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1 Abkilrzungsverzeichniss

MRT: Magnetresonaztomographie

HKS: Herzklappenstent

RV: Rechter Ventrikel

RVOT: Rechtsventrikularer Ausflusstrakt
SV: Schlagvolumen

HMV: Herzminutenvolumen

PA: Pulmonalarterie

REM: Rasterelektronenmikroskopie
PTA: Periphere transluminale Angioplastie
IH: Intimahyperplasie

VEC: velocity endcoded cine

DES: drug eluting stents

BMS: bare metal stent

i.v.: intravenos

kgKG: Kilogramm Korpergewicht



2 Einleitung

Der grol3e Forschritt der interventionellen Kardiologie ermdglicht dem Interventionisten
heutzutage die Behandlung von Erkrankungen des Herzens, die friher ausschliellich
dem Chirurgen vorbehalten war. Die minimalinvasive perkutane Therapie mit
kathetergestutzten Methoden macht dabei in der modernen Medizin in bestimmten
Situationen einen chirurgischen Eingriff unnétig und birgt enorme Vorteile. Die
Liegedauer des Patienten ist kiirzer und die Akzeptanz verbessert. Aus diesen Grinden
konnten sich interventionelle Behandlungsansatze bei bestimmten Krankheitsbildern

durchsetzen.

Auch Erkrankungen der Herzklappen konnen seit langer Zeit mit interventionellen
Therapiestrategien behandelt werden. Ein Beispiel ist die Valvuloplastie mit
Ballonkathetern, welche zwar schon seit den achtziger Jahren bekannt ist, aber bis

heute mit Erfolg eingesetzt wird.

Der chirurgische Ersatz von Herzklappen ist eine haufig durchgefuhrte Therapie und der
Goldstandard fur Herzklappenerkrankungen im Endstadium. Die Technik der
Implantation von kinstlichen Herzklappen hat sich seit ihrer Einflhrung stark
verbessert. Dieser Fortschritt konnte durch neue Generationen von Implantaten,
verbesserte Operationstechnik und eine Optimierung der extrakorporalen Zirkulation
erreicht werden. Trotzdem bleibt die chirurgische Implantation von Herzklappen unter
Kardioplegie und extrakorporaler Zirkulation ein massiver Eingriff mit nicht zu
unterschatzenden Risiken.(1) Diese Tatsache ist gerade bei padiatrischen Patienten ein
Problem. Kinder mit angeborenen Herzfehlern erreichen heute Dank verbesserter
Diagnostik und optimierten Therapiestrategien ein immer hoheres Alter. (2) Die
begrenzte Haltbarkeit von bioprothetischen Herzklappen und die Problematik eines teils
noch nicht ausgewachsenen Patienten macht besonders in diesem Patientenkollektiv
im Laufe der Zeit einen oft mehrfachen chirurgischen Austausch des Implantats
notig.(2) Mit jedem erneuten Wechsel wird der Eingriff jedoch komplizierter und die

damit verbundenen Risiken steigen an.(3)



2.1  Perkutaner Ersatz von Herzklappen

Bis vor einigen Jahren gab es bei gestellter Indikation zum Herzklappenersatz keine
Alternative zum chirurgischen Vorgehen bei der Implantation einer prothetischen
Klappe. Seit ersten Machbarkeitsstudien im Jahr 2000 entwickelt sich jedoch auch der
perkutane Ersatz von Herzklappen mittels Kathetertechnik zu einem dynamischen

Schwerpunkt interventioneller kardiologischer Forschung.

