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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Hintergrund: In der katheterbasierten Behandlung koronarer Stenosen stellen auch
derzeit, trotz langjahriger Optimierung und Forschung, In-Stent-Restenosen ein Klini-
sches Problem dar. Die neointimale Hyperproliferation im Interventionsgebiet wird heute
als leitender Prozess fur eine Restenose genannt. Um dem entgegenzuwirken, sind
diverse antiproliferative Substanzen in Studien getestet worden. In dieser Arbeit wird die
antiproliferative Substanz Sirolimus als Beschichtungsmaterial fur einen Kobalt Chrom
Koronarstent getestet, sowie der Einfluss einzelner Prufdosierungen auf die neointimale

Gefaldprolifertation im Schweineherzen untersucht.

Methoden: Zum Einsatz kamen Kobalt-Chrom Stents mit und ohne Polymer Beschich-
tung sowie Polymer beschichtete Kobalt-Chrom-Stents mit Sirolimus in verschiedenen
Dosierungen (D1= 232 pg Sirolimus, D2= 116 pg Sirolimus, D3= 58ug Sirolimus, D4=
29ug Sirolimus). Insgesamt wurden 48 Stents in 6 Gruppen in 24 juvenile deutsche
Landrasseschweine implantiert und Uber einen Versuchszeitraum von 28 Tagen unter-
sucht. Jedes Tier wurde in zwei Dosisgruppen randomisiert und folglich pro Tier zwei
Koronarstents implantiert. Hierzu wurde die rechte (RCA) und linke (LAD oder LXC)
Herzkranzarterie unter angiographischer Kontrolle gewahlt. Die stenttragenden Koro-
nargefallabschnitte wurden angiographisch, histomorphometrisch und histopathologisch
beurteilt.

Resultat: Nach der 28 tagigen Versuchszeit zeigten weder die angiographischen Er-
gebnisse noch die histomorphometrische Auswertung ein signifikantes Ergebnis zu
Gunsten einer Dosisgruppe. Die Dosisgruppe D3 erzielte fur die angiographisch ermit-
telten Parameter Lumenreduktion ,Late Loss” und Reduktion des neointimalen Ge-
falBdurchmessers das beste Ergebnis. In der histopathologischen Auswertung ergaben
sich fur die Parameter, Entzindungs- Verletzungs- und Endothelisationsscore keine
signifikanten Unterschiede. Histomorphometrische Daten zeigten ebenso kein signifi-
kantes Ergebnis im Gruppenvergleich, wenngleich auch hier die Dosierung D3 mit 58
Mg Sirolimus die hochste prozentual ermittelte Reduktion der Neointima aufweisen
konnte.

Schlussfolgerung: Der Einsatz eines mit Sirolimus beschichteten Kobalt-Chrom Stents
mit einer Dosierung von 58ug, fuhrt im Gruppenvergleich zwar nicht zu einer signifikant
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geringeren angiographisch messbaren Lumenreduktion oder signifikant geringeren
neointimalen GefalRdurchmesser im Stentareal. Es zeigt sich allerdings trotz insignifi-
kanter Resultate, im Gruppenvergleich ein positiver Effekt der Dosierung mit 58ug Si-
rolimus auf die Ausbildung einer neointimalen Gefal3flache sowie den Late Loss.

Weiterfuhrende Studien mit einem langeren Beobachtunsgzeitraum als 28 Tage werden
notwendig sein, um diese Tendenz zu bestatigen.



Abstract

Abstract

Background: Despite multi-year optimization and research, in-stent restenosis current-
ly represents a clinical problem in catheter-based treatment of coronary stenoses. Neo-
intimal hyper-proliferation in the area of intervention is specified today as a dominant
procedure for restenosis. In order to counteract this, diverse anti-proliferative substanc-
es are being tested in studies. In this paper, the anti-proliferative substance Sirolimus is
tested as a coating material for a cobalt-chrome coronary stent, and the influence of
individual test dosages upon neointimal vessel-proliferation in a pig’s heart is also ex-

amined.

Methods: Applied in this context were Cobalt-chrome stents with and without polymer
coating material as well as polymer coated cobalt-chrome stents with Sirolimus in vari-
ous dosages (D1= 232 ug Sirolimus, D2= 116 ug Sirolimus, D3= 58ug Sirolimus, D4=
29ug Sirolimus). A total of 48 stents in 6 groups were implanted in 24 juvenile German
Landrace pigs and examined over a trial period of 28 days. Each animal was random-
ised in two dosage groups and, subsequently, two coronary stents per animal were im-
planted. For this procedure, the right (RCA) and left (LAD or LXC) coronary arteries
were selected with angiographic monitoring. The stent-bearing coronary-vessel seg-
ments were evaluated angiographically, histomorphometrically and histopathologically.

Results: After the 28-day trial period, neither the angiographic findings nor the histo-
morphometric evaluation indicated a significant result to the benefit of a dosage group.
The best result was achieved by the dosage group D3 for the angiographically ascer-
tained parameter lumenreduction “late loss” and reduction of the neointimal vessel di-
ameter. In the histopathological evaluation, no significant differences resulted for the
parameters involving three different scores: infection, injury and endothelisation. Histo-
morphometric data also showed no significant result in the group comparison, even
though the dosage D3 with 58 pg Sirolimus was able to demonstrate, here as well, the
highest-identified reduction, on a percentage basis, in neointima development.

Conclusion: Application of a cobalt-chrome stent covered with Sirolimus in a dosage of
58ug, indeed does not lead in the group comparison to significantly lower angiograph-
ically measurable lumenreduction, or significantly lower neointimal vessel diameter in

the area of the stent. However, it was shown in the group comparison despite insignifi-
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cant results that a positive effect from the dosage with 58 pg Sirolimus emerges regard-

ing both the formation of a neointimal vascular surface area, as well as late loss.

Further studies with a longer period of observation than 28 days will be required to con-
firm this tendency.
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Neutr. neutrophile Granulozyten

NON-STEMI non ST-elevation myocardial infarction
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PES Paclitaxel eluting stent
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PTT partielle Thromboplastinzeit

QCA Quantitative Koronarangiographie

RCA Right coronary artery
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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Epidemiologie

Die durch zahlreiche epidemiologische Studien beobachtete globale Zunahme kardi-
ovaskularer Erkrankungen lasst diese heute zu den weltweit haufigsten Todesursachen
zahlen (Gaziano 2012). MacKay et al. schatzen den prozentualen Anteil der Todesfalle
durch die Koronare Herzkrankheit (KHK) im Jahr 2030 auf 14,9% bei Mannern und
13,1% bei Frauen. Dies unterstreicht die Notwendigkeit die therapeutischen Ansatze
fortlaufend zu verbessern (Gaziano 2012).

Lange Zeit waren die Erfolge der perkutanen transluminalen Koronarangiographie
(PTCA), nach Einfuhrung durch Andreas Gruntzig im Jahr 1977, durch das Auftreten
postinterventioneller Verschlusse (Restenosen) des koronarangiographisch dilatierten
Gefales limitiert. Mit der EinfUhrung der Koronarstents im Jahr 1994 und zusatzlicher
Gabe einer dualen Thrombozytenaggregationshemmung (DTAH) konnte schliel3lich die
Anzahl dieser Komplikation reduziert werden.

Die seit dem Jahr 2003 zum Einsatz kommenden Medikamente freisetzende Koronars-
tents konnten das Auftreten von Restenosen weiterhin reduzieren, aber nicht ganzlich
beseitigen. Im Vergleich tritt derzeit nach alleiniger Angioplastie bei 20-50% der Patien-
ten eine Restenose nach Intervention auf. Bei Metallstents ohne Medikamentenbe-
schichtung (BMS) liegt der Restenoseanteil bei 10-30% und bei Medikamente freiset-
zenden Stents (Drug eluting stents (DES)) bei 5-15% (Faxon 2012).

Der Vorteil eines DES ist auf die durch ein Medikament bewirkte Verhinderung der Di-
ckenzunahme der Gefallintima im Stentbereich zurlckzufihren (Faxon 2012). Nach
Auswertung mehrerer randomisierter klinischer Studien und Metaanalysen konnte be-
legt werden, dass die Verwendung eines DES hinsichtlich dem Auftreten von Komplika-
tionen wie Restenose und Revaskularisationen am Zielgefal® (Target lesion revasculari-
sation (TLR)) (Scheller 2011) dem Einsatz von BMS Uberlegen bleibt (Kalesan 2011).

Doch auch die Erfolge der DES werden heute durch das Auftreten von In-Stent-
Restenosen (ISR) und Stentthrombosen (ST) relativiert. Stentthrombosen, welche zwar
selten, dennoch derzeit mit einer Haufigkeit von 0,4%-1,3% auftreten, sind eine noch
nicht behobene und geflrchtete Komplikation nach perkutaner Koronarangioplastie
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(Bonzel 2009) (Bullesfeld 2003). Nach derzeitigem Kenntnisstand konnen die mit Poly-
mer beschichteten DES eine Entzindungsreaktion am Gefal} auslosen, welche die Ge-
fahr fur Restenosen und ST steigen lasst (Rittger 2012) (Joner 2006).

Vor diesem Hintergrund, insbesondere zur Vermeidung eine ISR, sollen in dieser Arbeit
mit Sirolimus in unterschiedlichen Dosierungen beschichtete Kobalt- Chrom Stents hin-
sichtlich ihrer lokalen Biovertraglichkeit auf das Endothel vor der Zulassung am Men-

schen mittels einer tierexperimentellen Studie getestet werden.
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1.2 Stand der Wissenschaft
1.2.1 Koronare Herzkrankheit

1.2.1.1 Definition

Die Koronare Herzkrankheit (KHK) ist eine durch thrombotische und atherosklerotische
Ablagerungen hervorgerufene, chronisch verlaufende Erkrankung der arteriellen Herz-
kranzgefale.

Das Herz, als muskulares Hohlorgan, wird von den Herzkrankgefal3en mit Sauerstoff
versorgt. Infolge atherosklerotischer Ablagerungen (koronarer Plaques) kommt es in
den Gefallen zu einer Einengung der GefalRwand mit folgendem Elastizitatsverlust. Da-
raus resultiert ein Missverhaltnis zwischen Sauerstoffangebot und —bedarf am Herz-
muskel. Dies fuhrt langfristig zu einer Herzmuskelschwache, der Herzinsuffizienz. Ge-
furchtetes Akutereignis ist eine Plaqueruptur in einem oder mehreren Herzkranzgefa-
Ren mit Verengung oder Verschluss der herzmuskelversorgenden Arterien - der Myo-
kardinfarkt. Das betroffene Herzmuskelareal wird hierbei nicht mehr mit Sauerstoff ver-
sorgt und stirbt ab (Lowel 2006).

Zu den charakteristischen Symptomen der KHK zahlen verschiedene Formen der Angi-
na pectoris (AP), welche bereits Ende des 17. Jahrhunderts durch den Mediziner Willi-
am Heberden anhand zahlreicher Krankheitsberichte beschrieben wurde (Tellingen
2010).

Die stabile Angina pectoris ist ein durch Belastung oder psychische Anstrengung her-
vorgerufener thorakaler Schmerz, der in Ruhe oder nach Gabe eines Nitrats wieder
vergeht. Die instabile AP beschreibt jedes Erstereignis der Angina pectoris, zuneh-
mende thorakale Schmerzen, das Nichtansprechen auf verabreichte Nitrate und in
Ruhe bestehende thorakale Beschwerden. Eine Erhohung des spezifischen kardialen
Markers fur muskularen Sauerstoffmangel Troponin |, unterstutzt die Diagnose Myokar-
dinfarkt. Hierbei wird entsprechend bestehender Veranderungen im Elektrokardio-
gramm (EKG) der ST-Strecken-Hebungsinfarkt (STEMI) vom Nicht-ST-Strecken-
Hebungsinfarkt (NON-STEMI) unterschieden (Herold 2010). Asymptomatische Verlaufe,
als Stumme Ischamie, werden haufig bei alteren Patienten oder Diabetikern beschrie-
ben (Dietz 2003).
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Weitere klinische Merkmale der KHK sind der plotzliche Herztod und die bei chroni-

schem Verlauf entstehenden Zeichen der Herzinsuffizienz.

Zu den kardiovaskularen Risikofaktoren fur die Entstehung der atherosklerotischen
Plaques zahlen als Hauptfaktoren Diabetes mellitus, arterielle Hypertonie, positive Fa-
milienanamnese fur Herzinfarkt oder KHK bei Familienangehdrigen ersten Grades, Ni-
kotinabusus, Lebensalter (mannlich > 45 Jahre; weiblich > 55 Jahre) sowie eine Low-
Density-Lipoprotein (LDL) Erh6hung und High-Density-Lipoprotein (HDL) Erniedrigung
(Lowel 2006), (Herold 2010).

1.2.1.2 Epidemiologie

Zu den haufigsten Todessursachen in den Industrielandern zahlen die Herz-
Kreislauferkrankungen. Nach der Todesursachenstatistik 2003 des Statistischen Bun-
desamtes starb in Deutschland jeder funfte Bundesburger an den Folgen einer ischa-
mischen Herzerkrankung. In Deutschland besteht eine Abnahme der Sterblichkeit an
KHK bei bis zu 85 jahrigen Menschen, bei gleichzeitig wachsender Sterblichkeit in den
hoheren Altersklassen. In Bezug auf den demographischen Wandel mit steigender
Lebenserwartung und fallenden Geburtenraten, stellt dies einen wichtigen Punkt zur
Weiterentwicklung der Pravention und Therapie der Koronaren Herzkrankheit dar
(Léwel 2006).

Sterbefitlle je 100.000 Einwohner

Frauen
6.000 Manner

5.000

4.000

3.000
2.000
1.000 I l
_________—_-_._l N
X

An‘tersgruppz

7074 _

50-54 '

50-54

55-59 F
Go—64 F
65-69 -

55-59
G064
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B5-8g
=go0
3539
40-44
45-49
7579
Bo-84

1990 I2003
Abbildung 1 : Separate Darstellung der durch koronare Herzkrankheit bedingten Sterblich-
keit pro 100.000 Einwohner bei Frauen und Mannern in Deutschland zwischen 1990 und
2003 (H Lowel, 2006)
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1.2.1.3 Entstehung und Ursache der Atherosklerose am Herz

Wie eingangs beschrieben entwickelt sich die koronare Herzkrankheit auf dem Boden
einer Atherosklerose in den Herzkranzgefalien. Die daraus resultierende Koronarinsuf-
fizienz ist die Folge des Ungleichgewichts zwischen Sauerstoffangebot und —abgabe
am Herzmuskel. Ursachlich fur die Entwicklung dieses Missverhaltnisses ist die Ablage-
rung atherosklerotischer Plaques in den Herzkranzgefalen, die bis zu einer kompletten
Stenose des Gefales fuhren konnen (Lowel 2006). Laut Weltgesundheitsorganisation
(WHO) wird die Atherosklerose ,als eine variable Kombination von Intimaveranderun-
gen, bestehend aus herdférmigen Ansammlungen von Fettsubstanzen, komplexen Koh-
lenhydraten, Blut und Blutbestandteilen, Bindegewebe und Kalziumablagerungen, ver-
bunden mit Veranderungen der Arterienmedia“, definiert (Riede 1989).

Nach heutigem Wissensstand gelten Fettstreifen, sogenannte , Fatty Streaks® in den
Gefalden als anfangliche Lasionen fur die Atherosklerose (Libby 2012).

Die fortschreitende Akkumulation lipidhaltiger Zellen in die Arterienwande ist ein kom-
plexer und schleichender Prozess. Schon im frihen Erwachsenenalter treten die Fett-
streifen unter dem Endothel in Erscheinung. Diese Anreicherung ist jedoch noch kom-
plett reversibel und derzeit mittels hochauflosender Bildgebung nicht erfassbar. Ein ge-
ringer Anteil der Fettstreifen verbleibt im Endothel und bildet im Verlauf ein circa ein
oder mehrere Millimeter dickes atherosklerotisches Beet aus (Muller 2012). Histomor-
phologisch werden hierbei das Atherom und die Sklerose unterschieden. Das Atherom
ist eine beetartige, lipidreiche Ansammlung einer Bindegewebsmatrix. Die Sklerose wird
durch eine Kollagenproliferation (Typ 1 Kollagen) erfasst (Muller 2012). Das Initialstadi-
um der Atherosklerose ist gekennzeichnet durch eine Ansammlung subintimaler Lipide,
Kollagenfasern und herdformig angeordneter Makrophagen, die durch ihre Lipidbela-
dung auch als Schaumzelle bezeichnet werden. Bei fehlendem Abbau von Cholesterin
durch High density lipoprotein (HDL) kristallisiert das Uberflussige Cholesterin und zer-
stort die Schaumzellen und angrenzenden Gewebestrukturen. Das auf diese Art gebil-
dete histologische Material mit einer zentralen Nekrose und randgebenden Schaumzel-
len wird als Atherom oder Atherosklerotischer Plaque bezeichnet (Riede 1989).

Beim Menschen zahlen zu den Pradilektionsstellen der Koronarsklerose die proximalen
Abschnitte der Herzkranzgefalle (Morl 1998).
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Abbildung 2 : Manifestation der Koronarsklerose in den Herzkranzgefalien.
1 Ramus interventricularis anterior (RIVA), 2 Arteria coronaria dextra (RCA),
3 Ramus circumflexus (LCX) (Morl 1998)

1.2.2 Therapie der Koronaren Herzkrankheit
Die KHK kann rein konservativ, chirurgisch- interventionell als auch in Kombination
therapiert werden. Therapeutische Ziele sind neben der Senkung der Sterblichkeit
die Erhaltung und Optimierung der Lebensqualitat sowie die Abwendung von Fol-
geschaden wie Herzinsuffizienz und Herzinfarkt (Dietz 2003).
Bei der medikamentosen Behandlung werden antianginése und antithrombozytare
Wirkstoffe entsprechend des individuellen Risikoprofils eingesetzt.
Nach Antman et al. werden folgende Substanzklassen verwendet (Antman 2012):
a) Nitrate
Pharmakologisch wirksames Substrat dieser Arzneimittelklasse ist das Uber eine
Aktivierung der Guanylatzyklase an den glatten GefalRmuskelzellen und an-
schlieBender cGMP-Synthese vasodilatierend wirkende Stickstoffmonoxid (NO).

b) R-Rezeptoren-Blocker

Betablocker mindern den myokardialen Sauerstoffverbrauch durch Blockierung

des adrenerg vermittelten Herzantriebes. Desweitern wird durch eine regelmaf3i-
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ge Betablocker-Medikation die Sterblichkeit und das Reinfarktrisiko bei Patien-
ten nach einem Herzinfarkt gesenkt.

c) Kalziumantagonisten

Diese Stoffgruppe blockiert Calciumkanale vom L-Typ. Dies bedingt am Myo-
kard eine Senkung der kardialen Kontraktionsfahigkeit, Abnahme der AV-
Uberleitung und Herzfrequenz (Grimminger 2007).

d) Nicht-steroidale Antiphlogistika

Aspirin fuhrt durch irreversible Hemmung der Cyclooxygenase zu einer vermin-
derten  koronaren Thrombusaggregation. Eine Langzeittherapie zw. 75-325
mg/d mindert das Risiko eines koronaren Events.

e) Adenosin Diphosphat (ADP)-Rezeptor-Antagonisten

Clopidogrel und Ticlopidin hemmen irreversibel Uber den P2Y12-ADP-Rezeptor
die Thrombozytenaggregation. Clopidogrel kommt in Kombination mit Acetylsali-
zylsaure (ASS) oder allein bei bestehender ASS Unvertraglichkeit in der Behand-
lung der ischamischen Herzkrankheit zum Einsatz. Die duale Thrombozytenag-
gregation mit ASS und Clopidogrel senkt nach stattgehabtem Myokardinfarkt das
Reinfarktrisiko und wirkt nach Stentimplantation der Entstehung intravasaler
Thromben entgegen.

