.001).

Zur Analyse der lokalen inflammatorischen Reaktion wurden Makrophagen
und T-Zellen (Suppressor und Helferzellen) nach immunhistochemischer
Anfarbung mit CD 68- bzw. CD 3-Antikdrpern quantifiziert. Hierbei zeigte sich
im  Vergleich zu den nicht dilatierten Koronargefalen in beiden

Behandlungsgruppen eine  ausgepragte = Makrophageninfiltration  der
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Neoadventitia einen Tag nach PTCA (nicht dilatierte Koronargefalle: 1.89 +
0.47 Zellen/mm? vs. VEGF 160.25 + 18.01 Zellen/mm?, p = 0.001; vs. LacZ
115.0 + 16.85 Zellen/mm?, p = 0.003; siehe Abbildung 26 A), und 7 Tage nach
PTCA eine signifikante Zunahme der neoadventitiellen T-Zellen (nicht dilatierte
Koronargefalie: 15.33 + 2.92 Zellen/mm? vs. VEGF 98.83 + 7.29 Zellen/mm?; p
< 0.0001; vs. LacZ 33.41 + 1.26 Zellen/mm?, p < 0.0001; siehe Abbildung 26 B).
Wahrend in der LacZ-Gruppe bereits 7 Tage nach Intervention die
Makrophagendichte in der Neoadventitia auf Ausgangswerte fiel, blieb sie in der
VEGF-Gruppe noch leicht erhoht, jedoch ohne signifikanten Unterschied zur
LacZ-Gruppe, um dann an Tag 14 nach PTCA und Gentransfer ebenfalls
nahezu auf das Ausgangsniveau vor Intervention abzufallen. Im Gegensatz zur
Makrophagendichte blieb die T-Zell-Infiltration in der VEGF-Gruppe bis zu Tag
28 nach Intervention auf dem am Tag 7 erreichten hohen Niveau, wahrend sie
in der LacZ-Gruppe bereits an Tag 14 wieder auf Kontrollniveau abfiel. An Tag
7, 14 und 28 nach Intervention war die T-Zell-Zahl in der Neoadventitia der

VEGF-Gruppe signifikant hoher als in der LacZ-Gruppe.
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Abb. 27 A Adventitielle Makrophagendichte und B T-Zelldichte nach PTCA
und VEGF bzw. LacZ-Gentransfer
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Die zuvor dargestellten Ergebnisse dieser Studie legen nahe, dass die
VEGF-induzierte Pravention der adventitiellen Mikrogefallregression zu
spateren Zeitpunkten nach PTCA zu einer gesteigerten adventitiellen
Elastindichte und in geringerem Ausmall zu einer gesteigerten adventitiellen
Kollagendichte flhrt. In gesunden, nicht dilatierten Koronararterien ist der
adventitielle Elastingehalt hoch (ca. 30 %), und die Ballondilatation verursacht
schon allein durch eine Zunahme der Neoadventitia eine relative Abnahme des
Elastingehaltes. Sowohl in der LacZ- als auch in der VEGF-Gruppe kommt es
nach Ballondilatation zur Bildung einer Neoadventitia. Obwohl sich das Ausmaf
dieser Neoadventitiaformation nicht zwischen beiden Behandlungsgruppen
unterschied, beobachteten wir einen deutlich hdheren neoadventitiellen
Elastingehalt in der VEGF-Gruppe. Elastin ist ein wichtiger Faktor fur die
Dehnbarkeit der Arterienwand und es erscheint daher schlussig, dass das in
der VEGF-Gruppe beobachtete positive Remodeling zum Teil auf die durch den
erhdohten Elastingehalt bewirkte Zunahme der Gefallddehnbarkeit zurlck-
zufuhren ist. Ob VEGF direkt die Elastinsynthese moduliert, ist unbekannt. Ein
moglicher indirekter Mechanismus ist aber eine VEGF-induzierte Zunahme der
Stickstoffmonoxidsynthese (NO) durch die erhdhte Zahl an mikrovaskularen
Endothelzellen in der Neoadventitia. NO steigert auf der einen Seite die
Tropoelastinexpression, und auf der anderen Seite die Kollagensynthese
(Kolpakov et al. 1995). Diese Hypothese wird durch eine Studie von Stefanadis
und Mitarbeitern unterstitzt, die zeigten, dass die Entfernung von Mikrogefalien
der Aorta ascendens zu einer Abnahme der GefalRdehnbarkeit, assoziiert mit
vermindertem Elastingehalt, fuhrt (Stefanidis et al. 1995). Die Rolle des
Kollagens flur das arterielle Remodeling ist unklar. Unsere Ergebnisse zeigen,
dass VEGF-transfizierte Gefalle, die positives Remodeling aufweisen, einen
hdéheren Kollagengehalt haben als LacZ-tranfizierte GefalRe mit negativem
Remodeling. Ahnliche Beobachtungen haben Kingston und Mitarbeiter
gemacht, die eine Pravention des negativen koronaren Remodelings im
Zusammenhang mit zunehmender Kollagendichte der Adventitia sahen, und
postulierten, dass eine kollagenreichere Adventitia wie ein &auleres
Stutzgeflecht wirken konnte (Kingston et al. 2003). Auf der anderen Seite
beschrieben Ward und Mitarbeiter, dass inhibiertes negatives Remodeling mit

einer verminderten Kollagendichte assoziiert war (Ward et al. 2001). Diese
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widerspruchlichen Daten sind moglicherweise darauf zurlckzufuhren, dass
nicht das Gesamtkollagen die entscheidene Determinate fur das Remodeling
ist, sondern eher die rdumliche Anordnung und Vernetzung der Kollagenfibrillen
und die Kollagensubtypenverteilung (z.B. das Kollagen I/lll-Verhaltnis), wie fur
das myokardiale Remodeling bei dilatativer Kardiomyopathie beschrieben
(Pauschinger et al. 1999).