Die Pionierarbeit in diesem neuartigen Feld des Klappenersatzes Ileisteten P.
Bonhoeffer und seine Mitarbeiter. Das von ihnen vorgestellte System basiert auf einem
ballonexpandierbaren Platin-Iridium Stent, in welchen eine bovine jugulare Venenklappe
(Contegra) eingenaht ist.(4) Die gleiche Art von biologischer Klappe wird auch in der
Kardiochirurgie als biologisches Klappenimplantat seit einiger Zeit verwendet und zeigt
dort zufriedenstellende Ergebnisse.(5) Dieser neuartige Herzklappenstent kann
anschlieBend mittels konventioneller Stentablagetechnik durch ein Kathetersystem
implantiert werden und verspricht enorme Vorteile im Management des
Herzklappenersatzes, von denen nicht nur der padiatrische Patient profitieren kdnnte.
Auf eine Operation mit extrakorporaler Zirkulation und den damit behafteten Risiken
konnte verzichtet werden und die Herzklappe bei schlagendem Herzen in einem relativ
kurzen interventionellen Eingriff ersetzt werden. Im Tiermodell konnte die Machbarkeit
dieser Methode bewiesen werden.(4) Es zeigte sich die Sicherheit des Konzepts
wahrend der Implantation und exzellente hamodynamische Eigenschaften der
prothetischen Klappe in vitro und in vivo.(6-8) Basierend auf diesen vielversprechenden
Ergebnissen wurden HKS mit integrierten Contegra-Klappen neuerdings in den
klinischen Gebrauch eingefuhrt. Herzklappenstents mit diesem Design wurden
erfolgreich in ein groRReres Patientenkollektiv implantiert.(9) Der Groldteil dieser
Patienten hatte zuvor schon einen rekonstruierenden chirurgischen Eingriff des
rechtsventrikularen Aussfluldtraktes hinter sich (,right ventricle to pulmonary artery
conduit“) und wies nun eine Fehlfunktion des ,conduits® auf. Der erste klinische Einsatz
beschrankte sich auf einen rekonstruierten Ausflusstrakt als Implantationsort,
mittlerweile werden aber auch HKS in den nativen Ausflusstrakt implantiert.(10) Die
Methode der perkutanen Transkathetertechnik wurde fur den Ersatz der
Pulmonalklappe entwickelt und in dieser Position initial erprobt. In folgenden Arbeiten
konnte aber auch uUber den erfolgreichen Einsatz dieser Methode in der wegen

wesentlich  héheren  Driucken und der Gefahr der Verlegung des



Koronararterienabgangs anspruchsvolleren Aortenposition berichtet werden. (8, 11, 12)
Der Einsatzschwerpunkt dieser Technik ist heute die pulmonale und aortale Position
und immer mehr erfolgreiche Implantationen klappentragender Stents im Tiermodell
und im Menschen werden berichtet.(13-16) Aber auch die erfolgreiche perkutane

Implantation von Atrioventrikularklappen wurde veroffentlicht.(17)

Erste Analysen der klinischen Anwendung zeigten, dass diese neue Art des
Klappenersatzes der chirurgischen Implantation von Pulmonalklappen bei einem
eingeschrankten Kollektiv (z.B. ohne Patienten mit aneurysmatischem RVOT) in Bezug
auf Todesfalle und Komplikationsrate nicht unterlegen ist.(18) Wenn sich auch in
zukunftigen Studien die Sicherheit der Methode und die zumindest Gleichwertigkeit in
punkto Komplikationsrate wahrend des Eingriffs bestatigt, kann diese interventionelle
Strategie durchaus zu einem Standardverfahren im Management des
Herzklappenersatzes aufsteigen. Denn aufgrund der wesentlich geringeren Invasivitat
ergebend sich grol3e Vorteile fur dieses Verfahren. So erweitert sich die Moglichkeit des
Klappenersatzes auch auf Hochrisikopatienten mit Kontraindikation fur eine Operation.
Da keine Thorakotomie nétig ist, kann auRerdem von einer erheblichen Verminderung
postinterventioneller Komplikationen wie Wundheilungsstorungen, Infektionen und
Thrombosen ausgegangen werden. Zudem verspricht dieses Verfahren wesentlich
kirzere Liegezeiten und eine erhebliche Kostenersparnis. Aus diesen Grunden und
einer sehr wahrscheinlich groRen Popularitat beim Patienten wird dieser Methode ein

grofRes Potiental und eine stark steigende Anwendung in der Zukunft vorausgesagt.

Noch weist die Contegra-Klappe einige Einschrankungen auf. Sie ist, limitiert durch den
maximalen Durchmesser der bovinen Vena jugularis, nur bis zu einer Grolke von circa
20 mm verfugbar. Durch diese Limitierung ist das Implantat zwar in padiatrischen und
ausgesuchten erwachsenen Patienten einsetzbar, viele Patienten bendtigen aber
prothetische Herzklappen mit einem deutlich gréReren Durchmesser. Bei erwachsenen
mannlichen Patienten mit entsprechender Konstitution konnen Implantate mit
Durchmessern von 30 mm und mehr notwendig werden. Eine weitere Beschrankung
stellt die geringe Langlebigkeit der Contegra-Klappe dar.(19) Zudem bendtigt die
Contegra-Klappe im Rahmen der transkutanen Implantation ein relativ grof3lumiges
Ablagesystem, da die Klappe von einem Venensegment umgeben ist. Die Venenwand
stellt zusatzliches Material im Lumen des Stents dar und dieser kann nicht beliebig

komprimiert werden, ohne eine Beschadigung der Klappe zu riskieren und die
-8-



Entlassung des Stents aus dem System zu erschweren. Diese Faktoren machen grole

Ablagesysteme mit Durchmessern von mindestens 22 French naétig.