Die chirurgisch-interventionellen Verfahren kommen entsprechend dem Ausmal der
geschadigten Gefalle zum Einsatz.

Neben der 1977 von A. Gruntzig erfolgreich durchgefuhrten PTCA sind von Eberli et al.
noch weitere Angioplastierverfahren beschrieben worden (Eberli 2001), (Gruntzig
1979).

a) Hochfrequenzrotationsangioplastie
b) Excimer-Laser-Koronarangioplastie
c) Direktionale Atherektomie (DCA)

Neben den chirurgisch-interventionellen Verfahren existiert als operativer Eingriff die
Bypass-Operation. Hier handelt es sich um einen Eingriff am offenen Herzen nach
Sternotomie mit dem Einsatz einer Herz-Lungen-Maschine. Bei der Operation werden
kunstliche Umgehungskreislaufe aus Venen (z.B Vena saphena magna) an einen ste-
nosefernen Gefaldabschnitt einer betroffenen Herzkranzarterie und der Aorta ascen-
dens geschaffen (Hombach 2001).
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1.3 Die Geschichte des Herzkatheters

Die perkutane koronare Intervention zahlt heute zu einer der am haufigsten durchge-
fuhrten MalRnahme der invasiven Medizin. Die erste dokumentierte Rechts-und Links-
herzkatheterdiagnostik wurde 1711 von Hales an einem Pferd durchgefihrt (Mueller
1995). Der Versuch eines Linksherzkatheters an einem an Cholera erkrankten Men-
schen ist im Jahr 1831 auf den Chirurgen Dieffenbach zuriickzuflhre (Albers 2014). Der
franzdsische Physiologe Bernard definierte 1844 den Begriff des Herzkatheters. Mit ei-
nem Glasthermometer priifte Bernard die Temperatur in einem Pferdeherz und fihrte
aufbauend auf seine Methoden 1847 die erste Messung der Druckverhaltnisse im rech-
ten Ventrikel eines Pferdeherzes durch. Zu den weiteren Fortschritten zahlten die 1895
durch Roentgen entdeckte Rontgenstrahlung sowie des Fluroskopos 1896 durch Willi-
ams (Schmitt 2004).

Der deutsche Urologe Werner ForRmann suchte nach einer neuen Mdglichkeit zur Ver-
abreichung intrakardialer Medikamente unter Umgehung der Durchstechung der Herz-
wande. Von seinem anatomischen Wissen abgeleitet sah er den Zugang Uber das rech-
te Herz durch das vendse System als den sicherern Weg. Im Juli 1929 schrieb Forf3-
mann mit dem im Selbstversuch durchgefiihrten Herzkatheter Geschichte. Uber seine
linke Armvene (Vena basilaris sinister) schob er einen Blasenkatheter von 65 cm Lange
bis in den rechten Herzvorhof und dokumentierte die Katheterposition per Rontgenbild
(Mueller 1995).

-.- : '.,.

Abbildung 3 : Darstellung des tho-
rakalen Rontgenbildes mit einer
Katheterspitze im rechten Herzvor-
hof aus dem Rechtsherzkatheter-
Selbstexperiment von Forssmann
1929 (Mueller 1995).
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Angetrieben von den Fortschritten in der Herzkatheterentwicklung nutzten Cournand
und Richards 1941 den Herzkatheter zur Messung des Herzzeitvolumens. 1942 wurden
von ihnen die rechte Herzkammer und 1944 schliel3lich die Pulmonalarterien katheteri-
siert. 1956 wurde Cournand, ForBmann und Richard der Nobelpreis fur Medizin verlie-
hen.

Einen weiteren Meilenstein in der Herzkatheterentwicklung erzielte 1953 der Radiologe
Seldinger in Stockholm, indem er die Seldinger-Methode zur Gefal3punktion beim Ka-
theterisieren entwickelte. Mason Sones entwickelte knapp 30 Jahre nach Forfmann
1958 das Koronarangiogramm. Hierbei konnten durch Kontrastmittel erstmals die Herz-
kranzgefalie sichtbar gemacht werden. Der durch Dotter gepragte Begriff der translumi-
nalen Angioplastie stammt aus dem Jahr 1964. Dotter rekanalisierte irrtimlich eine ver-
schlossene lliacalarterie. Zudem war er der Uberzeugung, dass GefaRe mit einer
Schiene offen gehalten werden konnen. Im Januar 1964 wurde von Dotter und Judkins
die erste transluminale Angioplastie der linken Arteria poplitea bei einer 82 jahrigen Pa-
tientin durchgefuhrt. 1968 folgte in Cleveland die erste Aorto-Coronare-Venen-Bypass
(ACVB) Operation durch den argentinischen Herzchirurgen René Favaloro. Nicht unwe-
sentlich fur die Geschichte der interventionellen Kardiologie war die bereits 1965 in
Moskau durch den russischen Arzt Kolessov durchgefuhrte Mammaria-Operation mit
einem Bypass zum Ramus interventrikularis anterior (RIVA) des Herzens. 1976 wurde
durch Chazov erstmals mittels intrakoronar verabreichter Streptokinase ein akuter Myo-
kardinfarkt therapiert (Erbel 2002).

Der deutsche Mediziner Andreas Gruntzig Uberarbeitete die Kathetermethode von Dot-
ter und Judkins. Am 12.Februar 1974 setzte er schliel3lich seinen eigens hergestellten
Ballonkatheter zur Ballonangioplastie einer Beinarterie beim Menschen ein. Drei Jahre
spater folgte durch Gruntzig und Myler die erste am Menschen durchgefuhrte PTCA im
Sankt Mary's Hospital in San Francisco (Mueller 1995). Diese Methode etablierte sich
schnell als Methode der Wahl bei der Behandlung der ischamischen Herzerkrankung
(Lange 1991). Die Erfolgsrate der ersten 50 Patienten, die eine PTCA erhielten, lag
nach Newsome et al. bei 64% und stieg mit steigender Erfahrung auf 90% an
(Newsome 2008).

Durch die technische Weiterentwicklung und die wachsende Erfahrung der Mediziner
konnten zunehmend Patienten mit komplexeren Koronargefal3lasionen behandelt wer-
den. Pro Jahr wurden in den 90iger Jahren rund 300.000 Menschen durch eine PTCA
behandelt (Faxon 2012).
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1.4 Koronarstents in der interventionellen Kardiologie

Die Erfolge der perkutanen transluminalen Koronarangioplastie durch A. Gruntzig wur-
den schnell durch das Auftreten von Restenosen in dem zuvor dilatierten Gefal® relati-
viert (Horlitz, 2002). Einen Losungsansatz hierzu stellte bereits in den 60iger Jahren der
von Charles Dotter und seinem Kollegen Judkins entwickelte Versuch ein Gefal® mit
einer Stutze zu weiten und stabilisieren (Payne 2001) (Faxon 2012).

1.4.1 Stent Definition

Ein Stent besteht aus einer gitterfomigen Endoprothese, die zur Aufrechterhaltung einer
Gefallwand dient. Die ersten Koronarstents wurden in den neunziger Jahren durch
Jaques Puel, Peter Serruys und Ulrich Sigward getestet. Hierbei handelte es sich um
selbstexpandiere Gefal3stutzen. Der Prototyp koronarer Stents war der von ihnen ver-
wendete Wallstent, ein aus 16 Stahldrahten bestehendes Maschennetz. Die Weiterent-
wicklung des Wallstents folgte. Weite klinische Anwendung fand der Palmaz-Schatz-
Stent. Hierbei handelte es sich um eine ballonexpandierende Gefafstitze, deren Uber-
legenheit zur alleinigen Ballonangioplastie hinsichtlich der Verhinderung einer Resteno-
se in Studien belegt werden konnte (Serruys 1994) (Urban 1989) (Eberli 2001). In der
ISAR-Stereo Studie wurde zudem von einem positiven Effekt auf Restenoseraten dun-
ner Stentstreben berichtet (Kastrati 2001).

Derzeit existieren neben den reinen Metallstents Medikamente freisetzende Koronars-
tents mit entweder resorbierbarer oder biostabiler Tragerbeschichtung (Polymer)
(Scheller 2011).

In dieser Arbeit wurde als Stentgerust Kobalt-Chrom mit einem resorbierbaren Polymer
mit unterschiedlicher Sirolimusdosierung, sowie ein unbeschichteter Bare-metal stent
eingesetzt. Die Kobalt-Chrom Legierung der Koronarstents ist seit deren Einfuhrung ein
klinisch ausfuhrlich erprobtes Material (Kereiakes 2003).

1.4.2 Bare-metal stents (BMS)

Nach Einfuhrung der Bare-metal Stents (BMS) im Jahr 1994 durch die Food and Drug
Administration (FDA) waren die ersten Schritte zur Vorbeugung einer Restenosierung
nach Ballonangioplastie getan. Es ist nach zahlreichen Studien bewiesen worden, dass

verglichen mit der konventionellen perkutanen transluminalen Koronarangioplastie
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(PTCA) der Restenosegrad eines mit einem Stent versorgten Gefal3es reduziert werden
kann. Zu nennen sind hier die beiden ersten grol angelegten randomisierten Studien
BENESTENT und STRESS, in denen aufbauend auf den Errungenschaften von J. R.
Palmaz ballonexpandierende Stents verwendet wurden (Serruys 1994) (Erbel 2002).

Eine schematische Darstellung der Weiterentwicklung der Koronarangioplastie mit Ap-
plikation eines Stents zur Verhinderung der Restenose ist in Abbildung 4 dargestellt
(Faxon 2012).

23



Einleitung

Abbildung 4 : Schematische Darstellung der Stentimplantation nach Ballonangioplastie
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Aus: Harrisons Innere Medizin, 18. Auflage (Copyright: ABW Wissenschaftsverlag GmbH)
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Konnte schliellich eine Restenose durch BMS verhindert werden, suchten Wissen-
schaftler schon bald durch das Auftreten neuer Komplikationen wie Stentthrombosen
(ST) und In-Stent-Restenosen (ISR) nach Losungen. Bei reinen Metallstents liegt der-
zeit das Risiko fur einen thrombotischen Verschluss bei 1 bis 3 % nach Intervention,
welches nach heutigem Kenntnisstand durch die Einnahme einer dualen Thrombozy-
tenaggregationshemmung (DTAH) reduziert werden kann. Das Auftreten einer Reste-
nose nach BMS Implantation betragt 10-30% (Faxon 2012).

1.4.3 Restenose

Bis heute ist die Pathogenese der Restenose nach Ballonangioplastie nicht vollstandig
geklart. Es wird von einem mehrphasigen Verlauf ausgegangen. Zu dem in mehreren
Phasen stattfindenden Prozess werden heute folgende drei Punkte gezanhlt:

a) Auftreten elastischer Ruckstellkrafte (elastic Recoil) innerhalb von 24 Stunden
nach Ballonangioplastie

b) Ausbildung eines intimalen Thrombus innerhalb von zwei Wochen nach PTCA,
welcher zu einer erheblichen Lumeneinengung fuhrt

c) UberschieRende Bildung neointimaler Flachen durch Aktivierung und Proliferati-
on glatter Gefallmuskelzellen und extrazelluarer Matrix innerhalb der ersten 12
Wochen (Schainfeld 2002).

Durch Einwanderung glatter Muskelzellen kommt es, bedingt durch die Ausbildung ei-
ner neointimalen Gefal¥flache, zu einer Gefaldlumeneinengung. Faxon et al. nennen

den nach Ballonangioplastie hervorgerufenen reaktiven GefalRumbau ,Remodeling” mit
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folgender Gefallkonstriktion als Hauptursache der Restenose. Der Einsatz eines Koro-
narstents kann diese Reaktion verhindern und Stents mit medikamentdser Beschich-
tung die Ausbildung einer neointimalen Flache reduzieren (Faxon 2012).

1.4.4 Drug eluting stents (DES)

Um dem Pathomechanismus der gesteigerten Gefalproliferation nach Stenteinlage
vorzubeugen, folgten schlieBlich Versuche Medikamente freisetzende Stents zu entwi-
ckeln. Die Idee lag in der Herstellung von Stents, die mit einem Polymer benetzt sind
und antiproliferative Wirkstoffe zeitverzogert Gber mehrere Wochen in das umliegende
Gewebe abgeben kdénnen. Grundmaterial fur die meisten Polymerbeschichtungen ist
eine Edelstahlbasis. Erstmalig kamen Drug eluting stents 2003 beim Menschen zum
Einsatz (Faxon 2012).

Abbildung 5: Biologische Auswirkung Medikamentenbeschichteter Stents (Sirolimus und Paclit-
axel) (Steffel 2007)
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Abbildung 5 nach Steffel und Tanner (2007) zeigt die biologische Wirkung der Medika-
mente Sirolimus und Paclitaxel auf das Gewebe. In der Darstellung werden die inhibito-
rischen Effekte der Medikamente auf die Migration und Proliferation glatter Muskelzel-
len und benachbarten Endothelzellen (EC) abgebildet. Des Weiteren verhindern sie die
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Differenzierung endothelialer Vorlauferzellen (EPC), wodurch das Risiko fur die Entste-
hung einer ST erhoht werden kann und aktivieren Tissue-Faktor (TF) (Steffel 2007).

Der Wirkstoff Rapamycin (Sirolimus) drangte sich dank seiner immunsuppressiven und
antiproliferativen Eigenschaften schnell als geeignetes Medikament fur eine Stentbe-
schichtung in den Vordergrund (Moses 2003).

1.4.5 Sirolimus als Stentbeschichtung

Sirolimus (Rapamune®), als ein natiurlich vorkommendes Makrolidantibiotikum zahlt
zusammen mit Everolimus (Certican®) und Mycophenolatmofetil (CellCept®) zu der
Gruppe der neuen Immunsuppressiva. Seine Wirkweise mit Unterdrickung der Aktivie-
rung und Proliferation von T-und B- Lymphozyten, sowie die Hemmung glatter vaskula-
rer Muskelzellen (Kaever, 2007), entspricht dem therapeutischen Ziel der In-Stent-
Restenose- Behandlung (Topol, 1998).

Einsatz fand der Zellzyklus-Inhibitor bereits Ende der 90ger Jahre in der Transplantati-
onsmedizin (Groth, 1999).

1999 wurde durch die Food and Drug Administration (FDA) und 2001 durch die Euro-
pean Medicines Evaluation Agency (EMEA) die Zulassung fur den Einsatz von Si-
rolimus als Medikament zur Verhinderung der NierenabstoRungsreaktion bestatigt.

Es stellte sich jedoch die Frage nach der Fahigkeit des Sirolimusstents, eine adaquate
Sirolimus Konzentration zur ausreichenden Hemmung der intimalen Neoplasie abzu-

sondern.

Anreiz zur Weiterentwicklung dieses medikamentenbeschichteten Stents bot die erste
klinische Studie am Menschen in welcher ein mit Sirolimus beschichteter Stent (Si-
rolimus eluting stent (SES)) verwendet wurde. In der Pilotstudie konnte durch den Ein-
satz dieses Stents nach sechs Monaten eine 0% In-Stent-Restenose und nur eine ge-
ringe Ausbildung einer Neointima gegenuber 26% bei dem BMS dokumentiert werden.
In der folgenden RAVEL Studie konnten diese positiven Resultate bestatigt werden.

In Europa erschien schliel3lich 2002, in den USA 2003 die erste Generation der DES mit
Sirolimus. 2004 folgte der mit Paclitaxel beschichtete DES (PES) (Newsome 2008).
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Doch nicht nur ISR, vielmehr das neu aufgetretene Phanomen der spaten Stentthrom-
bosen (ST), welche bei Medikamente freisetzenden Stents (hier insbesondere 12 Mona-
ten nach Implantation) auftraten forderte neue Losungsansatze.

1.4.6 Stentthrombosen und In-Stent-Restenose

Eine einheitliche Definition der Stentthrombose existiert erst seit 2006. Nach dem
Academic Research Consortium (ARC) werden Stentthrombosen nach ihrem zeitlichen
Auftreten definiert (Wohrle 2007):

-akut ( innerhalb von 24 Stunden nach Implantation)
-subakut ( >24 Stunden bis 30 Tage)

-spat (31 Tage bis 1 Jahr)

-sehrspat  (>1 Jahr)

Wie einleitend erwahnt ist die postinterventionelle Stentthrombose (ST) eine gefurchtete
Komplikation in der interventionellen Kardiologie. Bis heute konnte das Problem fruher
(< 30 Tage nach Stentimplantation), spater (30 bis 360 Tage nach Stentimplantation)
und sehr spater (>360 Tage nach Stentimplantation) Stentthrombosen nicht komplett

eliminiert werden.

1.4.6.1 Ursachen der Stentthrombose

Als mogliche Ausloser der Stentthrombosen werden aktuell die unterschiedlichen Poly-
merbeschichtungen der Koronarstents, welche eine Hypersensitivitatsreaktion hervorru-
fen kdnnen, die Dosierung des antiproliferativen Medikaments, deren Freisetzungskine-
tik, sowie eine verlangsamte Endothelialisierung der Stentstreben kritisch hinterfragt
(Nakazawa 2011) (Raber 2012) und dienen fortlaufend als Anreiz derer Modifikation.

Die Gefahr des Auftretens sehr spater Stentthrombosen, bei dem Gebrauch eines DES
der ersten Generation wachst, mit einem jahrlichen Risiko von 0,5%-0,6% innerhalb von
funf Jahren nach Implantation (Raber 2012). Es bestatigte sich, dass der Einsatz einer
DTAH (Acetylsalizylsaure (ASS) und ADP-Antagonisten (Ticlopidin und folgend
Clopidogrel)) einen prophylaktischen Effekt gegen Stentthrombosen bewirken kann
(Luscher 2007).

Aktuell belegen Ergebnisse einer Metaanalyse von Palmerini et al. eine Uberlegenheit
der DES der zweiten Generation (Everolimus Kobalt-Chrom Stent), gegenuber DES der
ersten Generation (Sirolimus/Cypher und Paclitaxel/Taxus) und unbeschichteten Me-
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tallstents hinsichtlich dem Auftreten von Stentthrombosen in einem Beobachtungszeit-
raum von 2 Jahren (Palmerini 2012).

Vor dem Hintergrund der Datenlage zu Beginn dieser Arbeit soll insbesondere auf Stu-
dien in denen SES mit PES und BMS verglichen wurden, eingegangen werden.