Es ist bekannt, dass eine Ballondilatation zur Aktivierung adventitieller
Fibroblasten und deren phanotypischer Modulation zu Myofibroblasten (a-Aktin-
Expression) fuhrt (Zalewski et al. 1997). Myofibroblasten besitzen kontraktile
Proteine und Zelloberflachenrezeptoren, durch die sich diese Zellen
reorganisieren und zur Kontraktur der ECM bei der kutanen
Wundheilungsreaktion fiuhren (Geary et al. 1998). Einen ahnlichen
Mechanismus kann man auch fir die arterielle Wundheilungsreaktion
postulieren. Die 14 bis 28 Tage nach VEGF-Gentransfer bewirkte Reduktion der
Myofibroblastendichte in der Adventitia kdonnte somit ein zusatzlicher Faktor
sein, der die beobachtete Inhibition des negativen bzw. das positive
Remodeling erklart. Wie zuvor bereits erwahnt, ist die lokale inflammatorische
Gewebsreaktion von Bedeutung fur die Umstrukturierung der ECM (Entfernung
von anfallenden ECM-Fragmenten) und fur die Reparaturvorgange nach
Gewebstrauma. Wir beobachteten eine frihe inflammatorische Reaktion mit
einer adventitiellen Makrophageninfiltration 24 Stunden nach Intervention in
beiden Behandlungsgruppen. 7 Tage nach Intervention sahen wir einen Trend
zur verstarkten Makrophageninfiltration in der Adventitia der VEGF-behandelten
GefalRe, der einen Hinweis auf eine verstarkte Heilungsreaktion und
beschleunigte Reparaturvorgdnge nach balloninduzierter Gefallverletzung in
der VEGF-Gruppe gab. Diese Annahme wurde deutlicher in der lokalen
adventitiellen T-Zell-vermittelten Reaktion. In den VEGF-behandelten Gefalden
setzte bereits 7 Tage nach Intervention eine verstarkte neoadventitielle T-Zell-
Antwort mit einer drei- bis vierfach erhdhten T-Zellzahl im Vergleich zu den
LacZ-behandelten Gefallen ein, und diese hielt bis zu Tag 28 nach Intervention
an. Es ist moglich, dass die Zunahme der neoadventitiellen Mikrogefal3e in den
VEGF-behandelten Gefalken den Influx inflammatorischer Zellen steigert. Eine
weitere Erklarung fur die gesteigerte Abwehrreaktion kdnnte in der signifikanten

Zunahme der mikrovaskularen Endothelzellen in der Neoadventitia VEGF-
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behandelter Gefalle liegen: einerseits konnten aktivierte Endothelzellen durch
eine Uberexpression zelluldrer Adhasionsmolekiile (z.B. E-Selektin, vascular
cell adhesion molecule [VCAM-1] oder intercellular adhesion molecule [ICAM-
1]) zu einer Rekrutierung und Aktivierung von Leukozyten fihren (Assiri et al.
2001), andererseits stellen T-Lymphozyten selbst einen Ort der VEGF-
Produktion dar, so dass ein positiver Regelkreislauf von VEGF und T-Zellen zu
einer verstarkten Neovaskularisation und zu einer beschleunigten
Wundheilungsreaktion nach koronarer Intervention fuhren kénnte. Es sollte in
diesem Zusammenhang jedoch erwahnt werden, dass eine verstarkte
inflammatorische Reaktion infolge einer lokalen VEGF-Gentherapie in anderen
(pathologischen) Prozessen wie z.B. der chronisch progredienten
Koronararteriosklerose, zu einer Destabilisierung der Erkrankung fihren kénnte
(Plaguedestabilisierung mit der Folge eines akuten Koronarsyndroms). Es ist
daher besonders zu betonen, dass sowohl das therapeutische Zeitfenster als
auch der Zielort der Therapie (hier Adventitia und nicht Plaque/Intima-Media)

entscheidend fir den mdglichen Benefit einer VEGF-Gentherapie sind.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der lokale VEGF¢5 —Gentransfer
in das aulRere Kompartiment von Koronararterien nach balloninduzierter
Gefalverletzung eine signifikante Reduktion des Lumenflachenverlustes (ca. 54
% Reduktion im Vergleich zu LacZ-Gen-behandelten Gefallen) bewirkte. Diese
war im Wesentlichen auf ein positives Gefaliremodeling (ca. 38 %ige Zunahme
der Lamina elastica externa-Flache) nach VEGF-Behandlung zurtckzufuhren.
Die Pravention der adventitiellen Mikrogefaliregression, die Zunahme der
adventitiellen Elastindichte, eine Reduktion der kontraktilen Myofibroblasten in
der Neoadventitia sowie eine beschleunigte Arterienwundheilungsreaktion mit
gesteigerter inflammatorischer Lokalreaktion in der Neoadventitia, scheinen die
wesentlichen  VEGF-vermittelten  Mechanismen zu sein, die dem
therapeutischen Erfolg des lokalen VEGF-Gentransfers in unserem

experimentellen Modell zu Grunde liegen.

57



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Originalarbeiten

Deiner, C., Schwimmbeck, P.L., Koehler, |.S., Loddenkemper, C.,
Noutsias, M., Nikol, S., Schultheiss, H.-P., Yla-Herttuala, S., Pels, K.
Adventitial VEGF165 gene transfer prevents lumen area loss through
induction of positive remodeling and enhanced elastin accumulation after
angioplasty in porcine coronary arteries. Atherosclerosis, 189(1):123-
132, 2006.