Um diese Limitationen zu umgehen und die Implantation zu verbessern, stellten
verschiedene Forschungsgruppen alternative HKS-Designs (z.B. selbstexpandierende
Stents) mit unterschiedlichen biologischen und synthetischen Klappenmaterialien
vor.(11, 13, 20-22) So unterliegen Materialien wie Perikard und Kunststoffe keinen
GrolRenbeschrankungen und Klappen aus diesen Stoffen kdénnen in beliebiger GroRe
und Menge hergestellt werden. Auch diese neuen Designs zeigten gute Ergebnisse im
Tiermodell und erste Berichte von erfolgreichen Implantationen im Menschen wurden
veroffentlicht. (12, 13)

2.2 Langlebigkeit von Herzklappenstents

Trotz zunehmendem klinischen Einsatz im Patienten und intensiver Forschung im
Tiermodell gibt es nur sehr wenige mittel- und langfristige Daten zu potentiellen
Degenerationsvorgangen und Versagensursachen von HKS. Die Langlebigkeit von
Herzklappenimplantaten ist aber ein zentraler Punkt im Management des
Klappenersatzes und essentiell wichtig fur die Indikationsstellung und die Entscheidung
fur ein spezielles Implantat. In der kardiochirurgischen Forschung werden grofde
Anstrengungen unternommen, um die Langlebigkeit von bioprothetischen Herzklappen

zu erhdhen und die Degeneration von Implantaten zu verhindern.

Eine langerfristig angelegte Tierstudie von C. Ruiz et al mit selbstexpandierenden
Herzklappenstents und einem Klappenmaterial aus porciner Dinndarmmukosa
beschreibt eine Proliferation von Gefallintima als einen potentiellen degenerativen
Faktor, welcher eine Verkurzung und Verdickung der Klappensegel verursachen
kann.(20)

Neointimale Proliferation ist ein groRes Problem beim Einsatz von endovaskularen
Stents. Die Tunica Intima von GefalRen besteht aus polygonalen Endothelzellen, einer
endothelialen Basalmembran und lockerem Bindegewebe, welches Fibroblasten,
elastische Fasern und vereinzelte glatte Muskelzellen enthalt. Die Intima und besonders
das Endothel werden heute als stoffwechselaktiver und hochdifferenzierter Mediator
verschiedener Funktionen wie Austauschvorgangen und Beeinflussung der
Blutgerinnung angesehen. Die Intima ist in der Lage, Interaktionen sowohl mit dem Blut

als auch mit der umgebenden Gefallwand (Tunica media) einzugehen und so zum
-9-



Beispiel Einfluss auf die Fibrinolyse und den Gefal3tonus zu nehmen.(23) Dieses

komplizierte System reagiert empfindlich auf Verletzung.

Der Entstehung von neointimaler Proliferation nach Implantation eines Stents liegt eine
komplizierte Entzindungskaskade zugrunde, welche als Reaktion auf die Verletzung
der GefalRwand durch den Stent auftritt. Die Neubildung und Verdickung von Intima ist
verantwortlich fur Stenosen im Lumen von Stents, bzw. Restenosen nach
Stentimplantation zur Revaskularisierung von Gefallen und stellt die haufigste
Komplikation dieser Behandlung dar. Diese Tatsache lasst vermuten, dass die
Intimaproliferation auch ein haufiges Phanomen nach Implantation von HKS darstellen
wird. Dabei ist nicht der eigentliche Lumenverlust entscheidend, der die entscheidende
GrolRe bei endovaskularen Stents darstellt. Der Implantationsort von HKS weist einen
um ein vielfaches groReren Durchmesser auf als zum Beispiel Koronararterien. Im
koronaren Stromgebiet stellt ein proliferationsbedingter Lumenverlust aufgrund des
Verhaltnisses von Koronarlumen zu Neointimadicke eine Gefahrung fur die
Durchgangigkeit des Gefales dar. Dies gilt nicht fur den Implantationsort der HKS. Hier
ist vielmehr die Stérung der Klappenfunktion durch einwachsendes Gewebe von
Bedeutung. Die Studie von C. Ruiz zeigt, dass Intimahyperplasie einen implantierten
HKS in seiner Funktion beeintrachtigen kann.(20) Es ist deshalb anzunehmen, dass
der Inhibierung von Intimaproliferation bei wachsendem klinischen Einsatz von
perkutanem Herzklappenersatz eine wichtige Rolle in der Behandlungsstrategie zur
Vermeidung einer Degeneration des Implantats zukommen wird. Modelle zur
Inhibierung von neointimaler Proliferation nach Implantation eines Herzklappenstents
existieren bis heute nicht. Hier muss ein Weg gefunden werden diese Proliferation zu
minimieren, um die Integritat des Implantats zu gewahrleisten und dessen Langlebigkeit

maximal zu steigern.