1.4.6.2 Restenosen bei DES

Die bereits erwahnte multizentrisch durchgefuhrte RAVEL Studie aus dem Jahr 2002
dokumentierte eine Uberlegenheit des SES zu herkémmlichen BMS. Als primarer End-
punkt war hier der spate Lumenverlust (Late Loss) im Stent nach 6 Monaten festgelegt.
Nach einem Jahr zeigte sich mit 5,8% bei SES im Vergleich zu 28,8% bei BMS ein ver-
ringertes Auftreten von major cardiac events (MACE)(Morice 2002). Eine multizentri-
sche Folgestudie mit groRerem Patientenkollektiv (SIRIUS) verzeichnete ahnliche Re-
sultate zugunsten des mit Sirolimus beschichteten Stents (Binare Restenoserate SES
8,9% vs. 36,6% BMS) (Moses 2003). Nachfolgend wurden 2003 die E-SIRIUS und
2004 die C-SIRIUS Studien durchgefuhrt, welche ebenso als primaren Endpunkt den
Late Los in einem Zeitraum von 8 Monaten festgelegt hatten. Zudem wurde das Patien-
tenkollektiv erweitert. Der Vorteil des SES hinsichtlich verringerter Restenosierungsra-
ten, hier an sehr kleinen Gefallen und langeren Gefallasionen, zu BMS ist auch in die-
sen beiden Studien bestatigt worden (Schofer 2003) (Schampaert 2006). Babapulle et
al. verglichen 15 randomisierte klinische Studien (RCT) mit einem follow-up von 6-12
Monaten zur Effektivitat und Sicherheit der DES erster Generation und BMS. Mit der
Verwendung der DES konnte eine Abnahme der Haufigkeit von Restenosen nach Im-
plantation, Revaskularisation an der Ziellasion (Target lesion revascularization (TLR))
und eine Reduktion von MACE zugunsten der DES erzielt werden (Babapulle 2004). Im
Jahr 2007 belegten Daten aus der SESAMI Studie ebenfalls einen Vorteil von SES ge-
genuber BMS. Der primare Endpunkt war hier das Auftreten einer binaren Restenose
nach einem Jahr. Die sekundaren Endpunkte dieser Studien wie MACE und TLR fielen
ebenso zugunsten der mit Sirolimus beschichteten Stents aus (Menichelli 2007).

Bei der Gegenuberstellung von DES 1.Generation (SES und PES) belegen Daten der
SORT OUT Il Studie aus 2008 und der SIRTAX LATE Studie aus 2011, mit einem Pati-
entenkollegtiv von jeweils >1000 Patienten, keine Uberlegenheit des SES gegentiber
dem PES (Gallge 2008) (Raber 2011). Klinisch primare Endpunkte waren hier Tod, My-
okardinfarkt und TLR.
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Die ISAR DESIRE Studie aus dem Jahr 2005, in der SES und PES untereinander, so-
wie mit der reinen Ballon-Angioplastie verglichen wurden kam zu folgenden Ergebnis-
sen. Das Vorkommen von ISR war in der Angioplastie-Gruppe mit 44% signifikant ho-
her, als in der PES (21,7%) -und SES (14,3%) Gruppe. Eine statistisch signifikante Re-
duktion des Late Loss bestand zugunsten des SES verglichen mit PES (0,21mm vs.
0,48mm, P=.00, 6). Zudem wurde aus den Ergebnissen sichtbar, dass Risikogruppen
fur Restenosierungen wie Raucher und Diabetiker von dem Einsatz eines SES profitie-
ren (Kastrati 2005).

1.4.6.3 Stentthrombosen bei DES

In der BASKET-LATE-Studie wurde 2006 das signifikant vermehrte Auftreten von spa-
ten (31 Tage bis 1 Jahr) und sehr spaten (> 1 Jahr) Stentthrombosen dokumentiert und
stellte somit die Wissenschaft vor ein neues Problem (Pfisterer 2006). Unter dem As-
pekt des Auftretens einer spaten ST (>30 Tage) wurden schlie3lich in einer Metaanaly-
se die Langzeitergebnisse zwischen SES und PES bei Patienten mit KHK ausgewertet.
Hier zeigte sich eine signifikante Uberlegenheit der SES in der Reduktion von spéaten
und seht spaten Stentthrombosen im Vergleich mit PES. (Schomig 2007).

Als Pathomechanismus der spaten und sehr spaten Stentthrombose gelten derzeit fol-
gende Ansatze. Finn et al. konnten an Leichenpraparaten zeigen, dass auch nach 24
Monaten Teile der DES nicht vollstandig integriert waren (Finn 2007). Durch die ge-
wunschte antiproliverative Wirkung der DES wird nicht nur die UberschieRende Prolife-
ration neointimaler Zellen, sondern ebenfalls die Einheilung der Stents in das Gefal
gehemmt. Die Einheilung und endotheliale Auskleidung der Stents fuhrt zu einer anti-
thrombogenen Oberflache der Stents. Bleibt diese Auskleidung aus, persistiert die
Thrombogenitat der Stentoberflache (Inoue 2011). Aus diesem Grund wurde die Emp-
fehlung zur prolongierten Thrombozytenaggregation bei der Verwendung von DES her-
ausgegeben. Cook et al. postulieren die Notwendigkeit einer optimalen Stenteinlage zur
Vermeidung einer ST (Cook 2012).

Doch fuhrten letztlich auch die Modifikation der Stentoberflache und eine prolongierte
Thrombozytenaggregationshemmung nicht zur erhofften Eliminierung der ST und ISR.

Eine Weiterentwicklung DES 1.Generation folgte. Zu diesen Nachfolgern zahlen unter

anderem der Zotarolimus eluting stent (ZES) und der Everolimus eluting stent (EES)
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(Martin 2011), auf die hier unter Beachtung der Datenlage zur Beginn dieser Arbeit nur

kurz eingegangen wird.

Die Ergebnisse einer grold angelegten Metaanalayse aus dem Jahr 2012 bestatigten
eine Uberlegenheit des EES auf Kobalt-Chrom-Basis (CoCr-EES) im Auftreten spater
(31 Tage bis ein Jahr) und sehr spater (> ein Jahr) Stentthrombosen verglichen mit
BMS, PES, SES ,PC-ZES (Phosphorylcholin-zotarolimus-eluting-stent) und Re-ZES
(Resolute-zotarolimus-eluting-stent (Palmerini 2012).

Hoffnung auf langfristige Erfolge liefern derzeitige Studienergebnisse in denen ISR mit
Medikamente beschichteten Ballons (DEB) therapiert werden. Die PACCOCATH ISR |
Studie bestatige bei zwar kleinem Patientenkollektiv einen signifikant kleineren Late
Loss und eine verringerte Restenoserate in der DEB-Gruppe (DEB Restenose 5% vs.
43% konventioneller Ballonkatheter) (Indermuehle 2012).
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1.5 Das Schwein als Versuchsmodell in der Humanmedizin

Der Einsatz von Schweinen als Versuchsmodell zur Demonstration des Herzzyklus ist
auf Leonardo da Vinci bis ins 15. Jahrhundert zurickzufuhren.

Die in der Forschung zum Einsatz kommenden Jungtiere haben in der Regel ein Kor-
pergewicht um 30 kg. Das Verhaltnis zu Herzgrof3e und Korpergewicht kommt in dieser
Gewichtsklasse dem des Menschen sehr nahe (0,5%). Bei ausgewachsenen Schwei-
nen mit einem Gewicht von ca. 100 kg ist das Herzgewicht im Verhaltnis zum Korper-
gewicht gering. Das Herzgewicht des Menschen ist in Bezug auf sein Korpergewicht
schwerer. Bei Frauen wiegt das Herz ca. 250-300 g und bei Mannern um 300-350 g
(Verdouw 1983) (Hughes 2003) (Lippert 2003).

Verglichen mit anderen Spezies besitzt das Schweineherz bezuglich der Koronarana-
tomie die meisten Parallelen zum Mensch (Verdouw 1983) und ist bis heute ein geeig-
netes Modell in der Atheroskleroseforschung.

Die Nutzung von Schweinen in tierexperimentellen Studien ist aufgrund der sich ah-
nelnden anatomischen und physiologischen Verhaltnisse, besonders der Herzkranzge-
falke, weit verbreitet (Hughes 2003) (Hughes 2004) (Suzuki 2010).

Vorteile bietet die Spezies gegenuber anderen Versuchstieren wie Hund oder Kanin-
chen bezuglich leichter Zugangswege zu den Koronargefal3en mit in der Humanmedizin
verwendeten, standardisierten Kathetertechnik (Bonan 1993). Daruber hinaus sind
Schweine aufgrund der vergleichbaren kardialen Blutversorgung mit Auspragung weni-
ger KollateralgefalRe, Parallelen im Blutgerinnungssystem, sowie hinsichtlich der Arteri-
osklerosentwicklung anderen Versuchsspezies im humanklinischen Einsatz Uberlegen (
Muller 1992).

In der Literatur gibt es eine Vielzahl praklinischer Studien zur Testung koronarer Stents
in Tiermodellen. Hierbei hat sich das porcine Modell aufgrund der oben beschriebenen
Vorteile als sehr geeignet erwiesen (Suzuki 2001) (Schwartz 2007).
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2 Herleitung einer Aufgabenstellung

a) Prufung der Anfrage des Stentherstellers die Effektivitat und lokale Biovertraglichkeit
unterschiedlicher Dosierungen von mit Sirolimus beschichteten Kobalt Chrom Stents
zur Behandlung neointimaler In-Stent Hyperplasien zu testen und auszuwerten.

b) Suche nach einem geeigneten Tiermodell und eine fur die Versuchsdurchfihrung
bendtigte Mindestanzahl von Versuchstieren bestimmen.

c) Mithilfe bei der Beantragung fur die Durchfuhrung der tierexperimentellen Studie bei
der zustindigen Genehmigungsbehdérde LAGeSo' (Versuchsleiter Priv. Doz. Dr.
Christian GroRRe-Siestrup, Stellvertreter Prof. Dr. med. P. Ewert, Genehmigungs-
nummer G 0425/09), sowie Erstellung eines Studienprotokolls in Zusammenarbeit
mit BLS?.

d) Mitarbeit bei der Betreuung der Versuchstiere wahrend des Studienzeitraums. Durch-
fuhrung der Narkosen und Blutabnahmen.

e) Assistenz bei den angiographischen Ausmessungen der Herzkranzgefal’e zur Aus-
wahl der Stentpositionierung, sowie bei den postinterventionellen koronarangiogra-
phischen Messungen in Zusammenarbeit der Kardiologie (Prof. Dr. med. P. Ewert,
Prof. Dr. med. R. Berger, Dr. med. Boris Schmitt ) des DHZB?.

f) Assistenz bei der Sektion der Schweine, der Herzen und Koronargefal’e zusammen
mit einem Veterinarpathologen®.

g) Fixierung der histologischen Proben und Versand an das histopathologische Labor’.

h) Histomorphometrische® Auswertung der Proben.

i) Besprechung der Ergebnisse fur das Studienprotokoll.

j) Einreichung und Besprechung der Rohdaten im Institut fur statistische Auswertung
der Freien Universitat Berlin”.

k) Auswertung der histologischen und histomorphometrischen Messungen der Koronar-

segmente.

' LAGeSo, Landesamt fiir Gesundheit und Soziales, Deutschland

% BLS, Preclinical Services, 13035 Berlin, Deutschland

3 DHZB, Deutsches Herzzentrum Berlin, 13353 Berlin, Deutschland

* Institut fiir Tierpathologie, Dr. vet. med. Haider, 13127 Berlin, Deutschland

® HIK Hannover, 30625 Hannover, Deutschland

6 Pathologie am Tiergarten, Prof. Dr. med. H. Maschek, Dr.med. S. Delventhal, 30559 Hannover,
Deutschland

’ Statistische Beratungseinheit/fu:stat, Deutschland
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3 Material und Methoden

3.1 Versuchstiere und Tierhaltung

Fir den Zeitraum von 28 Tagen werden insgesamt 24 (+3 Ersatztiere) weibliche Deut-
sche Landrasse Schweine eingesetzt. Das durchschnittliche Alter betragt 11 Wochen.
Die Tiere haben ein Gewicht von 39.5 bis 68.5 Kilogramm (kg).

Die Schweine werden zur Eingewohnung funf Tage vor dem Versuchsbeginn an die
Tierhaltungsraume gewéhnts. Die Haltung erfolgt bei einer Temperatur von 20+2 °C,
einer relativen Luftfeuchtigkeit von 55% + 5%. Die Beleuchtungsverhaltnisse werden
durch einen Tag-Nacht-Rhythmus (12/12 Std.) geregelt. In den Boxen liegt Stroh, wel-
ches taglich erneuert wird. Die Stallboxen werden taglich gesaubert und nach den
Richtlinien des FELASA?® (Federation of European Laboratory Animal Science Associa-
tions) desinfiziert.

Zur |dentifizierung besitzt jedes Schwein eine herkunftsstallbezogene Ohrmarke.

Die Tiere erhalten eine einheitliche Diat" fir Schweine, (OnOvo, Universal Press,
Nummer 7009365).

Die Tiere haben freien Zugang zu Trankwasser uber automatische Tranken. Das Trink-
wasser unterliegt der deutschen Trinkwasserverordnung von 2001 der Berliner Wasser-
betriebe.

Zwei Tage vor der Koronarangiographie erhalten die Versuchstiere taglich eine anti-
thrombotische Therapie mit 300 mg Acetylsalizylsaure und 75 mg Clopidogrel, jeweils in
einem Stuck Apfel zur Nahrung dazu.

3.2 Versuchsplanung

Die Untersuchungen werden nach einem detaillierten Studienprotokoll durchgefuhrt.
Um die Anzahl an bendtigten Versuchstieren so gering wie moglich zu halten werden
jedem Tier 2 Stents implantiert.

8 Tierexperimentelle Einrichtung der Charité, Campus Virchow-Klinikum 13353 Berlin Deutschland
9 FELASA, Needham Market, Ipswich, IP6 8WH, United Kingdom
'® OnOvo GmbH, 34346 Miinden, Deutschland

33



Material und Methoden

Die 24 Tiere werden insgesamt auf sechs gleich gro3e Gruppen mit je 8 Tieren aufge-
teilt. Folglich werden fur insgesamt sechs Gruppen 48 Stents implantiert.

Der Versuchszeitraum betragt insgesamt 28 Tage. Das Testmaterial wird wahrend einer
Narkose den Tieren in je eine linke und rechte Herzkranzarterie per Koronarangiogra-
phie implantiert. Pro Tier werden demnach zwei Stents implantiert.
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3.3 Stents

Bei der Studie handelt es sich um eine industrielle Auftragsforschung. Aufgrund einer Geheim-

haltungsvereinbarung muss von Angaben Uber den Hersteller Abstand genommen werden.
Die Grofde der Stents ist mit 3,0(0) x15 mm (Lange) in allen Gruppen gleich grof3.

Bei dem mit B bezeichneten Stent handelt es sich um einen unbeschichteten Kobalt
Chrom-Bare metal Stent (BMS), der mit P bezeichnete Stent ist ein Polymer beschichte-
ter CoCr-Stent. Beide Stents tragen keine Medikamentenbeschichtung. Die mit D1-4
bezeichneten Gruppen sind die mit Sirolimus beschichteten Drug eluting stents.

B= CoCr-Bare-metal stent

P= Polymer-CoCr-Stent

D1 = 232 ug Sirolimus polymer beschichteter CoCr-Stent
D2 = 116 pg Sirolimus polymer beschichteter CoCr-Stent
D3 = 53 ug Sirolimus polymer beschichteter CoCr-Stent
D4 = 29 ug Sirolimus polymer beschichteter CoCr-Stent

Nach 28 Tagen erfolgt die Explantation der Koronarstents, sowie die histopathologische
und histomorphometrische Auswertung. Die Tiere werden im Anschluss unter tierarztli-
cher Beobachtung euthanasiert. Es werden klinische und hamatologische Daten vor,
wahrend und nach dem Versuch erfasst. Zudem werden die aus den Proben gewonne-
nen Ergebnisse histologisch dargestellt und deren biostatistische Aufarbeitung erlautert.

Bei dem Testmaterial handelt es sich um Ballon-expandierende Koronarstents. Die Auf-
bewahrung desTestmaterials erfolgt an einem trockenen Platz bei einer Temperatur von
1-30°C.
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3.4 Gruppeneinteilung der Versuchstiere

Vor dem Versuchsbeginn erfolgt eine Randomisierung der insgesamt 24 Versuchstiere
in 6 Stentgruppen. Eine Powerkalkulation mit einer Streuung von 10% sowie die Durch-
fuhrung eines ungepaarten T-Tests hatte ergeben, dass eine Gruppengrolie von 6 Tie-
ren notwendig ist, um eine signifikante Aussage treffen zu konnen. Um diese Mini-
malgruppengrofe von 6 Tieren zu gewahrleisten wurde eine Regelgruppengrofl3e von 8
Tieren gewahlt. Da jedem Tier zwei unterschiedliche Stents eingesetzt werden, konnen
insgesamt 48 Stents implantiert werden und jedes Tier wird in zwei unterschiedliche
Stentgruppen randomisiert.

Zur Optimierung der Durchfuhrung der Versuche werden die Tiere in 2 Fraktionen auf-
geteilt. Die Einteilung der ersten und zweiten Fraktion ist in Tabelle 1 dargestelit.

Tabelle 1 : Nummerierung der Fraktionen 1 und 2

Fraktion Tiernummer Anzahl der Tiere
1 04, 05, 07-14 n=10

2 37-50 n=14
Ersatzgruppe 01, 03, 06 n=3
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3.5 Anasthesie

Die Narkoseeinleitung der Tiere erfolgt in der Tierexperimentellen Einrichtung der Cha-
rit¢"". Die Durchfiihrung der Narkose, sowie die intra-und postoperative Uberwachung,
erfolgt durch Veterinarmediziner. Zur Pramedikation erhalt jedes Tier eine intramuskula-
re (i.m) Injektion 2-6 mg/kg KG (Kérpergewicht) Azepromazin (Stresnil®'?), 0,05 mg/kg
KG Atropin™, 5 mg/kg KG Xylazin (2% Rompun®'*) und 20 mg/kg KG Ketamin (Ur-
sotamin®') als Mischspritze intramuskular (i.m) in die seitliche Nackenmuskulatur. Im
Narkoseeinleitungsraum wird fur die intravenose (i.v) Verabreichung von Medikamenten
ein 20-G-Venenverweilkatheter in eine Ohrvene gelegt. Zur Vertiefung der Narkose wird
eine Mischinjektion aus Propofol 2% (40 ml)'® und Fentanyl® (10 ml) '® verabreicht. Es
folgt die Intubation und maschinelle, volumenkontrollierte Beatmung der Tiere. An-
schliellend erfolgt die unterirdische Verlegung der Tiere in das Herzkatheterlabor. Die
Aufrechterhaltung der Narkose erfolgt bei Bedarf durch Verabreichung einer intraveno-
sen Mischinjektion bestehend zu 20% aus Fentanyl® und zu 80% aus Propofol 2%. Alle
Tiere erhalten wahrend der Narkose eine isotone Elektrolytldsung (Jonosteril®'®). Wah-
rend der Narkose werden die Vitalparameter (Herzfrequenz, Sauerstoffsattigung, Blut-
druck, Atmung, Temperatur) per Monitor'’kontinuierlich angezeigt und vom Veterinar-

mediziner kontrolliert.

Nach Beendigung der Untersuchung werden die Tiere extubiert, bis zum Erwachen in
Einzelboxen untergebracht und betreut.

Zur postoperativen Analgesie erhalten die Tiere 2 mg/kg KG Caprofen (Rimadyl®) sub-
kutan (s.c). Eine postoperative antibiotische Therapie fur insgesamt drei Tage wird ein-
mal taglich mit 5 mg/kg KG Enrofloxacain (Baytril®) s.c durchgefuhrt.

" Tierexperimentelle Einrichtung der Charité, Campus Virchow-Klinikum 13353 Berlin Deutschland
'? Janssen-Cilag GmbH

'3 B. Braun Melsungen AG,Deutschland

" Bayer AG, Deutschland

'* Serumwerk AG, Deutschland

'® Fresenius Kabi AG, Deutschland

'" Philips SureSigns VM6, Philips
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3.6 Quantitative Koronarangiographie

Die Herzkatheteranlage inklusive der Monitore und Messeinrichtung fur GefaBmessun-
gen ist von der Firma Philips'®. Die Koronarangiographien werden im Herzkatheterlabor
des DHZB'® durchgefiihrt.