58



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

2.4. Systemische Therapie der Koronaren Restenose

2.4.1 Thienopyridintherapie: Einfluss auf Proliferation/Inflammation

Restenosierung nach perkutaner koronarer Intervention (PCI) und
thrombotische Komplikationen im Koronargefal3system sind die wesentlichsten
klinischen Probleme in der interventionellen Behandlung von Patienten mit
koronarer Herzkrankheit (KHK). Die antithrombozytare Begleitmedikation bei
PCI, insbesondere nach intrakoronarer Brachytherapie und nach Implantation
Medikamenten-freisetzender Stents zur Inhibierung der Thrombozyten-
aktivierung und Thrombusbildung nach interventionsbedingtem Trauma von
Endothel und tieferer Gefallwandschichten, gehdren zur Standardtherapie der
KHK. Dauer und Dosierung dieser antithrombozytaren (meist dualen)
Begleittherapie nach koronarer Intervention, nach akutem Koronarsyndrom,
sowie auch zur Sekundarprophylaxe bei KHK sind Gegenstand aktueller
kontroverser Diskussionen (Serebruany 2007). Es gibt Hinweise, dass die
Thienopyridine neben ihrer antithrombozytaren Wirkung in Analogie zu den
Statinen sogenannte pleiotrope Effekte besitzen. So konnte gezeigt werden,
dass Clopidogrel die Expression inflammatorischer Marker (CRP und CDA40-
Ligand) nach PCI reduziert (Quinn et al. 2004, Holmes 2006). Abgesehen von
den erwahnten Untersuchungen inflammatorischer Marker im Serum nach PCI
gibt es keine Informationen Uber mdgliche pleiotrope Wirkungen von
Clopidogrel insbesondere im Langzeitverlauf nach PCIl. Ziel dieser
Untersuchungen war es daher der Frage nachzugehen, ob eine
Thienopyridintherapie neben der antithrombotischen Wirkung auch systemische
bzw. lokale Auswirkungen auf die inflammatorische und proliferative Reaktion
der GefalBRwand nach koronarer Ballonangioplastie, sowie auch nach
zusatzlicher antiproliferativer intrakoronarer Brachytherapie hat. Weiterhin sollte
untersucht werden, ob eine Langzeittherapie gegenuber einer kurzfristigen
Therapie mit Thienopyridinen den Restenoseprozess nach koronarer
Ballondilatation und auch nach zusatzlicher antiproliferativer intrakoronarer
Brachytherapie beeinflusst. Hierzu wurden insgesamt 48 Schweine untersucht,
bei denen jeweils randomisiert eine Koronararterie dilatiert und unmittelbar im
Anschluss daran mit einer Betastrahlenquelle intrakoronar bestrahlt wurde, die

zweite Koronararterie wurde nur dilatiert (Kontrolle) und die dritte Koronararterie
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blieb undilatiert und unbestrahlt und diente als weitere Kontrolle. Zu
unterschiedlichen Zeitpunkten wurden vor und nach PCIl Blutproben
entnommen und bei 27 Tieren 3 Monate nach PCIl eine Sektion zur
Untersuchung der Koronararterien durchgeflihrt. Alle Tiere erhielten bis zu
einem Nachbeobachtungszeitraum von einem Monat eine duale Therapie mit
325 mg/die Aspirin und 75 mg/die Clopidogrel (Ladungsdosis von 300 mg am
Tag vor der Intervention). In der Gruppe der Tiere mit einer
Langzeitnachbeobachtung von 3 Monaten erhielten 12 Tiere Uber den
gesamten Beobachtungszeitraum 325 mg/die Aspirin und 75 mg/die Clopidogrel
(Ladungsdosis von 300 mg am Tag vor der Intervention), wahrend 12 weitere
Tiere 3 Monate 325 mg/die Aspirin und nur einen Monat 75 mg/die Clopidogrel
(ebenfalls Ladungsdosis von 300 mg am Tag vor der Intervention) erhielten. Um
die Wirkung der verlangerten Behandlung mit Clopidogrel nach ICBT auf die im
Plasma zirkulierenden CRP-Konzentrationen zu untersuchen, wurde den Tieren
vor und sofort nach Beendigung der Koronarintervention, sowie vierzehn Tage,
einen und drei Monate nach PCI Blut zur Gewinnung von Plasma
abgenommen. Die darin enthaltenen CRP-Konzentrationen wurden mittels
ELISA quantifiziert. Es zeigte sich unmittelbar nach der Intervention ein
signifikanter Anstieg der CRP-Konzentrationen im Plasma (Abbildung 28A). Im
Weiteren Verlauf fielen die CRP-Konzentrationen wieder ab und waren
signifikant niedriger, wenn die Therapie mit Clopidogrel flr die Dauer von drei
Monaten im Vergleich zu einem Monat nach PCl mit Ballondilatation und
intrakoronarer Strahlentherapie durchgefuhrt wurde (Abbildung 28B). Diese
Daten zeigen erstmalig, dass nicht nur eine kuzzeitige Inhibition der
inflammatorischen Reaktion durch Clopidogrelgabe beobachtet werden kann,
sondern eine Langzeitbehandlung mit Clopidogrel zu einer lang anhaltenden
Hemmung der systemischen Entzundungsreaktion nach Ballondilatation und
antiproliferativer Strahlentherapie fuhrt. Diese systemische ,pleiotrope® Wirkung
der antithrombotischen Therapie mit Clopidogrel konnte ein Mechanismus flr
die unter Langzeittherapie mit Clopidogrel beobachtete Verbesserung der
klinischen Prognose nach Koronarintervention (Steinhubl et al. 2002, Chen et
al. 2005) sein.
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Abb. 28 A Die CRP-Konzentrationen vor und unmittelbar nach der
Koronarintervention. Unmittelbar nach der Intervention zeigte sich ein
signifikanter Anstieg der CRP-Konzentrationen im Plasma. B CRP-
Konzentrationen 24 Stunden, ein und drei Monate nach der
Koronarintervention. Die CRP-Konzentrationen waren signifikant niedriger,
wenn Clopidogrel fur die Dauer von drei Monaten im Vergleich zu einem
Monat nach der Koronarintervention appliziert wurde