Zur Unterstutzung der GroRenbestimmung von Stent-und GefalRdurchmesser wird das
quantitative Koronarangiographie System (QCA) eingesetzt. Die quantitative Korona-
rangiographie wird heute in erster Linie zur Auswertung von Koronarangiogrammen bei
wissenschaftlicher Fragestellung eingesetzt. Mit ihrer Hilfe lassen sich exakte objektive
Aussagen uber definierte kontrastmittelgefullte GefalRabschnitte treffen, welche in Form
digitalisierter Bilder ausgewertet werden konnen (Bestehorn 2004). Das Verfahren der
QCA basiert auf der automatischen Konturerkennung des mit Kontrastmittel gefullten
Gefaldabschnittes anhand der Graustufenveranderung am Gefallrand. Nach manueller
Kennzeichnung der proximalen und distalen GefalRabschnitte werden die dargestellten
Gefalikonturen durch das Programm automatisch umrandet, gegebenenfalls manuell
korrigiert und der GefalRdurchschnitt berechnet. Ein Bezugsquerschnitt wird in einem
nicht erkrankten Gefaldabschnitt bestimmt. Voraussetzung fir eine wissenschaftliche
Evaluation ist hierbei ein identischer Untersuchungsablauf (Bestehorn 2004) (Lapp
2010).

3.6.1. Berechnung des prozentualen GefaRstenosedurchmessers

Zur Berechnung der prozentualen Durchmesserstenose (Diameterstenose) der Gefalie
werden die im Follow-up-Angiogramm ermittelten minimalen Lumendurchmesser
(MLD), sowie die Referenzdurchmesser (RVD) mittels der QCA herangezogen. Der
Referenzdurchmesser ist dabei eine Vergleichsgrole zur Gefaldstenose. Aus dem mi-
nimalen Lumendurchmesser und dem Referenzdurchmesser wird fur jede Projektion die

Diameterstenose ermittelt.

'®Allura Xper FD20, Fa. Philips
19 Tierexperimentelle Einrichtung der Charité, Campus Virchow-Klinikum 13353 Berlin Deutschland
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Es werden zur Berechnung folgende Formeln angewendet (J Al Suwaidi, 1999):
RVD= 2 x (Gefall @ proximal + Gefall & distal)

e Gefall @ = GefalRdurchmesser

Prozentuale Diameterstenose (%) = (1- MDL:RVD) x 100

e MLD= minimaler Lumendurchmesser

e RVD= Referenzdurchmesser

3.6.2 Berechnung des Late Loss

Der Late Loss (Lumenverlust, LL) wird heute als einer der wichtigsten Endpunkte zur
Einschatzung der Effektivitat eines DES ermittelt (Ellis 2005) (Mauri 2005). Hierbei han-
delt es sich um die Messung eines spaten Gefalllumenverlustes nach perkutaner Koro-
narintervention in der Stentregion. Zur Berechnung des Late Loss werden Messwerte
der postinterventionellen minimalen Lumendiameter (MLD) in Millimeter (mm) von den

Messungen der MLD in mm im follow-up-Angiogramm subtrahiert.

39



Material und Methoden

3.7 Abfolge der Koronarintervention

Die narkotisierten Tiere befinden sich auf dem Herzkathetertisch in Rickenlage. Nach
steriler Abdeckung und Fixierung der Tiere kann mit der Koronarangiographie begon-
nen werden. Die Punktionsseite fur den Zugang zur rechten Arteria femoralis wird ra-
siert,mit 7,5% Braunoderm®% desinfiziert und steril abgedeckt. AnschlieRend wird die
rechte Arteria femoralis punktiert. Eine Katheterschleuse mit einem Auf3endurchmesser
von 8 French wird eingefiihrt und 200 IU/kg KG Heparin (ratiopharm®*') werden dar-
Uber appliziert. Die Gerinnungsparameter werden bei jedem Tier durch Bestimmung der
Activated clotting time (ACT) kontrolliert. Unter Durchleuchtungskontrolle wird ein Fuh-
rungskatheter in die arterielle Schleuse vorgeschoben. Durch Kontrastmittelgabe kann
uber den Fuhrungskatheter Kontrastmittel zur besseren Lagekontrolle verabreicht wer-
den. Anschliefend werden angiographische Bilder der Gefalde zur Identifizierung der
passenden Stentposition aufgenommen. Zielbereiche fur eine Stentablage sind Koro-
nargebiete mit Gefalldurchmessern zwischen 2,3 mm und 2,5 mm. Wird kein passen-
des Gefal} gefunden, muss das Versuchstier von dem Versuch ausgeschlossen und ein
Ersatztier eingesetzt werden. Die Spitze des Fuhrungskatheters wird in die Aufnahmen
zur Erleichterung der Quantitativen Koronaranalyse eingeschlossen. Der Fuhrungska-
theter wird danach entfernt und ein 0,014-inch-Fuhrungsdraht wird eingefuhrt, der dem
Ballonkatheter mit Stent als Schienung dient. In deflatiertem Zustand wird der Ballonka-
theter nun an die gewlnschte Gefalistelle unter Durchleuchtung vorgeschoben. Durch
einen Drehinflator wird an der passenden Position das jeweilige Gefall aufgedehnt.
Hierbei wird eine Aufdehnung von 30-40% angestrebt, um in den nativen Schweinege-
falken eine GefalRwandverletzung zu gewahrleisten. Die Dauer der GefalRuberdehnung
(in Sekunden) sowie die Druckhohe des Drehinflators (in Bar) werden pro Gefald notiert.
Es werden pro Tier je ein Stent in die RCA und LAD/LCX mit einem Ballon-Gefal3-
Verhaltnis (Balloon-to-Artery-Ratio (BAR)) von 1.3-1.4 mm implantiert. Angestrebt wird
eine endgultige Stentaufdehnung “Overstretch Injury“ von 30-40%. Anschlie3end wer-
den angiographische Dokumentationen der mit Stents versorgten Gefal’e durchgefuhrt.
Nach abschlieBender Implantation wird der Katheter entfernt und das femorale Gefal}

mit einer Naht verschlossen.

20 B. Braun Melsungen AG Deutschland
?! Ratiopharm GmbH, Deutschland
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Das Tier wird anschlie®end zur Tierunterkunft transportiert. Dort kann es unter tierarztli-
cher Kontrolle aus der Narkose erwachen.

Die Tiere erhalten postinterventionell GUber den gesamten Versuchszeitraum von 28 Ta-
gen taglich eine duale TAH mit 300 mg Acetylsalizylsaure und 75 mg Clopidogrel per
0S.

3.7.1 Overstretch injury

Die eingesetzten juvenilen Tiere haben naturlicherweise keine arteriosklerotisch veran-
derten Koronargefale. Um morphologisch ahnliche Bedingungen zu humanen Herz-
kranzgefalen mit Atherosklerose zu erreichen, erfolgt durch Uberdehnung der nativen
Koronarien eine Verletzung der GefalRwande, die sogenannte ,Overstretch injury® (Scott
1996). Hierdurch wird durch Aktivierung des Gerinnungssystems thrombogenes Materi-
al ins Gefalllumen befdrdert,wie es auch bei der Lasion artherosklerotischer Plaques
bei KHK der Fall ist.

3.7.2 Berechnung Ballon-to-Artery-Ration
Die Ballon-to-Artery-Ratio (BAR) errechnet sich aus der Division des mittleren Ballon-

durchmessers durch den mittleren GefalRdurchmesser vor der Stentimplantation:

BAR = mittlerer Ballondurchmesser
mittlerer GefalRdurchmesser vor Intervention
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3.8 Euthanasie und Probeentnahme

Zur Vermeidung einer Thrombosierung erhalten die tief narkotisierten Tiere intravenos
2500 |IE Heparin (ratiopharm®2). AnschlieRend werden zur Aufrechterhaltung der Nar-
kose 10 ml Propofol 2% und als Muskelrelaxanz 2 ml (4mg)Pancuronium injiziert. Eine
letale Kaliumdosis (60 ml KCL 7,45%) werden zuletzt verabreicht.

Nach durchgefuhrter Thorakotomie erfolgt das Ausbluten mit anschlieendem Durch-
spulen der Koronargefalle mit einem Liter NaCl-Losung, welche mit Heparin (11U/ml)
versetzt ist. Anschlielend wird eine 4,5% Phosphat gepufferte Spulldsung mit einem
Spuldruck von 100+ 20 mmHg durch die Herzkranzgefalle gepumpt.

Es erfolgt die pathologische Inspektion und Praparation des Myokards und der Koro-
nargefiaRe durch einen Pathologen?.

Die mit Stents versorgten Gefal3e, das Myokardgewebe neben den mit Stents versorg-
ten Koronararterien, sowie zwei Proben der proximalen und distalen Anteile der Gefale
werden anschliefend exzidiert und in einen versiegelten mit 4,5% Formaldehyd-Losung
geflllten Acrylbehalter verpackt. Die Proben werden daraufhin zur histologischen Auf-
arbeitung eingeschickt®.

2 |nstitut fiir Tierpathologie, Dr. vet. med. Haider, 13127 Berlin, Deutschland
2 HIK-Hannover, 30625 Hannover, Deutschland
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3.9 Histologie und Histomorphometrie
Die histologische Bearbeitung und histomorphometrische Auswertung der Materialien
erfolgt durch ein externes Labor®® und pathologisches Institut®®. Die Ergebnisse werden

anschlieRend an uns Ubermittelt.

3.9.1 Probenvorbereitung

Das Probematerial wird in einer 4,5 prozentigen Formaldehydlosung aufbewahrt. Als
Aufbewahrungsbehalter werden 28 Falcon Rohrchen benutzt, die je einen beschrifteten
Stent, die dazugehorigen 3-5 mm dinnen Myokardproben und einen Behalter mit einer

3-5 mm proximalen und 3-5 mm distalen Koronararterie enthalten.

Alle Proben werden zunachst jeweils in 70% Ethanol, 96% Ethanol und 100% Ethanol

nacheinander dehydriert und in Xylol als Intermedium aufgenommen.

Dehydrierung

Die Dehydrierung der einzelnen Probenmengen (0,5L bis 1,5 L) erfolgt jeweils fur 12-24
Stunden in einer steigenden Alkoholreihe mit 70%, 96% und 100% Ethanol. Anschlie-
Rend werden die Proben jeweils fur ein bis zwei Tage in Xylol aufgenommen.

Die reinen Gewebeproben ohne Stent werden anschliel3end in Paraffin eingebettet. Von
diesen Paraffinblocken werden mit einem Mikrotom je 1 um dunne Stlcke angefertigt
und zur histologischen Begutachtung mit Hamatoxylin und Eosin gefarbt.

Die stenttragenden Gewebeproben werden nach den Angeben des Herstellers® in
Technovit 9100 eingebettet und gemal® der Beschreibung von Donath (Donath 1995)
mit einem EXAKT?®Trennschleif-und Mikroschleifsystem nach Angaben des Herstellers
in 3 ym feine Schnitte geschnitten.

Die Technovit-Infiltration erfolgt Uber die Vorstufen der Prainfiltration, wie in Tabelle 2
beschrieben.

25HIK—Hannover, 30625 Hannover, Deutschland

% Pathologie am Tiergarten, 30559 Hannover, Deutschland

*" HERAEUS Kulzer GmbH, Wehrheim, Deutschland

8 EXAKT Anvanced Technologies GmbH, Norderstedt, Deutschland
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Tabelle 2: Prainfiltration und Infiltration

Menge Bezeichnung Reagenz Dauer | Temperatur
bis 50ml Prainfiltration 1 | Xylol + Technovit 1-2d Raumtemperatur
bis 50ml Prainfiltration 2 | Technovit + Harter 1-2d Raumtemperatur
bis 50ml Prainfiltration 3 | Technovit + Harter 1-2d 4°C
bis 50ml Infiltration Technovit + Harter + | 5-7d 4°C

PMMA-Pulver

Die so angefertigten Préparate werden durch einen Pathologen®® mit einem Leica-Zoom
S6D Stereomikroskop mit Kamera untersucht. Fur die Dokumentation der Schnitte wird

eine Leica LAS Software benutzt.

3.9.2 Histomorphometrische Untersuchung der Praparate

Zur Quantifizierung der neointimalen Gefalflache und der Gewebereaktion dient in die-
ser Arbeit die histomorphometrische Analyse.

Die Messungen erfolgen nach einem standardisierten Verfahren. Die Flachen der Lami-
na elastica interna (LEI) und die neointimale Flache jedes Stentabschnitts (distal, mittel,
proximal) werden berechnet. Es werden folgende Flachen ermittelt:

3.9.2.1 Berechnung der prozentualen Flachenstenose

Bereich Lamina elastica interna berechnet aus Querschnittsflache umgeben von der
neointimalen Flache der LEI.

Flache der Lamina elastica interna berechnet aus LEI Abschnitt minus GefaRlumen.

Die prozentuale Stenoseflache wird gemal der nachstehenden Gleichung berechnet:
% Stenoseflache = (Neointimaflache / IEL Bereich) * 100

3.9.2.2 Berechnung der neointimalen Gefaldflache in mm?

Zur morphometrischen Ausmessung dient ein computergestutztes System (Leicas
LAS), welches mit dem Leica S6D Stereomikroskop mit Kameraausgang gekoppelt ist.
Zur Berechnung der neointimalen Flache in mm? Flachenparameter dienen die Flache
der LEI und das Gefaldlumen, welches vom neointimalen Gewebe begrenzt ist. Die Fla-

29 Pathologie am Tiergarten, 30559 Hannover, Deutschland
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che der LEI ist das Orginallumen und entspricht der Gefalllumenflache direkt nach
Stentimplantation. Das Residuallumen ist das von der Neointima abluminal begrenzte
Lumen nach 28 Tagen. Hieraus errechnet sich folgende Grole:

Neointimale Flache in mm?2= Orginallumen minus Residuallumen

3.9.3 Histologische Score und Indices
Folgende Parameter werden vier Wochen nach Stentimplantation histologisch unter-
sucht: Entzindung, Endothelisation, Verletzung.

3.9.3.1 Verletzungsindex

Zur Beurteilung der Gefalverletzung der stenttragenden Gefalie wird ein Verletzungs-
index aufgestellt. Der Verletzungsindex nach Schwartz enthalt eine Einstufung in einen
Score von 0-3. Die Schnitte werden mikroskopisch untersucht und nach dem Score ein-
gestuft. Der mittlere Score, jeder stenttragenden Arterie, wurde wie folgt berechnet
(Schwartz 1992):

Summe der Verletzungsgrade (0-3) aller Stentstreben

Verletzungsindex =

Gesamtzahl Stentstreben im dist., mitt. und prox. Gefal3schnitt
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Tabelle 3 : Darstellung des Verletzungsindex nach Schwartz (Schwartz 1992)

Score Beschreibung

0 Intakte Lamina elastic interna (LEI)
1 Rupturierte LEI mit Abtragung oberflachlicher Mediaschicht
Rupturierte LElI mit Abtragung tiefer Mediaschicht (medial dissec-

tion)

Abbildung 6: Darstellung humaner arterieller Wandschichten
(Lallmann-Rauch 2003)

Adventitia Media Intima

Endothel

Membrana Membrana
elastica externa elasticainterna
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3.9.3.2 Entzindungsindex

Die histologischen Schnitte werden mikroskopisch untersucht und in einen Score von 0-
3 eingestuft. Die Einstufung jede Stentsstrebe eines stenttragenden Gefaldabschnitts

erfolgt nach Kornowski et al. (Kornowski 1998)

Tabelle 4 : Entziindungsscore nach Kornowski R (Kornowski 1998)

Score

0

3

Beschreibung

keine Entzindungszellen an den Stentstreben

schwache nicht zirkulare Lymphozytenansammlungen an den
Stentstreben

lokalisierte, maRig bis dichte Zellansammlung rund um die Stent-
streben, nicht zirkulare Ansammlung

zirkulare dichte lymphozytenreiche Zellansammlung um die Stent-

streben

Der mittlere Entzindungsscore jedes Gefal3schnittes wurde wie folgt berechnet:

Entzindungsscore =

Summe aller Entzindungsgrade (0-3) aller Stentstreben

Gesamtzahl Stentstreben im dist., mitt. und prox. Gefal3schnitt

3.9.3.3 Endothelisationsscore

Die stenttragenden Gefal3e werden mikroskopisch untersucht und nach dem Endotheli-
sationsscore wie in Tabelle 5 angegeben eingestuft. Die Summe der Endothelisations-
score (1-3) jeder Stentstrebe wird durch die Anzahl der Stentstreben der proximalen,
distalen und mittleren Stentabschnitte dividiert. Hierdurch wird der mittlere Endothelisa-

tionsscore fur jedes Gefal ermittelt.

Tabelle 5: Endothelisationsscore

Score

Beschreibung

Der Umfangs des mit Endothelzellen bedeckten arteriellen Gefal3-
lumens betragt weniger als 25%

Der Umfangs des mit Endothelzellen bedeckten arteriellen Gefal3-
lumens betragt 25% bis 75%

Der Umfangs des mit Endothelzellen bedeckten arteriellen Gefal3-
lumens betragt mehr 75%

47




Material und Methoden

3.10 Hamatologische Auswertung

Die labordiagnostischen Ergebnisse der Versuchstiere werden zur Uberwachung der
Gesundheit der Tiere Uber den gesamten Versuchszeitraum von 28 Tagen kontrolliert.
Fir die Bestimmung der Blutproben wird das Blut aus den Ohrvenen der Tiere gesam-
melt. Die gewonnenen Blutproben werden von allen Tieren in die Studie eingeschlos-
sen. Um allergischen Reaktionen nach Implantation eines Fremdkorpers entgegenwir-
ken zu konnen, wird bei den Versuchstieren ein Differentialblutbild vor und nach der
Stentimplantation abgenommen.

Die Bearbeitung und Auswertung der Blutproben erfolgt in einem externen Labor®’. Alle
gewonnenen Daten werden unter der Studiennummer X7268 im MS Excel Format ge-
speichert und an uns ubertragen. Untersucht werden 0,2 ml EDTA (Ethylenediaminetet-
raacetic acid) Blut von jedem Versuchstier. Das Differentialblutbild wird unter Verwen-
dung eines Sysmex XT2000i Zahler nach den Anweisungen des Herstellers hergestellt.
Innerhalb von drei Stunden nach Eintreffen der Materialien werden die gekuhlten Blut-
produkte bearbeitet. Restmaterial und EDTA-Plasma Proben werden verworfen. Von
allen Proben werden Blutausstriche auf Glasobjekttragern angefertigt. Diese werden
anschlieend nach May-Grunwald gefarbt. Die Proben werden mit einem Olympus-
Mikroskop CX71 untersucht und die Blutzellen gezahlt.

3.10.1 Entsorgung der Blutprodukte

Alle Blutproben und deren Derivate werden in Ubereinstimmung mit dem Europaischen
Abfallkatalog, Ausgabe 2002, der Abfall-Klasse 180103 zugeordnet und dementspre-
chend zerstort.

3.11 Statistische Methoden

Mit Hilfe eines Tabellenkalkulationsprogramms Enviroment ,R*“ werden die Untersu-
chungsergebnisse unter der Studiennummer TE.41960.2009 im Institut far Wirtschafts-
wissenschaft, Statistik, Okonometrie und Statistische Beratungseinheit der FU Berlin

ausgewertet und die Ergebnisse an uns ubermittelt.

%0 Synlab vet. Labor Berlin GmbH, Deutschland
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4 Ergebnisse

Alle Tiere blieben Uber den gesamten Beobachtungszeitraum gesund und wurden nach

28 oder nach 29 Tagen tierschutzgerecht in Narkose getotet. Alle 48 Stents konnten wie
geplant entnommen und untersucht werden.