In dem zweiten Teil unserer Experimente untersuchten wir den Einfluss der
Langzeitclopidogrelgabe Uber 3 Monate im Vergleich zu einer Kurzzeitgabe
uber einen Monat auf die pathophysiologische Reaktion der Gefallwand von
Koronararterien nach Ballondilatation oder kombinierter Ballondilatation und
intrakoronarer Bestrahlung. Wie zuvor beschrieben erhielten alle Tiere uber den
gesamten Zeitraum von 3 Monaten eine Dauertherapie mit Aspirin. Als
Strahlenquelle verwendeten wir einen B-Strahlen emittierenden %°Sr/Y-40 mm

Zug mit einer Applikation von 19,9 - 22,2 Gray bis zu einer Tiefe von 2 mm.

Die Zellproliferationsanalyse mittels Bromodeoxyuridin-lmmunhistochemie der
Intima/Media und Adventitia nach Ballondilatation (PTCA) und kombinierter
Ballondilatation mit anschliefender Bestrahlung (Brachy) der

Schweinekoronararterien zeigte auch noch 3 Monate nach PCIl eine
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Zellproliferation, die wie zu erwarten nach antiproliferativer Bestrahlung der
Gefalle deutlich geringer ausgepragt war als nach alleiniger Ballondilatation
(Abbildung 29). Die Mehrzahl der proliferierenden Zellen fand sich in der
Intima+Media. In beiden Interventionsarmen (PTCA und Brachy) zeigte sich
eine signifikant geringere Zellproliferation der Koronargefalle nach 3 Monaten
Clopidogrelgabe (LT Clopi) im Vergleich zu der einmonatigen Clopidogrelgabe
(ST Clopi).
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Abb. 29 Zellproliferation in Intima+Media und Adventitia von ballondilatierten
(PTCA) oder ballondilatierten und bestrahlten (Brachy) Koronargefal’en von
Schweinen nach dreimonatiger (LTClopi) oder einmonatiger (STClopi)
Clopidogrel-Therapie. Die dreimonatige  Clopidogrelgabe  verringert
gegenuber der einmonatigen Therapie signifikant die Zellproliferation sowohl
nach PTCA als auch nach Brachytherapie

Zur Untersuchung der inflammatorischen Gefallwandreaktion wurde eine
immunhistochemische Farbung von T-Lymphozyten (CD3-postive Zellen) der
Koronararterien durchgefuhrt. T-Lymphozyten wurden 3 Monate nach PCI
uberwiegend in der Adventitia der Gefallwand gefunden (Abbildung 30). Sowohl
nach Langzeitclopidogrel-Therapie uber 3 Monate als auch nach der
Kurzzeitgabe Uber einen Monat zeigte sich nach Ballondilatation und

Bestrahlung (Brachy) eine signifikant ausgepragtere T-Zellinfiltration als nach
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alleiniger Ballondilatation (PTCA). In beiden Interventionsgruppen fuhrte die
Langzeitclopidogrelgabe (LTClopi) Uber den gesamten Beobachtungszeitraum
gegenuber einer einmonatigen Kurzzeit-Therapie zu einer signifikanten
Reduktion der T-Zellinfiltration. Die T-Zellzahl in den ballondilatierten Gefalen
befand sich nach Langzeitclopidogrel-Therapie im Bereich der Werte nicht
intervenierter KontrollgefalRe, wahrend trotz Langzeitclopidogrel-Therapie in den
ballondilatierten und bestrahlten KoronargefalRen die T-Zellzahl weiterhin

gegenuber unbehandelten Kontrollgefalien erhéht war.
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Abb. 30 T-Zellinfiltration in Intima+Media und Adventitia von ballondilatierten
(PTCA) oder ballondilatierten und bestrahlten (Brachy) Koronargefalten von
Schweinen nach dreimonatiger (LTClopi) oder einmonatiger (STClopi)
Clopidogrel-Therapie. Die dreimonatige  Clopidogrelgabe verringert
gegenuber der einmonatigen Therapie signifikant die T-Zellinfiltration
insbesondere in der Adventitia nach PTCA als auch nach Brachytherapie

Zur Untersuchung der molekularen Regulationsmechanismen, die den zuvor
geschilderten, durch eine Langzeitclopidogrel-Therapie induzierten zellularen
Veranderungen auf Proliferations- und Inflammationsebene zugrunde liegen
konnten, analysierten wir mittels Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

die Aktivitat von NF-kB in den Koronargefallen.

Wie im Abschnitt 2.1.3 ausflhrlich dargestellt, nimmt die NF-kB-Aktivitat
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unmittelbar nach PCI (sowohl nach alleiniger Ballondilatation als auch nach
Ballondilatation und intrakoronarer Strahlen-Therapie) zu und bleibt bis zu 28
Tagen nach der Intervention nachweisbar, wobei sie in den kombiniert
ballondilatierten/bestrahlten (Brachy) GefalRen hoher ist als in den nur
ballondilatierten (PTCA) Koronargefal’en. Diese Erhohung in den Brachy-
Gefallen gegenuber den PTCA-Gefalken zeigt sich auch noch 3 Monate nach
Intervention (Abbildung 31A). In beiden Interventionsarmen fuhrt die
Langzeitgabe von Clopidogrel (LTClopi) gegenuber der Kurzzeitgabe (STClopi)
zu einer signifikanten Reduktion der koronaren NF-kB-Aktivitat (62%ige
Reduktion nach Brachy-Therapie und 64%ige nach PTCA; Abbildung 31B).

Brachy Brachy FTCA PTCA

STClopi LTClopi STClopi LTClopi NF-xB
NF-x8 * o = 25+
neas —> | o e )

Eracty Eradly PICA  PICA
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Abb. 31 A EMSA fur die NF-kB-Aktivitat in ballondilatierten (PTCA) oder
ballondilatierten und bestrahlten (Brachy) Koronargefallen nach
dreimonatiger (LTClopi) oder einmonatiger (STClopi) Clopidogrel-Therapie.
B NF-kB war nach Brachy-Therapie signifikant starker aktiviert als nach
PTCA, in beiden Interventionsarmen (PTCA und Brachy) wurde die auch
noch 3 Monate nach Intervention gesteigerte NF-kB-Aktivitdt durch eine
Langzeitclopidogrelgabe signifikant reduziert

Zusammengefaldt, zeigen die dargestellten Ergebnisse, dass die
Langzeittherapie mit Clopidogrel die Proliferation und Inflammation in der
Koronararterienwand nach PCI signifikant reduziert. Sowohl auf zellularer wie
auch auf molekularer Ebene konnte dies fur Koronargefalle nach PTCA und
auch nach PTCA in Kombination mit antiproliferativ wirksamer intrakoronarer
Bestrahlung gezeigt werden. Die Daten sind insofern von besonderer klinischer

Bedeutung, als dass bis heute strittig ist, wielange Clopidogrel nach Intervention
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gegeben werden sollte und die Ergebnisse der Charismastudie keinen Benefit
fur eine duale Langzeit-Therapie von Aspirin in Kombination mit Clopidogrel zur
Primarprevention zeigten, im Gegenteil wurde in der Gruppe der Patienten ohne
Vorliegen einer kardiovaskularen Erkrankung aber mit kardiovaskularen
Risikofaktoren eine erhdhte Mortalitat nach dualer Langzeit-Therapie mit Aspirin
und Clopidogrel dokumentiert (Bhatt et al. 2006, Wang et al. 2007). Unsere
Ergebnisse zeigen, dass eine LangzeitTherapie mit Clopidogrel keinen Effekt
auf die T-Zellinfiltration der GefaRwand unbeschadigter Koronargefalle hat und
nur die Zellproliferation (mutmasslich a-actin-positive glatte Muskelzellen und
Myofibroblasten in Intima+Media) dieser Gefalle nach Langzeitclopidogrel-
Therapie abnimmt (was bei geringgradigen Plaques, wie sie bei
asymptomatischen Patienten mit kardiovaskularen Risikofaktoren zu finden
sind, zu einer Plaquedestabilisierung fihren kann). Diese immunhistologischen
Ergebnisse konnten somit ein pathophysiologisches Korrelat fur die
beschriebenen klinischen Beobachtungen sein. Darlber hinaus hat die
Charismastudie aber fur Patienten mit vorbekanntem kardiovaskularem
Schaden einen Benefit im Sinne reduzierter Gesamtereignisse
(Kardiovaskularer Tod, Myokardinfarkt, Schlaganfall und Hospitalisierung) nach
Langzeitclopidogrelgabe gezeigt. Unsere Daten unterstitzen diese klinischen
Ergebnisse, und suggerieren dariber hinaus, dass insbesondere nach
antiproliferativer Therapie mittels intrakoronarer Bestrahlung (moglicherweise
trifft dies auch auf die vom Mechanismus ahnliche Therapie mit den
antiproliferativ. wirksamen Medikamenten freisetztenden Stents zu) eine
Langzeit-Therapie mit Clopidogrel vorteilhaft ist, da auch noch nach
dreimonatigem Beobachtungszeitraum post Intervention eine inflammatorische
Aktivitat in der Koronararterienwand (trotz der Reduktion durch Clopidogrel)

nachweisbar war.
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2.4.2 Thienopyridintherapie: Einfluss auf Thrombenbildung

Die Ballondilatation in Kombination mit intrakoronarer Bestrahlung ist ein
anti-proliferatives = Behandlungsverfahren, welches im Rahmen der
interventionellen Therapie von In-Stent-Rezidivstenosen bei Vorliegen einer
koronaren Herzkrankheit eingesetzt wird. Ein groRer Nachteil der
intrakoronaren Strahlentherapie war das Auftreten von thrombotischen
Spatkomplikationen in der bestrahlten Koronararterie, die in bis zu 8% der Falle
innerhalb von 3 Monaten nach der Brachytherapie auftraten. Das spate
Auftreten von Koronarthrombosen begrindet auch die erhohte Mortalitat nach
Anwendung von neueren anti-proliferativen Behandlungsverfahren zur
Behandlung der KHK, namlich der Implantation von Chemotherapeutika
freisetzenden Stents. Dass es nach Anwendung von ionisierenden Strahlen zur
erhohten Thrombogenitat in Blut und Gewebe und zu einer Aktivierung des
Tissue Faktor (TF) abhangigen Koagulationssystems mit Thrombosen in den
jeweils bestrahlten Organen kommen kann, ist seit vielen Jahren bekannt. Die
hier beschriebenen Untersuchungen dienen zur Erforschung der Induktion und
der Expression von gerinnungsaktiven Proteinen im Blut und in der Gefallwand
nach Anwendung von ionisierender (-Bestrahlung. Ferner sollte eine mogliche
therapeutische Nutzbarkeit der gewonnenen Erkenntnisse zur Pravention von
0.g. interventions-assoziierten Komplikationen ergrundet werden. Ziel war die
Wirkung der intrakoronaren Brachytherapie auf die TF-Expression und
Prokoagulabilitat der GefalRwand im Tiermodell zu erforschen und die
Bedeutung der Dauer der antithrombotischen Begleittherapie mit Clopidogrel fur

die vaskulare TF- Expression und die Prokoagulabilitat des Blutes zu erfassen.