4.1 Hamatologische Auswertung

Die hamatologischen Kontrolluntersuchungen aller Versuchstiere ergaben keine inter-
ventionsbedurftigen Abweichungen. In den folgenenden Abbildungen 7, 8 und 9 sind
die Blutwerte der Tiere vor und nach der Stentimplantation dargestellt. Der vereinzelte
postinterventionelle Thrombozytenabfall der Tiere 12,14,10 Iasst sich auf die antithrom-
bozytare Medikation mit Acetylsalizylsaure und Heparin zurackfuhren. Einen Anhalt fur
aktive Blutungszeichen und einen relevanten Blutverlust wurde nicht beobachtet. Die
Zuordnung der Tiere zu den Stentgruppen ist der Tabelle 6 entnehmen.

Abbildung 7: Laborwerte prae-und postinterventionell: Leukozyten

(Referenzbereich: 11,0-22.2 G/L). Es ergaben sich keine Interventionsbedirftigen Abweichun-
gen
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*Bei den Tieren 38 und 40 konnte postinterventionell keine Blutprobe gewonnen werden
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Abbildung 8: Laborwerte prae-und postinterventionell: Hamoglobin und Thrombozyten

Referenzbereich Hamoglobin: 100-160g/l, Referenzbereich Thrombozyten: 220-620G/1)
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*Bei den Tieren 38 und 40 konnte postinterventionell keine Blutprobe gewonnen werden

Abbildung 9: Laborwerte prae-und postinterventionell Neutrophile und Lymphozyten

Referenzbereich Neutrophile 10-39%), Referenzbereich Lymphozyten 49-85%)
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*Bei den Tieren 38 und 40 konnte postinterventionell keine Blutprobe gewonnen werden
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4.2 Koronarangiographische Auswertung

Die gewonnenen Daten werden als statistische Mittelwerte prasentiert. Die angiogra-
phisch ermittelten Werte fur GefalRdurchmesser, Balloon-to-Artery-Ratio und Late Loss
sind in Millimeter angegeben. Eine Ubersicht aller implantierten Stents mit Zuordnung

zur Stentgruppe und Herzkranzgefald zeigt Tabelle 6.

Tabelle 6: Stentdosierung mit ausgewahltem Herzkranzgefal und Tiernummer

Dosis KranzgefaB | Tiernummer | Dosis KranzgefaB | Tiernummer
D1 LAD 44 | D1 LCX/RCA 42
D1 LAD 37 | D1 LCX/RCA 48
D1 LAD 5
D2 LAD 4|1 D2 LCX/RCA 5
D2 LAD 14 | D2 LCX/RCA 7
D2 LAD 38 | D2 LCX/RCA 8
D2 LAD 43 | D2 LCX/RCA 11
D2 LCX/RCA 13
D3 LAD 7| D3 LCX/RCA 12
D3 LAD 11 | D3 LCX/RCA 39
D3 LAD 39 | D3 LCX/RCA 43
D3 LAD 50 | D3 LCX/RCA 44
D4 LAD 8 | D4 LCX/RCA 4
D4 LAD 10 | D4 LCX/RCA 9
D4 LAD 12 | D4 LCX/RCA 10
D4 LAD 45
D4 LAD 47*
B LAD 13 | B LCX/RCA 14
B LAD 40 | B LCX/RCA 37
B LAD 42 | B LCX/RCA 41
B LAD 46 | B LCX/RCA 50
P LAD 9|P LCX/RCA 40
P LAD 41| P LCX/RCA 45
P LAD 48 | P LCX/RCA 46
P LCX/RCA 47*

*Dosierungen LCX/ LAD wurden vertauscht, Tier 01,03,06 sind Ersatztiere
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4.2.1 Koronarangiographische Ergebnisse der GefaBdurchmesser prae-, unmittelbar
nach als auch 4 Wochen postinterventionell

Die GefalRdurchmesser der Tiere wurden vor und unmittelbar nach der Stentimplantati-
on, sowie im Follow-up nach 28 Tagen per Koronarangiographie gemessen und mittels
QCA ausgewertet. In der Tabelle 7 sind die GefalRdurchmesser als Mittelwerte, fur die
Zeitrdume prae-, unmittelbar nach Implantation und vier Wochen postinterventionell an-
gegeben. Da die Messungen der Gefalddurchmesser vier Wochen postinterventionell
sowohl im proximalen, mittleren als auch im distalen Drittel erfolgten, wurde aus den
insgesamt 48 Messergebnissen ein Mittelwert berechnet, welcher fur die vergleichen-
den Untersuchungen herangezogen wurde. Bei Tiernummer 47 wurden die Dosierun-
gen fur die GefalRe LCX und LAD vertauscht. Das Tier 47 erhielt somit in die LAD kei-
nen mit Sirolimus beschichteten Stent, sondern einen Polymer-CoCr-Stent (P). In die
LCX wurde ein mit Polymer beschichteter CoCr-Stent mit 29 pg Sirolimus (D4) implan-
tiert.

Tabelle 7: Mittelwerte der GefaRdurchmesser prae-, unmittelbar post- und 4 Wochen postinter-
ventionell

B P D1 D2 D3 D4
GefalRdurchmesser vor Stentimplantation in mm
gesamt | 2.35 + 234+ 237+ 234+ 228+
2.33+£0.06
0.12 0.05 0.06 0.07 0.11

GefalRdurchmesser unmittelbar nach Stentimplantation in mm

gesamt | 3.32+0.69 | 2.98+0.10 | 3.08%0.07 | 2.9510.04 | 2.94+0.07 | 3.07%0.15

GefalRdurchmesser 4 Wochen nach Stentimplantation in mm

distal 2.36 £0.12 | 2.41 +|2.16 t+|212 +12.32 t| 2.22 +
0.08 0.11 0.09 0.08 0.14

medial |2.47 +0.15 | 2.29 +|2.53 +12.39 t|2.75 +12.39+£0.15
0.14 0.11 0.11 0.07

proximal | 3.09 +0.14 | 3.27 +]2.92 +]2.91 +13.10 +12.93+£0.12
0.06 0.15 0.12 0.08

gesamt | 2.64 +0.30 | 2.66 | 2.57 t | 2.47 | 273 +|2.52+0.28
0.41 0.23 0.29 0.27

Werte sind als Mittelwerte + SD (n=24 Stents) angegeben
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4.2.2 Koronarangiographische Ergebnisse der Balloon-to-Artery-Ratio (BAR) vor der
Stentimplantation

Das Verhaltnis der Ballongrofie zum Gefalldurchmesser vor der Stentimplantation wird
in Tabelle 8 dargestellt. Die Balloon-to-Artery-Ratio (BAR) wird in mm angegeben. Es
lie® sich nach der Datenauswertung kein signifikanter Unterschied der einzelnen Dosis-
gruppen (P, D1-D4) zur Kontrollgruppe B dokumentieren (p=0,2843). Die Balloon-to-
Artery-Ratio lag in allen Gruppen zwischen 1,3-1,4 mm.

Tabelle 8: Mittelwerte der BAR zur Auswahl der StentgréRe

B P D1 D2 D3 D4
BAR 1.32+ 1.34% 1.34 1.34 1.36 + 1.36 +
(mm) 0.05 0.03 0.04 0.04 0.03 0.02

Werte sind als Mittelwerte + SD (n=24 Stents) angegeben

4.2.3 Koronarangiographische Ergebnisse zur Ermittlung des GefdBRstenosedurchmes-
sers
Tabelle 9 zeigt die angiographisch erhobenen Rohdaten zur Berechnung der prozentualen Ge-

faRstenosedurchmesser.

Abbildung 10 zeigt die Ergebnisse als Mittelwerte + Standardfehler (n=8 Stents). Hierbei erga-
ben die Stenosegrade innerhalb einer einzelnen Stentgruppen eine homogene Verteilung.
Durch die statistische Varianzanalyse konnte kein signifikanter Unterschied der Gefal3stenose-
durchmesser der Dosisgruppen (P, D1-D4) zur Kontrollgruppe B festgestellt werden
(p=0.05247).
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Tabelle 9: Ergebnisse der angiographischen Messungen der Gefal3lumina zur Berechnung der
prozentualen GefalRstenosedurchmesser

Dosis Kranzgefal MLD GefaR- GefaR- Stenose J [%]
J[mm] Jprox.[mm] O dist.[mm]
B LAD 2.39 2.24 1.86 -16.59
B LAD 3.06 3.79 3.10 11.18
B LAD 2.94 3.42 2.50 0.68
B LAD 210 3.10 2.43 24.05
B LCX 1.85 3.01 2.08 27.31
B LCX 2.27 n.d. 2.23 n.d.
B LCX 1.00 2.98 1.92 59.18
B LCX 2.75 n.d. 2.75 n.d.
Mittelwert der prozentualen Stenose fiir B: 17,6%
Dosis KranzgefaR MLD GefaR- GefaR- Stenose J [%]
J[mm] Oprox.[mm] O dist.[mm]
D1 LAD 1.48 213 1.75 23.71
D1 LAD 2.35 3.20 2.57 18.54
D1 LAD 212 2.66 1.82 5.36
D1 LAD 2.21 3.08 2.29 17.69
D1 LCX 2.18 2.26 2.03 -1.63
D1 LCX 2.55 3.42 2.44 12.97
D1 LCX 2.56 3.20 217 4.66
D1 RCA 3.14 3.37 2.97 0.95
Mittelwert der prozentualen Stenose fiir D1: 10,3%
Dosis KranzgefiR MLD GefaR- GefaR- Stenose J [%]
Jmm] Jprox.[mm] O dist.[mm]
D2 LAD 1.85 3.26 2.60 36.86
D2 LAD 1.76 3.20 2.34 36.46
D2 LAD 1.78 2.88 1.35 15.84
D2 LAD 2.40 3.21 2.22 11.60
D2 LCX 2.33 2.44 212 -2.19
D2 LCX 3.00 3.24 2.25 -9.29
D2 LCX 2.18 3.03 2.20 16.63
D2 LCX 2.06 1.99 1.86 -7.01
Mittelwert der prozentualen Stenose fiir D2: 12,4%
Dosis KranzgefaR MLD GefaR- GefaR- Stenose 3 [%]
J[mm] Oprox.[mm] O dist.[mm]
D3 LAD 2.65 3.03 2.33 1.12
D3 LAD 2.60 3.28 2.31 6.98
D3 LAD 2.63 3.82 2.77 20.18
D3 LAD 2.40 2.58 2.39 3.42
D3 LCX 2.38 2.95 1.49 -7.21
D3 LCX 2.49 2.96 2.42 7.43
D3 LCX 3.13 3.14 2.58 -9.44
D3 LCX 2.92 3.04 2.30 -9.36
Mittelwert der prozentualen Stenose fiir D3: 1,6%
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Dosis KranzgefaB  MLD GefaR- GefaR- Stenose J [%]
J [mm] O prox.[mm] O dist.[mm]
D4 LAD 2.83 3.32 2.77 7.06
D4 LAD 1.79 2.46 1.62 12.25
D4 LAD 2.74 3.08 2.32 -1.48
D4 LAD 2.23 2.74 2.20 9.72
D4~ LAD 1.47 2.42 1.88 31.63
D4 LCX 2.14 2.78 1.98 10.08
D4 LCX 2.49 3.12 1.85 -0.20
D4 RCA 2.52 3.52 3.17 24.66
Mittelwert der prozentualen Stenose fiir D4: 11,7%
Dosis KranzgefaB  MLD GefaR- GefaR- Stenose J [%]
J [mm] O prox.[mm] O dist.[mm]
P LAD 1.33 2.96 1.84 44 .58
P LAD 2.02 3.17 2.88 33.22
P LAD 2.36 3.38 2.54 20.27
P LCX 2.49 3.33 2.72 17.69
P LCX 2.59 3.23 2.42 8.32
P LCX 212 4.05 2.37 33.96
P* LCX 2.62 3.63 2.28 11.34
P LCX 1.22 3.20 2.21 54.90
Mittelwert der prozentualen Stenose fiir P: 28%

* Dosierungen LCX/ LAD wurden vertauscht

Abbildung 10 zeigt den mittleren prozentualen GefalRstenosedurchmesser fur die jewei-
lige Dosierungsgruppe 4 Wochen nach Stentimplantation. Die Gefalldurchmesser wur-
den je am proximalen und distalen Ende nach der QCA Methode gemessen

Abbildung 10: mittlere prozentuale Stenosedurchmesser fur die jeweilige Dosisgruppe zur Kon-

troligruppe B vier Wochen nach Stentimplantation. B = BMS, P= Polymer-CoCr-Stent, D1 =
232ug Sirolimus, D2 = 116ug Sirolimus, D3 = 58ug Sirolimus, D4 = 29ug Sirolimus
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4.2.4 Angiographische Ergebnisse des Late Loss

Der Late Loss im Follow-up nach 28 Tagen stellt in dieser Studie ein Hauptkriterium zur
Evaluation der neointimalen Gefal3hyperplasie dar.

Die ermittelten Werte werden tabellarisch in Tabelle 10 dargestellt und zum besseren
Vergleich in Tabelle 11 als Mittelwerte (xtStandardabweichung)angegeben.

In Abbildung 11 werden die insignifikanten Werte des Late Loss als Mittelwerte darge-
stellt (p=0,084).

Tabelle 10: Messergebnisse der minimalen Gefallumina zur Berechnung des Late Loss

Dosis KranzgefdB min. Lumen min. Lumen Late Loss
@ post. [nm] O follow up [mm] [mm]
B LAD 2.96 2.39 0.57
B LAD 2.91 3.06 -0.15
B LAD 2.80 2.94 -0.14
B LAD 2.86 2.10 0.76
B LCX 3.05 1.85 1.20
B LCX 2.91 2.27 0.64
B LCX 2.07 1.00 1.07
B LCX 2.99 2.75 0.24
mittlerer Late Loss in Dosisgruppe B: 0,45mm
Dosis KranzgefdB min. Lumen Min. Lumen Late Loss
J post [mm] O follow up [mm] [mm]
D1 LAD 3.04 1.48 1.56
D1 LAD 3.03 2.35 0.68
D1 LAD 2.81 212 0.69
D1 LAD 3.03 2.21 0.82
D1 LCX 3.00 2.18 0.82
D1 LCX 2.95 2.55 0.40
D1 LCX 2.91 2.56 0.35
D1 RCA 3.18 3.14 0.04
D1 LAD 3.04 1.48 1.56
mittlerer Late Loss in Dosisgruppe D1: 0,67mm
Dosis KranzgefdB min. Lumen min. Lumen Late Loss
J post. @ follow up [mm] [mm]
[mm]
D2 LAD 3.03 1.85 1.18
D2 LAD 2.85 1.76 1.09
D2 LAD 2.75 1.78 0.97
D2 LAD 2.96 2.40 0.56
D2 LCX 2.81 2.33 0.48
D2 LCX 2.74 3.00 -0.26
D2 LCX 2.98 218 0.80
D2 LCX 2.72 2.06 0.66
D2 LAD 3.03 1.85 1.18
mittlerer Late Loss in Dosisgruppe D2: 0,69mm
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Dosis KranzgefdB min. Lumen min. Lumen Late Loss
J post. @ follow up [mm] [mm]
[mm]
D3 LAD 2.84 2.65 0.19
D3 LAD 2.71 2.60 0.11
D3 LAD 2.77 2.63 0.14
D3 LAD 2.95 2.40 0.55
D3 LCX 2.82 2.38 0.44
D3 LCX 2.73 2.49 0.24
D3 LCX 3.01 3.13 -0.12
D3 LCX 2.82 2.92 -0.10
D3 LAD 2.84 2.65 0.19
mittlerer Late Loss in Dosisgruppe D3: 0,18mm
Dosis KranzgefdB min. Lumen min. Lumen Late Loss
J post. J follow up [mm]
[mm] [mm]
D4 LAD 3.12 2.83 0.29
D4 LAD 3.34 1.79 1.55
D4 LAD 2.39 2.74 -0.35
D4 LAD 297 2.23 0.74
D4* LAD 3.10 1.47 1.63
D4 LCX 2.70 214 0.56
D4 LCX 2.96 2.49 0.47
D4 RCA 3.04 2.52 0.52
D4 LAD 3.12 2.83 0.29
mittlerer Late Loss in Dosisgruppe D4: 0,68mm
Dosis KranzgefdB min. Lumen min. Lumen Late Loss
J post. @ follow up [mm] [mm]
[mm]
P LAD 2.75 1.33 1.42
P LAD 2.69 2.02 0.67
P LAD 297 2.36 0.61
P LCX 2.98 2.49 0.49
P LCX 27 2.59 0.11
P LCX 2.96 212 0.84
pP* LCX 2.90 2.62 0.28
P LCX 2.96 1.22 1.74
P LAD 2.75 1.33 1.42

mittlerer Late Loss in Dosisgruppe P: 0,77mm

*Dosierungen LCX/ LAD
wurden vertauscht

Tabelle 11: Mittelwerte des Late Loss angegeben in Millimeter

B

P

D1

D2

D3

D4

Late Loss in mm

0.45+0.19

0.77+0.15

0.67+0.11

0.69+0.11

0.18+0.06

0.68+0.17

Werte sind als Mittelwertex SEM (n=8 Stents) angegeben
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Abbildung 11: Darstellung der insignifikanten Mittelwerte des Late Loss 4 Wochen nach Sten-
timplantation.

(B = BMS, P= Polymer-CoCr-Stent, D1 = SES 232ug Sirolimus, D2 = 116ug Sirolimus, D3 =
58ug Sirolimus, D4 = 29ug Sirolimus)
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4.3 Histomorphometrische und-pathologische Auswertung

Tabelle 12 zeigt eine Ubersicht der histologischen und histomorphometrischen Ergeb-

nisse. In allen statistischen Berechnungen ergaben sich keine signifikanten Unterschie-

de.

Tabelle 12: Darstellung der gewonnenen Mittelwerte:
Neointimale Flache und Lamina elastica interna in mm?, Stenoseflache in %, sowie histopatho-
logische Score

B P D1 D2 D3 D4

Neoin-  distal§ 237+057 233+018 197+0.14 2161028 202+0.21 2.66+0.52
timale medial§ 215+0.31 224+023 140+0.06 1.80+0.27 1411012 220+0.34
Flache proximal 191+032 261+028 1531010 1.97+0.23 1.52+0.07 2.58+0.22

§
(mm?)' Gesamt* 2.15+0.16 2.39%0.15 1.63%0.22 1.97%+0.12 1.65+0.25 2.48+0.19
LEI distal§ 550+0.52 599+023 574+028 6.58+026 6.69+0.27 6.90+0.14
Flache medial § 6.86+0.16 6.39+0.35 547+050 6.05+045 6.07+040 6.42+0.32
(mm?)" proximal§ 7.24+0.13 6.94+011 566+0.63 6.67+0.20 6.72+0.18 6.79+0.35

Gesamt* 6.53+0.69 6.42+0.34 5.62%*0.10 6.43+0.26 6.49+0.28 6.70*0.19
Steno-  distal§ 385194 39.2+25 35127 34953 30937 38875
se Fla- medial§ 321148 36.7 £ 4.1 28.6 + 3.1 28.3+3.9 243+25 345147
che proximal§  27.1+5.1 38.3+4.5 24.8+2.8 29.7+34 22.7+1.3 39.5+35
(%)

Gesamt* 32.6+3.9 38.1+£0.9 29.5+3.7 31.0+x27 26.0+3.3 37621
Verlet- distal§ 1.92+0.04 191+003 195+0.03 1.97+0.04 2.00+0.00 2.02+0.03
zungs- medial§ 200+0.02 196+0.03 190+0.05 1.99+0.02 1.95+0.02 2.03+0.04
Score' proximal§ 1.94+0.03 195+002 186+0.09 2.00+0.02 1.98+0.01 2.02+0.05

Gesamt* 1.96+0.03 1.94+0.02 1.90%0.03 1.99%0.01 1.98+0.02 2.02*0.01
Entziin- distal § 0.23+0.05 0.17+0.03 0.09+0.02 0.23+0.08 0.07+0.02 0.24+0.06
dungs  Medial § 0.13+0.04 0.14+0.04 0.14+0.04 0.12+0.02 0.05+0.02 0.21+0.03
Score' proximal§ 0.18+0.03 0.29+0.08 0.12+0.03 0.13+0.02 0.09+0.02 0.12+0.01

Gesamt* 0.18+0.04 0.20%0.06 0.12*0.02 0.16+0.05 0.07+0.01 0.19 *0.05
Endo- distal § 320 320 320 320 320
theli- medial § 30 30 30 30 30 30
sati- proximal§ 30 30 30 30 30 30
ons-
score' Gesamt * 30 30 30 30 30 30

* Werte sind als Mittelwerte + SD angegeben (n=24,Gruppe D1 und B mit n=23),

§ Werte sind als Mittelwertex SEM angegeben (n=8 Stents, Gruppe D1 und B mit n=7)
' ANOVA berichtet keinen signifikanten Unterschied der Gruppen P, D1-D4 zur Kontrollgruppe B
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4.3.1 Prozentuale GefaRstenoseflache 4 Wochen nach Stentimplantation im Vergleich zur
Kontrollgruppe B

Abbildung 12 zeigt die nicht signifikanten Ergebnisse der Dosisgruppen P-D4 als Mit-
telwert im Vergleich zur Kontrollgruppe B (p=0,7339).

Zur Veranschaulichung eines histologischen Praparats wird in Abbildung 13 die zur Be-
rechnung der prozentualen Gefal3stenose bendtigten Flachen, Neointima und Lamina
elastica interna abgebildet. Hierbei handelt es sich um die Koronargefald LCX des Tiers
47 aus der Gruppe P.

In der Abbildung 14 sind die histomorphometrischen Ergebnisse nach Aufteilung in die
distalen, mittleren und proximalen GefalRsegmente dargestellt. In allen untersuchten
Bereichen (distal, mittel, proximal) konnten keine signifikanten Ergebnisse der Dosis-
gruppen P, D1-D4 zur Kontrollgruppe B festgestellt werden (distal p=0,9571, mittel
p=0,7406, proximal p=0,1465).

Abbildung 12: Darstellung der Mittelwerte der prozentualen Stenoseflachen im Vergleich zur
Kontrollgruppe B

B = BMS, P= Polymer-CoCr-Stent, D1 = SES 232ug Sirolimus, D2 = 116ug Sirolimus, D3 =
58ug Sirolimus, D4 = 29ug Sirolimus
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Abbildung 13: Darstellung distales Koronarsegment vier Wochen nach Implantation eines poly-
mer beschichteten CoCr-Stent Stents (Gruppe P, Tier 49, LCX) mit neointimaler Flache und
Lamina elastica interna. o

) N
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Abbildung 14: Stenoseflachen der distalen, mittleren und proximalen Gefaflabschnitte 4 Wo-
chen nach Stentimplantation dargestellt als Mittelwerte

B = BMS, P= Polymer-CoCr-Stent, D1 = SES 232ug Sirolimus, D2 = 116ug Sirolimus, D3 =
58ug Sirolimus, D4 = 29ug Sirolimus
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4.3.2 Neointimale GefaRflache 4 Wochen nach Stentimplantation

Abbildung 15 zeigt graphisch die Mittelwerte (+ Standardabweichung) neointimaler Fla-
chen gemessen in Quadratmillimeter fur die distalen, mittleren und proximalen Stentab-
schnitte. Die histologische Auswertung der Praparate ergab keinen signifikanten Unter-
schied innerhalb der einzelnen Dosisgruppen zur Kontrollgruppe B.

Neointimale Flache proximal p=0,0131, medial p=0,1752, distal p=0,8257.

Durch den durchgefuhrten Dunnett-Test konnte die vermeintliche Signifikanz im proxi-
malen GefalRabschnitt widerlegt werden (D1-B: p=0,8795, D2-B: p=1,0, D3-B:
p=0,8549, D4-B: p=0,4234, P-B: p=0,3878)
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Abbildung 15: Darstellung der Mittelwerte der neointimalen GefaRabschnitte der distalen, mittle-

ren und proximalen Stentflachen in mm?
= BMS, P= Polymer-CoCr-Stent, D1
58ug Sirolimus, D4 = 29ug Sirolimus

= SES 232ug Sirolimus, D2 =
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Abbildung 16 zeigt die histologischen Bilder der einzelnen Stentgruppen mit den jeweili-
gen Stenoseflachen. Die hellgelben Felder markieren das GefalRlumen. Die Stentstre-
ben sind am aufleren Rand der einzelnen Gefalle ebenfalls im Querschnitt angeschnit-
ten.

Abbildung 16: Histologische Schnitte aus den jeweiligen Stentgruppen mit Darstellung der
randbildenden Stentstreben , der neointimalen Flachen und Stenoseflachen

B = BMS, P= Polymer-CoCr-Stent, D1 = SES 232mg Sirolimus, D2 = 116ug Sirolimus, D3 =
58ug Sirolimus, D4 = 29ug Sirolimus

102/10 1 1000 pm

Flachenergebnisse:

B: Lumen: 1306534,351um P: Lumen: 4153189,673um
Stenose: 6468435,985um Stenose: 7157947,965um
D1: Lumen: 4077227,860um D2: Lumen: 4702239,242um

D3:

Stenose: 5592808,001um
Lumen: 4745663,858um
Stenose: 6283364,585um

D4:
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4.3.3 Flache der Lamine elastica interna (LEI) in mm?

Die histomorphometrische Auswertung der einzelnen Flachen der Lamina elastica in-
terna ergibt im Gruppenvergleich P-D4 zur Kontrollgruppe B kein signifikantes Ergebnis.
LEI proximal: p= 0,4443, LEl medial: p=0,3779, LEI distal: p=0,1063.

In der folgenden Tabelle 13 sind die Mittelwerte der Einzelmessungen aufgelistet. Die

Mittelwerte der Lamina elastica interna sind in mm? angegeben.
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Tabelle 13: Histomorphometrische Messergebnisse der distalen, medialen und proximalen Fl&-
chen der Lamina elastica Interna angegeben in mm?

Dosis _KranzgefaR _distal (I) [mm’] medial (Il) [nm*]  proximal (lll) [mm?]
B LAD 5.528 6.074 6.593
B LAD 7.853 6.998 7.125
B LAD 5.101 6.717 7.383
B LAD 5.956 7.044 7.277
B LCX 5.883 7.260 7.427
B LCX nd. $ 7.949 7.735
B LCX 6.442 5.944 6.468
B LCX 7.238 6.872 7.893
Dosis _KranzgefaR _distal (I) [mm’] medial (Il) [nm*]  proximal (lll) [mm?]
D1 LAD 5.883 5.171 6.341
D1 LAD 6.077 7.646 7.903
D1 LAD 6.824 5.369 4.232
D1 LAD 5.836 3.669 5.593
D1 LCX 3.939 4.355 6.709
D1 LCX 4.337 3.087 n.d.$
D1 LCX 6.231 6.819 6.181
D1 RCA 6.771 7.610 8.345
Dosis__KranzgefaB _distal (I) [mm°] medial (Il) [nm?] proximal (Ill) [mm?]
D2 LAD 6.172 6.063 6.342
D2 LAD 7.416 7.587 7.320
D2 LAD 4.433 6.591 7.112
D2 LAD 6.590 6.038 7.056
D2 LCX 6.563 6.804 6.375
D2 LCX 7.203 0.960 7.128
D2 LCX 7.998 7.771 7.012
D2 LCX 6.227 6.562 5.002
Dosis _KranzgefaR _distal (1) [mm’] medial (Il) [nm*]  proximal (lll) [mm?]
D3 LAD 7.274 7.414 7.334
D3 LAD 5.235 3.504 6.952
D3 LAD 5.192 6.828 5.776
D3 LAD 6.911 6.688 7.488
D3 LCX 8.362 6.834 6.125
D3 LCX 7.079 4.329 6.896
D3 LCX 6.875 7.079 6.283
D3 LCX 6.560 5.863 6.936
Dosis _KranzgefaR _distal (I) [mm’] medial (Il) [nm*]  proximal (lll) [mm®]
D4 LAD 6.991 7.265 7.157
D4 LAD 7.055 6.779 6.905
D4 LAD 6.808 6.281 7.328
D4 LAD 7.604 7.183 8.035
D4* LAD 6.920 7.295 7.732
D4 LCX 6.635 5.702 6.795
D4 LCX 7.495 7.162 7.541
D4 RCA 5.723 3.701 2.818
Dosis _KranzgefaR _distal (I) [mm’] medial (Il) [nm’]  proximal (lll) [mm?]
P LAD 5.707 7.013 7.206
P LAD 5.162 7.010 6.261
P LAD 5.821 7.079 7.937
P LCX 7.064 7.812 7.360
P LCX 4.775 3.571 6.156
P LCX 7.108 7.000 7.158
P* LCX 6.247 6.273 6.819
P LCX 5.701 5.359 6.584

*: Dosierungen LCX/ LAD wurden vertauscht, $: Probe 37 distal und Probe 38 proximal waren vor Un-
tersuchung zerquetscht worden, weshalb eine exakte Messung nicht méglich war
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4.4 Histologische Auswertung

4.4.1 Verletzungsscore 4 Wochen nach Stentimplantation

Abbildung 17 zeigt die Ergebnisse der distalen, medialen und proximalen Gefalab-
schnitte nach Einteilung in den Verletzungsscore vier Wochen postinterventionell. Ein-
heitlich sind in allen Gruppen Verletzungen der Lamina elastica interna (Intima) zu do-
kumentieren. Die statistischen Ergebnisse der Dosisgruppen (P, D1-D4) weisen zur

Kontrollgruppe B kein signifikantes Ergebnis auf.

Verletzungsscore proximal p=0, 3673, medial p=0,8082, distal p= 0,1224.
Die einzelnen Messdaten sind in Tabelle 14 aufgelistet. Eine Zusammenfassung der
histomorphometrischen Mittelwerte der distalen, medialen und proximalen Segmente ist

der Ubersichtstabelle 12 zu entnehmen.

Abbildung 17: Graphische Darstellung des Verletzungsscores der distalen, medialen und pro-
ximalen Stentabschnitte

B= BMS, P= Polymer-CoCr-Stent, D1= SES 232ug Sirolimus, D2= 116ug Sirolimus, D3= 58ug
Sirolimus, D4= 29ug Sirolimus

2,2
o 2.1 —
=] 2 |
S 2
Eﬁ 1.9 ~_ mDistal
g18 - __ mMitte
% 1.7 - — W Proximal
" 16 - —

1.5 -

B P D1 D2 D3 D4
Dosislevel

68



Ergebnisse

Verletzungsscore nach (RS Schwartz, 1992)

0 = Lamina elastica interna (LEI) intakt

1 = rupturierte LEI mit Angrenzung an die Media

2 = rupturierte LEl mit Angrenzung an tiefere Schichten der Media
3 = rupturierte Lamina elastica externa (LEE) mit Beteiligung der Adventitia

Tabelle 14: Verletzungsscore

Dosis Kranzgefél&

distal (1)

medial (l1)

proximal (lll

1.94 + 0.03 (n=16)
1.73 £ 0.12 (n=11)
1.88 £ 0.07 (n=16)
2.00 £ 0.00 (n=12)
2.0 £ 0.00 (n=12)

0.00 + 0.00 (n=4)

2.07 +£0.04 (n=15)
1.82 + 0.07 (n=15)

2.0 £ 0.00 (n=9)
2.00 + 0.00 (n=10)
1.94 + 0.04 (n=16)
2.00 + 0.00 (n=16)
2.0 £ 0.00 (n=15)
2.00 £ 0.00 (n=15)
2.20 +£0.10 (n=10)
1.89 + 0.07 (n=9)

1.92 + 0.04 (n=12)
1.86 + 0.09 (n=14)
2.00 £ 0.00 (n=6)
2.00 £ 0.00 (n=5)
2.0 £ 0.00 (n=15)
2.00 £ 0.00 (n=15)
2.08 £ 0.05 (n=13)
1.69 + 0.14 (n=13)

distal (1)

medial (l1)

proximal (lll)

2.08 + 0.04 (n=13)

2.06 + 0.03 (n=16)

2.07 + 0.03 (n=15)

1.93 + 0.04 (n=15)

2.08 + 0.04 (n=13)

2.00 + 0.00 (n=12)

1.88 + 0.07 (n=16)

1.91 % 0.05 (n=11)

2.00 + 0.00 (n=15)

1.88 + 0.07 (n=16)

1.71 £ 0.16 (n=14)

2.00 + 0.00 (n=12)

2.0 £ 0.00 (n=12)

2.0 +0.00 (n=14)

2.0 +0.00 (n=13)

1.79 £ 0.10 (n=14)

1.50 + 0.22 (n=14)

0.88 + 0.16 (n=16)

2.00 + 0.00 (n=10)

2.00 + 0.00 (n=16)

1.93 + 0.05 (n=15)

2.00 + 0.00 (n=14)

1.90 + 0.06 (n=10)

2.00 + 0.00 (n=11)

distal (1)

medial (l1)

proximal (lll)

2.0 +0.00 (n=13)

2.0 +0.00 (n=17)

2.0 +0.00 (n=14)

2.14 +0.07 (n=14)

2.0 +0.00 (n=14)

1.94 + 0.03 (n=16)

1.53 + 0.24 (n=17)

1.85 + 0.09 (n=13)

2.08 + 0.05 (n=12)

2.00 + 0.00 (n=16)

1.88 + 0.08 (n=16)

2.00 + 0.00 (n=11)

2.0 +0.00 (n=14)

2.13 + 0.06 (n=15)

2.20 £ 0.10 (n=10)

2.0 +0.00 (n=14)

2.0 £ 0.00 (n=12)

2.0 £ 0.00 (n=11)

2.0 +0.00 (n=13)

2.0 £ 0.00 (n=12)

2.0 +0.00 (n=16)

2.06 + 0.03 (n=17)

2.07 + 0.03 (n=15)

1.81 + 0.00 (n=16)

distal (1)

medial (l1)

proximal (lll)

B LAD
B LAD
B LAD
B LAD
B LCX
B LCX
B LCX
B LCX
Dosis Kranzgefal
D1 LAD
D1 LAD
D1 LAD
D1 LAD
D1 LCX
D1 LCX
D1 LCX
D1 RCA
Dosis Kranzgefal
D2 LAD
D2 LAD
D2 LAD
D2 LAD
D2 LCX
D2 LCX
D2 LCX
D2 LCX
Dosis Kranzgefal
D3 LAD
D3 LAD
D3 LAD
D3 LAD
D3 LCX
D3 LCX
D3 LCX
D3 LCX

2.0 £ 0.00 (n=14)
2.0 £ 0.00 (n=15)

2.00 + 0.00 (n=16)
2.00 £ 0.00 (n=15)
2.0 £ 0.00 (n=15)

2.00 £ 0.00 (n=13)
2.00 + 0.00 (n=16)
2.00 + 0.00 (n=11)

2.0 £ 0.00 (n=11)
1.77 £ 0.10 (n=13)
2.00 £ 0.00 (n=13)
2.00 + 0.00 (n=10)
1.91 £ 0.05 (n=11)
1.92 + 0.04 (n=13)
2.00 +0.00 (n=11)
2.00 + 0.00 (n=13)

2.0 £ 0.00 (n=16)

1.85 % 0.07 (n=13)
2.00 £ 0.00 (n=12)
2.00 + 0.00 (n=16)
2.0 £ 0.00 (n=16)

2.00 £ 0.00 (n=11)
2.00 £ 0.00 (n=14)
2.00 + 0.05 (n=14)
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Dosis _KranzgefaR distal (l) medial () proximal (lll)

D4 LAD 2.0+0.00 (n=10) 2.0£0.00(n=10) 2.0+ 0.00 (n=16)
D4 LAD 2.0+0.00 (n=14) 2.0£0.00 (n=11) 2.0+ 0.00 (n=10)
D4 LAD 2.0+0.00 (n=13) 2.0£0.00(n=15) 2.2+0.08 (n=15)
D4 LAD 2.00£0.00 (n=11) 2.00+£0.00 (n=11) 2.00 + 0.00 (n=15)
D4 LAD 214 +0.16 (n=14) 2.25+0.11(n=12) 2.33+0.14 (n=12)
D4 LCX 219+0.08 (n=16) 2.0£0.00 (n=16) 2.0 £0.00 (n=13)
D4 LCX 2.0+ 0.00 (n=14) 2.0£0.00 (n=9) 2.14 £ 0.07 (n=14)
D4 RCA 1.79+0.09 (n=14) 1.77£0.10 (n=13) 1.5+0.16 (n=16)
Dosis _KranzgefaR distal (l) medial () proximal (lll)

P LAD 2.0+ 0.00 (n=10) 2.08£0.04 (n=13) 2.0+£0.00 (n=14)
P LAD 1.86 + 0.07 (n=14) 1.93+£0.04 (n=14) 1.93 £0.05 (n=14)
P LAD 2.00£0.00 (n=12) 2.00+£0.00 (n=16) 2.00 + 0.00 (n=11)
P LCX 1.63+0.16 (n=16) 1.86+0.08 (n=14) 1.84 £0.09 (n=12)
P LCX 2.00£0.00 (n=15) 1.80+0.10 (n=10) 1.90 + 0.05 (n=12)
P LCX 1.92 +0.04 (n=13) 2.00£0.00 (n=10) 2.00+0.00 (n=11)
P LCX 1.86 + 0.07 (n=14) 2.00£0.00 (n=9) 1.90 £ 0.06 (n=10)
P LCX 2.00 £ 0.00 (n=16) 2.00 £0.00 (n=13) 2.00 +0.00 (n=10)

*: Abweichung vom Studienprotokoll: Die Dosislevel von LCX/LAD wurden vertauscht
#: n = Anzahl der sichtbaren Stentstreben in den evaluierten Sektionen.
Die Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler dargestellt

4.4.2 Entziindungsscore 4 Wochen nach Stentimplantation

Die Stentstreben in jedem Gefal® wurden gemald der Beschreibung nach Kornowski
eingeteilt. Hierbei ergeben sich folgende Stufen:

0 = keine, 1 = leichte, 2 = moderate, 3 = massive Zellinfiltration (R Kornowski, 1998).
Die Ergebnisse werden in Abbildung 18 als Mittelwerte der Dosisgruppen prasentiert. In
Abbildung 19 erfolgt die Auflistung der Mittelwerte (+Standardabweichung (n=24)) fur
jeweils die distalen, medialen und proximalen Segmente zu jedem einzelnen Tier. Es
besteht kein signifikanter Unterschied der Dosisgruppen (P, D1-D4) zur Kontrollgruppe
B p=0,2064. Entziundungsscore: p=0,4498, medial: p=0,1161, distal:
p=0,0768.