Im Schweinemodell wurde bei allen untersuchten Tieren eine PTCA in zwei der
drei Koronararterien durchgeflihrt. Nach Randomisierung erfolgte die sofortige
Bestrahlung einer der verletzten Koronararterien durch eine [R-Strahlen
emittierenden Quelle (siehe hierzu Abschnitt 2.41). Die dritte Koronararterie
verblieb ohne Intervention und diente als Kontrollgefal. Alle Tiere erhielten
Aspirin (325 mg pro Tag) sowie Clopidogrel in einer Sattigungsdosis von 300
mg am Vortag der Intervention, gefolgt von einer Erhaltungsdosis von 75 mg
pro Tag fur die Dauer von einem Monat. Die unterschiedlich behandelten

Koronararterien wurden 24 Stunden, vierzehn Tage sowie einen und drei
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Monate nach der Intervention entnommen und entsprechend flr die
immunhistochemische Untersuchung (jeweils n = 6 Tiere pro Gruppe) sowie fur
die Analyse der vaskularen TF-Expression (ebenfalls jeweils n = 6 Tiere pro
Gruppe) prapariert. Um die Bedeutung der Dauer der antithrombotischen
Begleittherapie mit Clopidogrel fur die koronare TF- Expression zu erfassen,
wurden in einer zweiten Gruppe (n = 6) die Clopidogrelgaben flir die Dauer von

drei Monaten fortgefuhrt.

Um die Wirkung der verlangerten Behandlung mit Clopidogrel nach
Ballondilatation und intrakoronarer Strahlen-Therapie auf die im Plasma
zirkulierenden TF-Konzentrationen zu untersuchen, wurde den Tieren vor und
sofort nach Beendigung der Intervention, sowie vierzehn Tage, einen und drei
Monate nach der Koronarintervention Blut zur Gewinnung von Plasma
abgenommen. Die darin enthaltenen TF-Konzentrationen wurden mittels ELISA
quantifiziert. Unmittelbar nach der Koronarintervention fand sich eine Reduktion
der TF-Konzentrationen im zirkulierenden Blut, was auf einen Verbrauch von
prokoagulativen TF im Rahmen der Intervention hinweisen kénnte (Abbildung
32A). Im Weiteren Verlauf ergab sich ein Uber die Zeit kontinuierlicher Anstieg
der TF-Proteinkonzentration im Plasma. Eine Reduktion der TF-Konzentration
im Blut war tendenziell zu beobachten, wenn Clopidogrel fur die Dauer von drei

Monaten im Vergleich zu einem Monat appliziert wurde.
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Abb. 32 TF-Konzentrationen im zirkulierenden Blut (n = 12 flr jeden
Zeitpunkt). Vor Intervention (schwarze Box), unmittelbar (weilRe Box) und 24
Stunden, ein Monat und drei Monate nach der Intervention (gestreifte Box).
p <0.001, ¥ p <0.01, § p < 0.05 vs. vor Intervention. =|= p < 0.001 vs.
unmittelbar nach Intervention
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Die quantitative Auswertung der TF-Farbung der Koronargefal3e zeigte, dass
die alleinige PTCA als auch die PTCA und intrakoronare Strahlentherapie im
Vergleich zu den unbehandelten Kontrollgefallen zu einer verstarkten TF-
Protein-Expression in Intima und Media fuhrte. 14 Tage sowie einen Monat
nach PTCA und Strahlentherapie war die TF-Expression in Intima und Media
nach kombinierter PTCA/Strahlentherapie signifikant gegentber den allein
dilatierten Gefalden erhoht. Im Vergleich zur einmonatigen Gabe reduzierte die
dreimonatige Behandlung mit Clopidogrel die TF-Expression nach PTCA und
Strahlentherapie signifikant, sowie - im Trend — auch nach alleiniger PTCA
(Abbildung 33 links; p = 0.075). Die Auswertung der koronaren Fibrinogen-
Farbung ergab, dass die intrakoronare Strahlentherapie zu einer vermehrten
koronaren Fibrinogen-Expression im Vergleich zur alleinigen PTCA fuhrt. Es
findet sich kein Einfluss der langerfristigen Clopidogrelgabe auf die Fibrinogen-
Expression nach Ballondilatation und intrakoronarer Strahlentherapie
(Abbildung 33 rechts).
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Abb. 33 Immunhistochemische Quantifizierungen der koronaren TF-Farbung
(linke Abb.) und Fibrin/Fibrinogen-Farbung (rechte Abb.; n = 6 flr jeden
Zeitpunkt). Kontrollgefalde (schwarze Box), Koronargefal’e nach alleiniger
PTCA (weilde Box) und nach PTCA sowie intrakoronarer Strahlentherapie
(gestreifte Box). Linke Abb.: ¥+ p < 0.04, § p < 0.03,+p < 0.01 vs.
Kontrollgefalke. * p = 0.03 , # p = 0.072 vs. alleinige PTCA. Rechte Abb.:
T p=<0.005, § p=<0.05 +p=<0.01vs. Kontrollen. + p = 0.015, * p = 0.004, #
p = 0.002 vs. alleinige PTCA
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Die Quantifizierung der koronaren TF-mRNA bestatigten die Ergebnisse der
Nach PTCA und

reduziert die dreimonatige Behandlung mit

immunhistomorphometrischen  TF-Proteinanalyse.

intrakoronarer Bestrahlung

Clopidogrel die TF-Expression im Vergleich zur einmonatigen Gabe.

Ratio 1 Tag 14 Tage 1 Monat 3 Monate 3 Monate
pTF/pGAPDH
(ASS+ (ASS+ (ASS+ (ASS+ (ASS+
(*10° + SEM) Clopidogrel) Clopidogrel) Clopidogrel) Clopidogrel) 1 Mo. Clopidogrel)
Kontrolle 0.2300 + 0.1099 0.2331 £ 0.0682 0.2340 + 0.0266 0.2017 + 0.0492 0.2150 + 0.0902
PTCA 0.2005 + 0.0326 0.6912+ 0.0460° 0.5572+ 0.0657° 0.3353 0.0788" 0.4567+ 0.0535"
PTCA +ICBT 0.2132 + 0.0260 0.4862+ 0.0916* 0.5425z 0.0645° 0.3501z 0.0519° 0.707320.0436'

Abb. 34 Quantifizierung der koronaren TF-mRNA (Ratio pTF/pGAPDH) per
RT-PCR (n = 6 fur jeden Zeitpunkt). PTCA und PTCA + Bestrahlung versus
Kontrolle: + p< 0.05, §p=<0.01,fp=0.131

Zusammengefal3t zeigen unsere Ergebnisse, dass die antiproliferative
intrakoronare Bestrahlung zu einer erhohten koronaren Thrombogenitat
gegenuber der alleinigen PTCA fuhrt, und dass diese erhdhte Thrombogenitat
auch noch nach 3 Monaten post Intervention nachweisbar ist, was eine
mogliche Erklarung fur die klinisch beobachteten Spatthrombosen nach PTCA
und intrakoronarer Strahlentherapie ist. Die Langzeit-Therapie mit Clopidogrel
kann diese Thrombogenitat zumindest auf der Ebene der TF-Expression
langanhaltend reduzieren. Wenngleich diese experimentellen Daten eine
Langzeittherapie mit Clopidogrel insbesondere nach PTCA in Kombination mit
intrakoronarer Strahlentherapie nahe legen, ist es schwierig konkrete
Zeitempfehlungen daraus abzuleiten. Extrapoliert man die Daten aus dem
Schweinemodell (Restenoseprozesse spielen sich in diesem Modell im
Wesentlichen in den ersten 14 Tagen nach Intervention ab, wahrend bei
Menschen ein Zeitraum von ca. 6 Monaten angenommen wird), so ware eine
Clopidogreltherapie von mindestens 36 Monaten sinnvoll. Aus aktueller
klinischer Bedeutung, bliebe daruber hinaus zu klaren, ob trotz der
pathophysiologischen Parallelen zwischen antiproliferativer Strahlentherapie
und antiproliferativ wirksamer Medikamente freisetztende Stents, unsere

Schlussfolgerungen auch auf die zuletzt genannten Stents Ubertragbar sind.
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3. Zusammenfassung

Seit Einfuhrung der perkutanen transluminalen Ballonangioplastie (PTCA)
stellt die koronare Restenose ein Hauptproblem in der interventionellen
Behandlung von Patienten mit koronarer Herzkrankheit (KHK) dar. In den
Anfangen der interventionellen Therapie der KHK richtete sich das Augenmerk
der Forschung primar auf den Pathomechanismus der Neointimaformation und
hierbei konzentrierte man sich im Wesentlichen auf die Untersuchung der
GefalRwandschichten von Intima und Media. Die zweite wesentliche
pathogenetische Saule bei der Enstehung der koronaren Restenose, das
arterielle Remodeling, war wenig verstanden und Schwerpunkt meiner ersten
Studien. Zur Untersuchung der das Remodeling mitbestimmenden
morphometrische Faktoren und des zeitlichen Ablaufes etablierte ich mit
meinen Kollegen Edward O’Brien und Marino Labinaz als erste Arbeitsgruppe
das Schweineangioplastiemodel der ,double injury®. Es konnte gezeigt werden,
dass der Lumenverlust nach einfacher koronarer Ballondilatation zu 2/3 auf
negatives Remodeling zuruckzufuhren ist. Hierbei scheint der Adventitia, deren
Zunahme dem negativen Remodeling vorausgeht, eine besondere Bedeutung
zuzukommen. Wir konnten zeigen, dass das negative Remodeling und der
resultierende Lumenverlust zwischen Tag 3 und 14 nach Intervention
stattfindet. Wahrend dieses Zeitintervalls fand eine Kollagenablagerung und
Ansammlung alpha-actin-positiver Zellen in der Neoadventitia statt, so dass
davon auszugehen ist, dass diese strukturellen GefalBwandveranderungen eine
bedeutsame Rolle in der Pathogenese des arteriellen Remodeling spielen. In
weiteren Studien konnten wir erstmalig zeigen, dass nach Ballondilatation eine
positive Korrelation zwischen Lumenflache und adventitieller Mikrogefalidichte
bestent und die Mikrogefalregression eine funktionelle Komponente der
Arterienwandkontraktur und des negativen Remodelings nach Ballondilatation
zu sein scheint. Diese Ergebnisse zeigten, dass die Arterienwundheilung sich

wie eine Sonderform der klassischen Hautwundheilung verhalt.