Die Rohdaten der Messwerte fur die distalen, medialen und proximalen Segmente sind

proximal:

in Tabelle 15 zusammengestellt.
Eine Zusammenfassung der histomorphometrischen Mittelwerte der distalen, medialen
und proximalen Segmente ist der Ubersichtstabelle 12 zu entnehmen.
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Abbildung 18: Darstellung der Mittelwerte (mit Standardabweichung) des Entzindungsscores

fur jede Dosisgruppe mit jeweils 8 Stents

B = BMS, P= Polymer-CoCr-Stent, D1 = SES 232ug Sirolimus, D2 = 116ug Sirolimus, D3 =

58ug Sirolimus, D4 = 29ug Sirolimus
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Tabelle 15: Rohdaten der Messwerte des Entziindungsscores fir die distalen, medialen und

proximalen Segmente

Dosis

Kranzg_;eféil&

distal (1)

medial (ll)

proximal ()

00w wwww

B LAD
B LAD
B LAD
B LAD
B LCX
B LCX
B LCX
B LCX

0.06 + 0.03 (n=16)
0.36 £ 0.14 (n=11)
0.13 £ 0.07 (n=16)
0.25 +0.12 (n=12)
0.08 +0.04 (n=12)
0.25 £ 0.19 (n=4)
0.40 £ 0.13 (n=15)
0.07 + 0.04 (n=15)

0.00 + 0.00 (n=9)
0.00 + 0.00 (n=10)
0.06 + 0.04 (n=16)
0.06 + 0.04 (n=16)
0.13 £ 0.06 (n=15)
0.07 £ 0.04 (n=15)
0.60 £ 0.15 (n=10)
0.11 £ 0.12 (n=9)

0.17 £0.08 (n=12)
0.07 £ 0.05 (n=14)
0.17 £0.11 (n=6)
0.40 £ 0.21 (n=5)
0.13 £ 0.06 (n=15)
0.07 £ 0.05 (n=15)
0.31 £0.14 (n=13)
0.08 + 0.05 (n=13)

O
o
@,
o

Kranzg_;eféil&

distal (1)

medial (ll)

proximal ()

Q

D1 LAD

0.15 + 0.07 (n=13)

0.38 + 0.08 (n=16)

0.27 +0.10 (n=15)

Q

D1 LAD

0.13 £ 0.09 (n=15)

0.15 + 0.08 (n=13)

0.25 +0.12 (n=12)

Q

D1 LAD

0.06 + 0.04 (n=16)

0.00 + 0.00 (n=11)

0.07 + 0.05 (n=15)

Q

D1 LAD

0.06 + 0.04 (n=16)

0.20 + 0.11 (n=14)

0.08 + 0.00 (n=12)

Q

D1LCX

0.17 +0.08 (n=12)

0.29 + 0.11 (n=14)

0.15 + 0.07 (n=13)

Q

D1LCX

0.07 +0.04 (n=14)

0.07 + 0.04 (n=14)

0.00 + 0.00 (n=16)

Q

D1LCX

0.10 + 0.06 (n=10)

0.00 + 0.00 (n=16)

0.00 + 0.00 (n=15)

Q

D1 RCA

0.00 + 0.00 (n=14)

0.00 + 0.00 (n=10)

0.00 + 0.00 (n=11)

Dosis

Kranzgefal

distal (1)

medial (Il)

proximal ()

D2
D2
D2
D2
D2
D2
D2

LAD
LAD
LAD
LAD
LCX
LCX
LCX

0.23 +£0.12 (n=13)
0.93 £ 0.21 (n=14)
0.06 + 0.04 (n=17)
0.13 £ 0.07 (n=16)
0.07 £ 0.04 (n=14)
0.00 + 0.00 (n=14)
0.00 + 0.00 (n=13)

0.17 £ 0.05 (n=17)
0.07 £ 0.04 (n=14)
0.15 £ 0.08 (n=13)
0.06 + 0.04 (n=16)
0.20 + 0.08 (n=15)
0.00 + 0.00 (n=12)
0.08 +0.04 (n=12)
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0.14 £ 0.07 (n=14)
0.19 £ 0.04 (n=16)
0.17 £0.09 (n=12)
0.09 £ 0.05 (n=11)
0.20 +0.10 (n=10)
0.09 £ 0.05 (n=11)
0.06 + 0.03 (n=16)
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D2

LCX

0.40 +0.14 (n=17)

0.20 +0.10 (n=15)

0.06 + 0.03 (n=16)

Dosis

Kranzgefél&

distal (1)

medial (ll)

proximal (lll)

D3
D3
D3
D3
D3
D3
D3
D3

LAD
LAD
LAD
LAD
LCX
LCX
LCX
LCX

0.14 £ 0.07 (n=14)
0.13 £ 0.06 (n=15)
0.00 + 0.00 (n=16)
0.00 + 0.00 (n=15)
0.13 £ 0.06 (n=15)
0.00 + 0.00 (n=13)
0.06 + 0.04 (n=16)
0.09 + 0.05 (n=11)

0.09 +0.05 (n=11)
0.08 +0.04 (n=13)
0.00 + 0.00 (n=13)
0.00 + 0.00 (n=10)
0.00 +0.00 (n=11)
0.08 +0.04 (n=13)
0.18 £ 0.09 (n=11)
0.00 + 0.00 (n=13)

0.19 £ 0.08 (n=16)
0.08 +0.00 (n=13)
0.08 + 0.05 (n=12)
0.00 + 0.00 (n=16)
0.07 £ 0.03 (n=16)
0.00 +0.00 (n=11)
0.21 £0.12 (n=14)
0.07 + 0.05 (n=14)

Dosis

Kranzgefél&

distal (1)

medial (ll)

proximal ()

D4
D4
D4
D4
D4
D4
D4
D4

LAD
LAD
LAD
LAD
LAD
LCX
LCX
D4 RCA

0.10 + 0.06 (n=10)
0.20 £ 0.09 (n=14)
0.08 + 0.04 (n=13)
0.00 + 0.00 (n=11)
0.50 +0.15 (n=14)
0.50 +0.17 (n=16)
0.43 £ 0.15 (n=14)
0.07 +0.04 (n=14)

0.10 + 0.06 (n=10)
0.18 £0.09 (n=11)
0.20 + 0.08 (n=15)
0.09 +0.05 (n=11)
0.50 +0.22 (n=12)
0.19 + 0.08 (n=16)
0.22 £ 0.12 (n=9)
0.23 +0.10 (n=13)

0.06 + 0.03 (n=16)
0.10 + 0.06 (n=10)
0.07 £ 0.03 (n=15)
0.13 + 0.09 (n=15)
0.08 + 0.05 (n=12)
0.15 +0.07 (n=13)
0.21 £ 0.09 (n=14)
0.13 + 0.05 (n=16)

O
o
@,
o

Kranzgefél&

distal (1)

medial (ll)

proximal ()

W TUVTTUVTTUVTTVTTUVTTUTTDO

LAD
LAD
LAD
LCX
LCX
LCX
LCX
LCX

0.10 + 0.06 (n=10)
0.14 £ 0.07 (n=14)
0.17 £0.08 (n=12)
0.19 £ 0.09 (n=16)
0.20 £ 0.04 (n=15)
0.15 +0.07 (n=13)
0.07 £ 0.04 (n=14)
0.06 + 0.04 (n=16)

0.00 + 0.00 (n=13)
0.07 £ 0.04 (n=14)
0.06 + 0.04 (n=16)
0.14 £ 0.08 (n=14)
0.20 £ 0.10 (n=10)
0.50 + 0.16 (n=10)
0.11 £ 0.07 (n=9)
0.00 + 0.00 (n=13)

0.07 +0.04 (n=14)
0.14 £ 0.09 (n=14)
0.00 + 0.00 (n=11)
0.92 +0.10 (n=12)
0.58 +0.14 (n=12)
0.18 £0.12 (n=11)
0.30 £ 0.13 (n=10)
0.10 + 0.06 (n=10)

*: Abweichung vom Studienprotokoll: Die Dosislevel von LCX/LAD wurden vertauscht
#: n = Anzahl der sichtbaren Stentstreben in den evaluierten Sektionen
Die Werte sind als Mittelwerte dargestellt
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Abbildung 19: Grafische Darstellung des Entziindungsscores der distalen, medialen und proxi-
malen GefalRabschnitte. Mittelwerte + Standardfehler

B = BMS, P= Polymer-CoCr-Stent, D1 = SES 232ug Sirolimus, D2 = 116ug Sirolimus, D3 =
58ug Sirolimus, D4 = 29ug Sirolimus
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4.4.3 Endothelisationsscore 4 Wochen nach Stentimplantation

Ein signifikanter Unterschied der Dosisgruppen (P, D1-D4) zur Kontrollgruppe B exis-
tiert nicht. Die histologische Untersuchung zeigte in allen untersuchten Praparaten eine
zu Uber 75 % Endothelialisierung. Der Endothelisationsscore betrug einheitlich 3 in allen
Kontroll- und Versuchsgruppen.
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Diskussion

Der Einsatz von Koronarstents zahlt heute bei der Behandlung der koronaren Herz-
krankheit zu einem standardisierten Therapieverfahren. Trotz jahrelanger Forschung
bleibt auch heute das Auftreten von Stentthrombosen und In-Stent-Restenosen eine
gefurchtete Komplikation. Wenngleich zahlreiche Studien und Metaanalysen die Si-
cherheit von beschichteten Koronarstents (Drug eluting stents, DES) bestatigen konn-
ten, (Moses 2003) (Leon 2010) (Kedhi 2010) bleibt das Auftreten von Stentthrombosen
und In-Stent-Restenosen nach wie vor ein bisher nicht ganzlich vermeidbares Risiko
nach einer Koronarintervention.

Die in dieser Arbeit verwendeten DES nutzen als Tragermaterial eine Polymerbeschich-
tung, welche einen entsprechenden Wirkstoff (hier Sirolimus) ins Gewebe abgibt und
somit dem pathophysiologischen Prozess der Uberschielienden Gewebeproliferation mit
folgender Restenose entgegen wirken soll. Mit der anschlielienden Einnahme einer du-
alen Thrombozytenaggregationshemmung kann das Risiko fur Stentthrombosen und
Restenosierung reduziert werden.

Durch diese, seit 2002 beim Menschen zum Einsatz kommenden, Medikament-
freisetzenden Koronarstents (DES) konnte das Auftreten von In-Stent-Restenosen in
Abhangigkeit vom kardiovaskularen Risikoprofil des Patienten auf bis zu 10% reduziert
werden (Schuhlen 2004) (Serruys 2006) (Lapp 2010). Es existieren zahlreiche Arbeiten,
in denen DES der ersten und zweiten Generation verglichen und deren Ausschlusskrite-
rien zur Ausweitung des Patientenkollektivs minimiert wurden. In einer Arbeit von Mauri
et al. konnte gezeigt werden, dass sich die Herzinfarkt- und Mortalitatsraten fur Si-
rolimus beschichtete Stents (SES) und Bare-metal Stents (BMS) nicht signifikant unter-
schieden. Es bestand jedoch eine nicht signifikante Tendenz zugunsten einer geringe-
ren Mortalitatsrate fur SES (Mauri 2008) (Chen 2009). Dennoch zeigten frihere Stu-
dienergebnisse an unterschiedlichen Spezies eine durch Koronarstents mit Polymerbe-
schichtung und Medikamentenabgabe erhohte Entzindungsreaktion und Throm-
boseneigung im Stentgebiet (van der Giessen 1996) (Virmani 2004) (McFadden 2004).
Studienergebnisse der Arbeitsgruppe um Morice und Kollegen aus dem Jahr 2002 de-
monstrierten die Uberlegenheit des SES im Vergleich mit einem Bare-metal Stent bei
Patienten mit Angina Pectoris. Nach einem Beobachtungszeitraum von sechs Monaten

konnte fur den primaren Endpunkt ,luminaler Late Loss" in dieser Arbeitsgruppe ein
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signifikant besseres Ergebnis fur den SES erreicht werden. Das Auftreten von
Stentthrombosen in der Sirolimusgruppe konnte hier nicht dokumentiert werden (Morice
2002).

Derzeit beschreiben Langzeit-Folgestudien ein verringertes Auftreten von ST bei DES
der 2. Generation verglichen mit DES der 1. Generation (Carter 2006) (Finn 2007)
(Faxon 2012).

Auf der Suche nach dem ,optimalen Stent", ist es wichtig neue Erkenntnisse zum klini-
schen Ergebnis sowie Aussagen uber die Langzeitwirkung von Medikamentenbeschich-
teten Koronarstents zu erlangen. Hierfur ist es notwendig Studien mit weiterentwickelten
und veranderten Polymerbeschichtungen durch zu fuhren. Zusatzlich muss der optimale
Stent hinsichtlich der aufgebrachten Medikamentendosierung gefunden werden.

In dieser Arbeit mit insgesamt 48 implantierten Koronarstents ergaben sich statistisch
keine signifikanten Unterschiede der verschiedenen Dosisgruppen (P, D1-D4) zur Kon-
trollgruppe B. Es konnte dennoch gezeigt werden, dass der Einsatz eines mit Sirolimus
beschichteten Koronarstents mit 58ug Sirolimus verglichen mit den hier zum Einsatz
kommenden mit Polymer beschichteten Stents mit und ohne verschiedenen Sirolimus-
dosierungen, hinsichtlich der neointimalen Gefalproliferation und des reduzierten Ge-
falstenosedurchmessers das beste Ergebnis erzielte. Die Messwerte der Kontrollangi-
ographie nach 28 Tagen zeigten zugleich trotz fehlender Signifikanz zur Kontroll- und
Dosisgruppe beim Einsatz der Dosisgruppe D3 (58ug Sirolimus) eine um 20,2% gerin-
gere prozentuale Stenoseflache.

Folglich stellt sich die Frage, weshalb gerade die Konzentration von 58ug Sirolimus das
beste Ergebnis erzielt. Geht man von der Wirksamkeit von Sirolimus aus, lage nahe
eine bessere Reduktion der Stenose durch eine hohere Medikamentenkonzentration zu
vermuten. Ist Sirolimus nicht wirksam, so sollte mit steigender Sirolimuskonzentration
auch eine Zunahme der Stenoseflache resultieren. Die hier gewonnenen Ergebnisse
mit einer zwar nicht signifikant geringeren Stenoseflache und insignifikant geringeren
Lumenreduktion, weisen jedoch eine deutliche Tendenz fur die besten angiographi-
schen Ergebnisses mit der zweitniedrigsten Sirolimus-Dosierung auf, was zunachst
uberrascht. Auch in der Literatur finden sich hierzu keine direkten Erklarungen. Es fin-

den sich jedoch Hinweise, welche das erhaltene Ergebnis erklaren konnten.
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Bei der hier eingesetzten niedrigsten Sirolimuskonzentration von 29ug muss von einer
zu geringen Dosierung ausgegangen werden, um einen antiproliferativen Effekt zu er-
reichen. Der in der Vergangenheit am haufigsten eingesetzte Sirolimusstent (CYPHER-
Stent) ist mit einer Sirolimus- Menge von 141ug ausgestattet (Morice2002) (Moses
2003). Hierbei handelt es sich jedoch um humane Studien mit zwar unterschiedlichem
Patientenkollektiv, aber fehlender Reproduzierbarkeit auf porcine Studien.

Die schlechteren Ergebnisse der Dosisgruppen D2 (116ug) und D1 (232ug) waren
durch eine lokale zytotoxische Wirkung des Sirolimus in hoher Konzentration zu erkla-
ren. Matter und Kollegen berichteten jedoch bereits 2006, dass In-vitro-Studien keine
Zytotoxizitat von Sirolimus auf Endothelzellen zeigen (Matter 2006). Auch Wessley et al.
schreiben von einer grof3en therapeutischen Bereite von Sirolimus und lediglich zytosta-
tischen, nicht zytotoxischen Effekten (Wessley 2006).

Serry et al. berichteten jedoch bereits 2005 von Endotheldysfunktionen nach Implantati-
on eines CYPER-Stents. Da dieser in der Sirolimus-Konzentration zwischen den Stents
der Dosisgruppen D3 und D4 liegt konnte sich dieses Ergebnis hier wiederspiegeln
(Serry 2005).

In den beiden hohen Dosisgruppen (D1 und D2) sowie in der niedrigsten Dosisgruppe
(D4) zeigt sich auch ein erhohter Entzindungsscore. Dieser ist nicht signifikant erhoht,
hier ist jedoch im Vergleich zu Dosisgruppe D3 ein Trend zu vermuten. Auch Klugherz
et al. berichteten bereits 2002 von erhohten Entzindungsscores nach Implantation von
mit Sirolimus beschichteten Stents im Kaninchenmodel (Klugherz 2002) (Finn 2007).
Ein andauernder Entziindungsreiz konnte ebenfalls mit einer Endothelproliferation oder
gar narbigen Veranderung einhergehen. Hierauf weisen Suzuki et al. hin. Sie unter-
suchten in Schweinearterien den Effekt einer hohen Sirolimus Dosierung mit 180ug im
Vergleich zu BMS und stellten in der Sirolimusgruppe nach 28 Tagen eine erhdhte Fib-
rinbildung im Stentgebiet bei jedoch einheitlicher Endothelialisierung mit >75% der Fla-
che in allen Gruppen fest (Suzuki 2001). Auch in unserer Untersuchung konnte ein ein-
heitlicher Endothelialisierungsscore >75% in allen Dosisgruppen nachgewiesen werden.
Eine erhohte Fibrinbildung im Stentgebiet war in der histologischen Untersuchung zwar
nicht aufgefallen, es zeigte sich jedoch eine nicht signifikante Tendenz zu einer geringe-
ren Entzindungsreaktion in der Dosisgruppe D3 (58uQ).
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Zusammenfassend kann hier also wahrscheinlich von einer lokal reizenden Wirkung
ohne direkte zytotoxische Effekte des Sirolimus in hoher Konzentration ausgegangen
werden. Ebenso ist bei zu geringer Dosierung oder vollig ausbleibender Sirolimuswir-
kung (D4, B, P) von einer erhohten Entzundungsreaktion durch die nicht ausreichend
vorhandene immunmodulierende Wirkung des Sirolimus auszugehen. Die Dosis macht
das Gift (Paracelsus 1538). Die Ideale Konzentration des Sirolimus scheint bei 58g zu
liegen, hier sollten weitere Untersuchungen mit grof3erer Fallzahl angeschlossen wer-
den.

5.1 Diskussion der Methode

5.1.1 Wahl der Versuchstiere

Der Einsatz tierexperimenteller Studien in der Humanmedizin ist stets im Hinblick auf
ethische und dkonomische Aspekte kritisch zu hinterfragen. Ausschlaggebend fur die
Selektion einer geeigneten Spezies sind anatomische und physiologische Parallelen
zum Menschen sowie finanzielle Aspekte.

Der Erfolg eines Restenosemodells, wie es in dieser Arbeit verwendet wurde, ist von
mehreren Faktoren abhangig. Hierzu zahlen neben bereits erwadhnten anatomischen
und physiologischen Parallelen auch pathophysiologische Ahnlichkeiten. Insbesondere
die Ausbreitung und Anlagerung von Lipiden und Schaumzellen im Schweinemodell
zeigt gewisse Ahnlichkeit zur menschlichen Atherosklerose (Ratcliffe 1971).

Es bleibt stets zu berucksichtigen, dass sich haufig vielversprechende Ergebnisse aus
Studien zur Restenoseforschung am Schweinemodell nicht auf humane Folgestudien
prognostizieren lassen (Suzuki 2001) und der Einsatz von Tieren, hier insbesondere
des Schweins, als Restenosemodell kritisch zu hinterfragen bleibt (Schwartz 2004). Als
primar limitierenden Faktor zahlen Suzuki et al. in ihrer Studie die fehlende Umsetzbar-
keit der tierexperimentellen Ergebnisse auf humane Bedingungen.

Trotz der guten anatomischen Parallelen zwischen Mensch und Schwein werden in den
Studien nicht atherosklerotisch veranderte Gefalde verwendet und Ruckschlisse blei-
ben moglicherweise nur unter den jeweiligen Studienbedingungen gultig. Auch Virmani
et al. verweisen auf die zeitlichen Unterschiede im Heilungsprozess humaner und tieri-
scher Gewebe hin, welcher beim Tier mit einem Monat deutlich unter der des Menschen
mit sechs bis zwolf Monaten liegt (Farb 1999) (Virmani 2003).
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5.1.2 Versuchszeitraum

Der in dieser Studie angesetzte Versuchszeitraum von vier Wochen bezieht sich auf
porcine Studien zur Testung koronarer Stents. Zahlreiche praklinische Arbeiten am
Schweinemodell demonstrieren, dass an nativen Schweinegefal3en nach Stentimplan-
tation innerhalb von 28 Tagen eine neointimalen Gefal¥flache ausgebildet wird. Schon
vor uber 20 Jahren beschrieben White et al. in ihrer Arbeit am Schweinemodel einen
maximalen Zuwachs der Gefaldintima vier Wochen nach Koronarstenting (White 1992).

Vor dem Hintergrund der erhohten Thrombogenitat beim Einsatz von Metallstents un-
tersuchten van der Giessen et al. die Biokompatibilitat verschiedener synthetischer Po-
lymere an porcinen Herzkranzgefal3en und zeigten auch hier vier Wochen postinterven-
tionell einen maximalen neointimalen Gefallzuwachs (van der Giessen 1996). 2001
demonstrierten Suzuki T. et al. ebenfalls nach 28 Tagen eine signifikante Reduktion der
neointimalen Gefaldproliferation bei der Verwendung eines SES im Schweinemodell
(Suzuki 2001). Neun Jahre spater zeigte eine Arbeit um Suzuki Y. ebenfalls nach 28
Tagen eine Neointima in verletzten porcinen Koronargefal3en, die der zur Restenose

beitragenden neointimalen Proliferation der des Menschen identisch war (Suzuki 2010).

Demzufolge ist der in dieser Studie gewahlte Zeitraum von 28 Tagen zur Beurteilung
der Neointimadicke im Schweinemodell als durchaus aussagekraftig zu werten, wenn-

gleich die Ergebnisentwicklung nach 28 Tagen offen bleibt.

Zur Prufung einer tendenziellen Ab- oder Zunahme der Gefallintimadicke waren jedoch
weitere in-vivo Untersuchungen nach 12 und 18 Monaten erforderlich (Schwartz 2008).
Durch die Kurze des gewahlten Versuchszeitraums konnen somit keine Aussagen uber
einen anhaltenden Effekt auf die Neointima des mit Polymer beschichteten Stents mit
58ug Sirolimus nach 28 Tagen gemacht werden.

5.1.3 Sirolimusbeschichtung

Das Makrolid Rapamycin (Sirolimus/Rapamune®) zeichnet sich durch seine antiprolife-
rative und immunsuppressive Eigenschaft aus und wurde bereits vor 12 Jahren als ein
geeignetes Beschichtungsmaterial zur Reduzierung des Restenosegrades im Vergleich
zu Bare-metal Stents beschrieben (Sousa 2001) (Suzuki 2001).
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5.1.3.1 Sirolimus beschichtete Stents in porcinen Studien

Nach Nakazawa et al. ist die praklinische histologische Untersuchung von Drug-eluting-
Stents eine notwendige und forderliche Methode, um sich deren Auswirkungen auf die
Gefallwande nach Implantation zu veranschaulichen. Sie berichten in einer Datenana-
lyse mehrerer praklinischer Studien von einer Uberlegenheit Sirolimus beschichteter
Stents verglichen mit BMS und einem DES der zweiten Generation (Zotarolimus). In
den evaluierten Studien zeigte der SES im Schweinemodell das beste Ergebnis in der
Reduktion der neointimalen Proliferation nach 30 Tagen. Dennoch war die Entzun-
dungsreaktion beim SES verglichen mit ZES und BMS am grof3ten (Nakazawa 2007).
Die Entzundungsreaktionen nach Stentimplantation zeigten in dieser Arbeit im Grup-
penvergleich keinen signifikanten Unterschied.

5.1.4 Koronarangiographie

Zur Beurteilung der Koronargefale hat sich seit Jahrzehnten die Koronarangiografie als
diagnostisches Verfahren bewahrt. Durch sie werden dem Untersucher die anatomi-
schen Verhaltnisse und die Ausdehnung der atherosklerotischen Lasionen verdeutlicht
(Leopold 2012). Dennoch sind die koronarangiographischen Ergebnisse vom Untersu-
cher und dessen Ausfuhrung abhangig und kdnnen somit variieren. Vor diesem Hinter-
grund ware ein zusatzliches diagnostisches Mittel wie folgend beschrieben notwendig.

5.1.4.1 Quantitative Koronarangiographie

Zur Beurteilung der Morphologie eines GefalRes wird die QCA eingesetzt mit deren Hilfe
eine Ausmessung der Gefalldiameter im Stenosegebiet, als auch in einem nicht be-
troffenen Referenzsegment erfolgt (Erbel 2011). Die dadurch akkurate Bestimmung des
Stenosegrades ist somit moglich und daher fur diese Arbeit eine geeignete Methode.
Mittels der quantitativen Koronarangiographie ist die Moglichkeit einer genaueren Be-
stimmung der Restenose als durch alleinige angiographische Darstellung gegeben. Zu-
dem wird durch den Einsatz der QCA eine visuelle Uberschatzung der GefaRlasion ver-
ringert (Leopold 2012). Zur Abschatzung einer Gefallverengung nach Koronarinterven-
tion wird die QCA heute als eine einfach anwendbare Methode in zahlreichen Studien

eingesetzt.

Vor dem Hintergrund der Zielsetzung dieser Arbeit, Auswirkungen unterschiedlicher
Sirolimusdosierungen auf das Gefallendothel und die neointimale Gefalflache zu pru-
fen, ware nach derzeitigem Kenntnisstand auch der Einsatz des Intravaskularen Ultra-
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schalls (IVUS) eine geeignete Methode. Von Vorteil sind hierbei das Erlangen besserer
Einblicke zur Beurteilung von atherosklerotischen Lasionen, Stentstreben und Neoin-
timabildung (Kuntz 1993) (Tsuchida 2006). Zudem kann durch den Einsatz des IVUS
die komplette neointimale Gefaldstrecke im Stent beurteilt werden, wogegen bei histo-
pathologischen Untersuchungen nur drei Gefalzabschnitte (distal, medial, proximal) be-
urteilt werden (Gyongyosi 2004).

5.1.4.2 Overstretch-Injury

Die Methode des Overstretch-Injury ist ein gangiges Verfahren zur Bewertung der Ge-
faBwandverletzung (Schwartz 1992), welches im Tiermodell mit Jungtieren ohne vorhe-
rige GefalRwandveranderungen zur Sicherung ahnlicher Verhaltnisse, wie es bei huma-
nen atherosklerotisch veranderten Herzkranzgefallen gegeben ist. Schwartz et al. wei-
sen jedoch darauf hin, dass Schweinemodelle mit doppelter GefalRverletzung hinsicht-
lich der anschlielenden biologischen Pathomechanismen starker variieren und somit
deren Reproduzierbarkeit auf humane Studien einschranken (Schwartz 2008).

5.1.5 Histopathologische Auswertung

Das zur Herstellung der Hartschnitte verwendete Polymerisationssystem auf Basis von
Methylmetacrylat (MMA) hat sich als Standardverfahren zur histologischen Auswertung
von Geweben etabliert (White 1992) (van Beusekom 1996) (Mulisch 2012). Zur mor-
phometrischen Beurteilung der stenttragenden GefalRabschnitte dient ein computerge-
stutztes Auswertungsprogram, deren Einsatz als eine Standardmethode bezeichnet
werden kann (Hardhammar 1996) (Matsumoto 2002).
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5.2 Ergebnisdiskussion

5.2.1 Studiendesign und Versuchstiere

Der Einsatz von Versuchstieren hat auf dem Gebiet der Restenose zahlreiche Erkennt-
nisse geliefert. Durch Tiermodelle lassen sich durchaus Ruckschlusse auf humane Stu-
dien ziehen, wenngleich zahlreiche erfolgsversprechende Tierversuche in der Vergan-
genheit haufig in humanklinischen Studien nicht umsetzbar waren. Es ist trotz einer
Vielzahl geeigneter Tiermodelle also gegenwartig unerlasslich die Effektivitat und Si-
cherheit nach erfolgreichem Tierversuch in Humanstudien zu belegen.

Fir diese Arbeit wurden Deutsche Landrasse Schweine gewahlt. Aufgrund der physio-
logischen und anatomischen Parallelen zahlen insbesondere Schweine wie auch Ratten
oder Kaninchen als geeignete Tiermodelle zur Erforschung der Restenose (Johnson
1999) (Matsumoto 2002).

Die Ablaufe der Koronarangiographie sind zudem mit denen des Menschen vergleich-
bar.

Zur Gewahrleistung gleicher Implantationsablaufe wurden in dieser Studie die Korona-
rinterventionen von ein und derselben Person nach immer gleichem Ablauf durchge-
fuhrt.

5.2.2 Angiographische Ergebnisse

Die Auswertung der angiographischen Ergebnisse dient dem Vergleich der Polymer
beschichteten CoCr-Stents mit unterschiedlichen Sirolimusdosierungen (D1-D4) und
ohne (Polymer beschichteten Stent (P)) mit der Kontrollgruppe B (Bare-metal-Stent).

5.2.2.1 Late Loss

Der Late Loss zur Einschatzung der Restenose ist in dieser Studie ein Hauptkriterium
zur Evaluation der angiographisch ermittelten Werte. Zur Quantifizierung der Effektivitat
von DES wird neben dem angiographisch ermittelten Stenosegrad auch der Parameter
des Late Loss herangezogen (Popma 2009).

Es konnte hierbei gezeigt werden, dass sich in dem 4-wochigen Untersuchungszeit-
raum kein signifikantes Ergebnis einzelner Sirolimusdosierungen (D1-D4) und des rei-
nen mit Polymer beschichteten Stent (P) zur Kontrollgruppe B ergeben.
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Doch obschon die Messung des Late Loss als wichtiger Aussagewert bezuglich einer
angiographisch gemessenen Restenose bei der Verwendung von DES ist, bleibt die
Frage nach dessen Vorhersagekraft fur Langzeitbeobachtungen (> vier Wochen) in die-
ser Studie offen. Es ist demzufolge notwendig, die in dieser Arbeit gewonnenen Ergeb-

nisse in weiterfUhrenden Langzeitstudien zu testen.

5.2.2.2 Ballon-to-Artery-Ratio

Die angiographisch ermittelten Werte der Ballon-to-Artery-Ratio vor Stentimplantation
lagen bei den untersuchten Gruppen nahe dem Wert 1.3 und lassen somit auf eine ge-
eignete Auswahl der Ballongrof3e schlielen. In der Literatur finden sich in porcinen
Stentstudien ahnliche Gro3en der BAR vor Stentimplantation (Matsumoto 2002) (Suzuki
2010).

5.2.2.3 Stent-to-artery-ratio

Nach einer bereits erfolgten GefalRdehnung und dadurch bedingten Gefallverletzung
der nativen Gefalle wird in dieser Arbeit eine Stent-to-artery-ratio von < 1:1 nicht uber-
schritten und es kann somit bei der Auswertung von einer nur geringen erneuten Ge-

falBwandverletzung ausgegangen werden (Schwartz 1992).

5.2.2.4 Stenosedurchmesser

Nach angiographischer Messung existiert im Gruppenvergleich keine Signifikanz zu-
gunsten einer Dosisgruppe (P, D1-D4) im Vergleich zur Kontrollgruppe B. Dennoch er-
zielt die Dosisgruppe D3 mit Sirolimus die geringste Stenoseflache. Durch den Einsatz
der QCA war es maoglich, die fur die funktionelle Bestimmung der Stenoseflache rele-
vanten Parameter wie MLD und RVD zu interpretieren und somit eine exakte Beurtei-
lung der Stenoseflache zu ermdglichen (Al Suwaidi 1999).

5.2.3 Histologische Evaluation

Bei der histologischen Auswertung ergaben sich im Gruppenvergleich keine signifikan-
ten Ergebnisse bezuglich des Entzindungs-Verletzungs-und Endothelisationsscore.

5.2.3.1 Verletzungsscore

Der Verletzungsscore nach Schwartz beschreibt bei einem Score von 2 eine rupturierte
LEI (GefaBintima) mit Angrenzung an die GefalRmedia. In allen vergleichenden Gruppen
lasst sich postinterventionell ein Verletzungsscore von 2 ermitteln. Diese Resultate las-
sen sich auf die chirurgische Intervention zuruckfuhren (Schwartz1992) Fir das Aus-
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maf der Neointimabildung scheint die Verletzungstiefe mit einem Verletzungsscore von
2 nicht ausschlaggebend. Nach Gunn et al. korreliert erst eine Verletzung der ablumina-
len LEE mit einer vermehrten neointimalen Proliferation (Gunn 2002). Nach Schwartz ist
die Ruptur der LEI (Verletzungsscore 1) allein ausreichend um die pathophysiologi-
schen Prozesse der Neointimabildung zu aktivieren (Schwartz 1992) (van der Giessen
1996).

5.2.3.2 Entzindungsscore

Die Anzahl der Entzindungszellen ist im Gruppenvergleich bei der Sirolimusgruppe D3
mit 58ug in den histologischen Praparaten am geringsten ausgepragt. Es lasst sich da-
raus schlieen, dass die Sirolimusdosierung mit 58ug nach einem Zeitraum von 28 Ta-
gen am starksten zur Reduktion von Entzindungszellen betragt.

5.2.3.3 Endothelisationsscore

Die Ergebnisse des Endothelisationsscore in dieser Studie weisen mit einem einheitli-
chen Score von 3 in allen untersuchten Gruppen keinen Vorteil zugunsten der Sirolimus
beschichteten Stents in unterschiedlicher Dosierung auf. Allerdings ist ebenfalls kein
Nachteil zu verzeichnen. Fir die histologische Beurteilung und Einstufung in den En-
dothelisationsscore ist der Zeitraum mit 28 Tagen als ausreichend anzusehen. Dennoch
sind Langzeitbeobachtungsstudien von mindestens 180-360 Tagen notwendig, um die
Ergebnisse der vier Wochen Studie zu untermauern (Schwartz 2008).

5.2.4 Histomorphometrische Evaluation
Die histomorphometrische Vermessung der Gefallwanddicken zeigte fur alle untersuch-
ten Parameter kein statistisch signifikantes Ergebnis zugunsten einer Dosisgruppe.

5.2.4.1 Neointimale Flache

Die histomorphometrischen Ergebnisse der neointimalen Gefalflache in mm? sind im
Gruppenvergleich zwar nicht statistisch signifikant, zeigen jedoch eine kleinere neointi-
male Flache in der Sirolimusgruppe D3 mit 58pug Sirolimus im Vergleich zur Kontroll-
gruppe B. Hierfur ist vermutlich der immunsuppressive und antiproliferative Wirkstoff
Rapamycin verantwortlich, welcher in dieser Arbeit mit der Dosierung von 58 ug das
beste angiographische und histopathologische Ergebnis erzielen konnte.
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5.2.4.2 Stenoseflache

Die histomorphometrische Auswertung der prozentualen Stenoseflache zeigt nach vier
Wochen kein signifikantes Ergebnis. Es lasst sich dennoch eine deutlich geringer ste-
nosierte Gefal¥flache in der Sirolimusgruppe D3 demonstrieren, wodurch demnach eine
Trendentwicklung erkennbar ist, die die Sirolimusdosierung mit 58ug als geeignete
Menge zur Reduktion einer Neointimaflache unterstreicht.
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5.3 Zusammenfassung

Zur Optimierung derzeit verwendeter Koronarstents sind in dieser praklinischen Arbeit
Koronarstents mit und ohne Polymerbeschichtung, sowie Polymer beschichtete Koro-
narstents mit verschiedenen Sirolimuskonzentrationen im Schweinemodell Uber einen

Versuchsraum von 28 Tagen angiographisch und histopathologisch getestet worden.

Es konnte gezeigt werden, dass der Einsatz eines mit Polymer beschichteten Stents mit
58ug Sirolimus Uber einen Zeitraum von 28 Tagen im Vergleich zur Kontrollgruppe B
und im Vergleich zu den weiteren Dosisgruppen P,D1,D2, D4 angiographisch und his-
tomorphometrisch kein signifikantes Ergebnis aufweist, obschon hierbei eine Tendenz
zugunsten der Dosisgruppe D3 erkennbar wird.

Die histomorphometrischen Ergebnisse, sowie die histologische Evaluation der Prapa-
rate zeigten im Gruppenvergleich wahrend der 4-wochigen Versuchsdurchfuhrung ei-
nen positiven Effekt auf die Neointimabildung durch eine Sirolimusdosis mit 58ug er-
kennen. Es bleibt letztlich die Frage offen, wie sich die Neointimabildung uber einen
langeren Beobachtungszeitraum entfaltet. In diesem Zusammenhang sind Folgestudien
uber drei und sechs Monate bereits in Arbeit.

Eine erhohte Thrombogenitat oder vermehrte Entzindungsreaktion ist innerhalb der vier
wochigen Beobachtungsphasen in keiner Gruppe zu verzeichnen.
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6 Limitationen

In dieser Arbeit wurde ein kurzer Beobachtungszeitraum von 28 Tagen gewahlt. Im
Schweinemodell ist nach bereits 28 Tagen von einer abgeschlossenen Endothelialisie-
rung nach Stentimplantation auszugehen. Diese Heilung im Schweinemodell ist jedoch
nicht mit der humanen Endothelreaktion in diesem Zeitintervall gleichzusetzen und be-
darf einer langeren Nachbeobachtungszeit von drei bis sechs Monaten (Schwartz 2008)
(Suzuki 2010) (Stone 2007).

Somit bleibt in dieser Arbeit offen, wie sich die antiproliferative Wirkung von Sirolimus
nach einem langeren Zeitraum als 28 Tage auf das Gewebe auswirkt und wie sich die
histopathologischen Ergebnisse bezulglich der neointimalen Proliferation, Endothelisati-
on und Entzundungsreaktion nach drei oder sechs Monaten verhalten. Gerade vor dem
Hintergrund des Auftretens einer ISR nach meist erst sechs Monaten, bleibt das Verhal-
ten der Neointimadicke sowie die histologische Entwicklung der gestenteten Gefalle

von grofdem Interesse.

Es kann abschlieend fur den kurzen Studienzeitraum von 28 Tagen nur eine hypothe-
tische Aussage getroffen werden, die den Einsatz des mit 58ug beschichteten Sirolimus
DES als den geeignetsten zur Reduzierung der neointimalen Gefalproliferation und
Lumenreduktion im Vergleich zu einem reinen BMS und weiteren Sirolimusdosierungen
(D1, D2, D4 und P) betrachtet.

Daruber hinaus sind in dieser Arbeit juvenile gesunde Landrasseschweine eingesetzt
worden, deren Gefalle keine atherosklerotische Veranderungen aufwiesen. Deshalb
wurde eine kunstliche Gefallwandverletzung induziert, welche der pathologischen Ge-
faRwandveranderungen bei Arteriosklerose ahnelt, aber pathophysiologisch nicht ent-
spricht. Hierzu waren Studien mit an Arteriosklerose erkrankten Schweinen von Vortell,
um sich den pathologischen Prozessen zu nahern und annahernd identische Aus-
gangsbedingungen bei Tier und Mensch zu schaffen.
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