Die zuvor beschriebenen Ergebnisse waren die Grundlage fur weitere
Experimente, die der Hypothese, dass die adventitielle Mikrogefaliregression
nach koronarer Ballondilatation ein wesentlicher pathogenetischer Faktor des

negativen GefalRwandremodelings ist, nachgingen. In diesen Experimenten
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konnte gezeigt werden, dass lokaler VEGF —Gentransfer in das auliere
Kompartiment von Koronararterien nach balloninduzierter Gefalverletzung eine
signifikante Reduktion des Lumenflachenverlustes bewirkte. Die Inhibition des
Lumenflachenverlustes war hauptsachlich auf die Induktion von positivem
Gefallremodeling durch die VEGF-Behandlung zuruckzufihren.
Zusammenfassend zeigte sich, dass die Pravention der adventitiellen
Mikrogefaliregression, die Zunahme der adventitiellen Elastindichte, eine
Reduktion der kontraktilen Myofibroblasten in der Neoadventitia sowie eine
beschleunigte Arterienwundheilungsreaktion mit gesteigerter inflammatorischer
Lokalreaktion in der Neoadventitia die wesentlichen VEGF-vermittelten
Mechanismen darstellen, die dem therapeutischen Erfolg des lokalen VEGF-
Gentransfers in unserem experimentellen Modell zu Grunde lagen. Daruber
hinaus konnten wir zeigen, dass der lokale (peri)adventitelle VEGFg5-
Gentransfer in unserem Modell der balloninduzierten koronaren Lasionsbildung
zu keinen unerwilnschten Nebenwirkungen (Lasionsakzeleration) gefuhrt hat,
weder die Intima+Media-Lasionsvaskularisierung noch die Intima+Media-
Lasionsflache nahm in den VEGF-behandelten GefalRen im Vergleich zur

Kontrollgruppe zu.

Die Weiterentwicklung der Therapie der koronaren Restenose mit neuen
interventionellen Verfahren (antiproliferative intrakoronare Strahlentherapie,
Einsatz antiproliferativ wirksamer Medikamente freisetzender Stents) half die
Restenoserate nach koronarer Intervention zu reduzieren, brachte aber
gleichzeitig neue Probleme mit sich (veranderte/verzogerte
Wundheilungsreaktion der Arterienwand, Auftreten von Spatthrombosen). Wir
konnten in tierexperimentellen Versuchen zeigen, dass in einer frihen Phase
nach intrakoronarer Bestrahlung ein ausgepragter Adventitiawachstum
stattfindet, der ein Trigger fur das von uns gezeigte spat einsetzende negative
Remodeling und die spate Neointimaformation sein kdnnte und moglicherweise
eine SchlUsselrolle in der Pathogenese des spaten Lumenverlustes nach
lokaler antiproliferativer Strahlentherapie spielt. Wir dokumentierten, dass nach
Strahlentherapie nur eine initiale, jedoch nicht langer anhaltende
Proliferationsinhibition zu beobachten ist und eine protrahierte spate
Inflammation induziert wird. Der spate Lumenverlust war hauptsachlich durch

negatives arterielles Remodeling bedingt, und hierbei scheint, wie auch
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fur die beschriebene protrahierte Inflammationsreaktion, eine NFkB- und AP-1-
Aktivierung von zentraler Bedeutung zu sein. Daruber hinaus konnte gezeigt
werden, dass die antiproliferative intrakoronare Bestrahlung zu einer erhdhten
koronaren Thrombogenitat gegenuber der alleinigen PTCA flhrt, und dass
diese erhdhte Thrombogenitat auch noch nach 3 Monaten post Intervention
nachweisbar ist, was eine mdgliche Erklarung fir die klinisch beobachteten
Spatthrombosen nach  PTCA und  antiproliferativer  intrakoronarer
Strahlentherapie ist. Eine systemische Langzeittherapie mit dem Thienopyridin
Clopidogrel konnte diese Thrombogenitat zumindest auf der Ebene der Tissue
Factor-Expression anhaltend reduzieren. Interessanterweise beschrankte sich
die Wirkung der Clopidogrellangzeittherapie aber nicht nur auf die
Beeinflussung der Thrombogenitat, sondern bewirkte zusatzlich eine Reduktion,
der durch die Strahlentherapie induzierten Inflammation in der
Koronararterienwand und auch eine Inhibition der Zellproliferation zu einem
spaten Zeitpunkt nach PCIl, zu dem die antiproliferative Wirkung der
Strahlentherapie, nicht mehr anhalt. Die Versuche konnten bestatigen, dass die
pathophysiologischen Prozesse  nach PTCA  und intrakoronarer
Strahlentherapie durch NFkB- und AP-1 mitreguliert werden, da die Aktivitat
beider Transkriptionsfaktoren durch die Langzeittherapie mit Clopidogrel

reduziert wurde.

Die dargestellten Ergebnisse liefern wesentliche Einsichten in die
Pathophysiologie und Therapieoptionen fir die Behandlung der koronaren
Restenose. Weitere Studien sind erforderlich, um die Ubertragbarkeit unserer
Ergebnisse auf die aktuell in ca. 50% aller koronaren Interventionen in
Deutschland eingesetzten Medikamente freisetzenden Stents zu untersuchen
und eine individualisiertere lokale Therapie, sowie das Festlegen genauerer
Zeitfenster fur den Einsatz medikamentdser Begleitherapien in der Behandlung

der koronaren Restenose zu ermdglichen.
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