2.3  Therapieansatze im Rahmen von Intimahyperplasie nach Stentimplantation

Im Rahmen der Implantation von endovaskularen Stent existieren bereits verschiedene
Konzepte zur Behandlung von neointimaler Proliferation nach Stentimplantation. Es
wurden zahlreiche Ansatze entwickelt, um der Intimaproliferation entgegenzuwirken und
die Restenoserate zu senken, bzw. zu therapieren. Diese kdnnen in mechanische,
physikalische und medikamentdse Strategien unterteilt werden. Mechanische

Therapiekonzepte wie Laserangioplastie und Ballonangioplastie mit Schneideklingen
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(cutting balloon) zeigten sich anderen Methoden nicht Uberlegen.(24, 25) Zudem sind
diese Strategien in herzklappentragenden Stents nicht anwendbar, da eine direkte

Schadigung der Klappe resultieren wirde.

Physikalische Methoden wie die perkutane intravaskulare Brachytherapie mit Beta- und
Gammastrahlern zeigten bessere Ergebnisse und konnte die Restenoserate in
mehreren Studien senken.(26, 27) Jedoch ist bei dieser Methode in HKS-Systemen, die
mit biologischen Klappenmaterialien wie bovinen Venenklappen oder Perikard arbeiten,
eine Schadigung des Klappenmaterials durch die Strahlung mit anschlielender

Degenerierung der Klappe zu erwarten.

Medikamentdse Strategien zur Unterdrickung von neointimaler Proliferation nach
Stentimplantation sind ein sehr erfolgversprechendes und in den letzten Jahren
zunehmend populares Konzept. Dabei zeigten verschiedene immun- und
proliferationssupprimierende  Pharmaka eine inhibierende Wirkung auf die
Intimahyperplasie, darunter vornehmlich Paclitaxel, Tacrolimus und Sirolimus
(Rapamycin).(28) Die Wirkstoffe konnen dabei auf unterschiedlichem Weg an den
Wirkort transportiert werden, wobei lokale und systemische Applikationsarten

unterschieden werden konnen.

Lokale Applikationsstrategien waren in der Vergangenheit wegen der Hoffnung auf
Vermeidung von systemischen Nebenwirkungen der Imunsuppressiva ein popularer
Ansatz in der internationalen Forschung. Es wurden mehrere Applikationsformen
entwickelt, die gute Ergebnisse zeigten. Scheller et al.(29) setzten einen mit Paclitaxel
beschichteten Ballon-Katheter zur Revaskularisierung von Stenosen ein und berichteten
in ihrer Studie von einer signifikant niedrigeren Restenoserate in der Paclitaxel- als in
der Kontrollgruppe. Die popularste und am haufigsten eingesetzte Methode des
Wirkstofftransports zur Gefaldintima war in den letzten Jahren jedoch die Implantation
von medikamentenbeschichteten Stents (DES-drug eluting stents). Verschiedene
Studien zeigten eine erhebliche Senkung der Restenoserate bei allen drei Praparaten,
sowohl im Tierexperiment, als auch beim klinischen Einsatz in grolien
Patientenkollektiven. (30-33)

Jedoch weist die lokale Anwendung dieser Medikamente einige Nachteile gegenuber
der systemischen Applikation auf. Die Beschichtung der Stents mit den Wirkstoffen ist

aufwendig und teuer. Aul3erdem ist die Wirkstoffmenge, die auf einen Stent aufgebracht
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werden kann, begrenzt und es ist nach Implantation und Entladung des Medikaments
nach einiger Zeit nicht moglich, den Stent mit Wirkstoff nachzubeladen. Da DES nur
eine begrenzte Beladungskapazitat fur ein Medikament vorweisen konnen, erschopft
sich die Wirkstofffreisetzung nach einem bestimmten Zeitraum. Die Zeitspanne der
Medikamentenwirkung hangt dabei vom Praparat und Art der Beschichtung, zum
Beispiel von der Verwendung verschiedener Verbundpolymere, die zur Beschichtung
benutzt werden, ab und variert zwischen 30 und 90 Tagen.(34) Ebenso kann die
Medikamentenfreigabe aus dem Stent bei eventuell auftretenden allergischen
Reaktionen nach Implantation nicht mehr gestoppt werden. Als wichtigster Punkt konnte
jedoch gezeigt werden, dass lokale antiproliferative Therapie mit DES die Heilung der
Gefallwand beinflusst. Es wurde berichtet, dass die Medikamentenwirkung eine
vollstandige Endothelialisierung der Stentmaschen verhindert und somit die Proliferation
von Neointima eher verzdgert als verhindert.(34) Durch diese von DES induzierte
verzogerte Proliferation von Neointima kann es nach vollstandiger Entladung des DES
und Sistieren der Medikamentenwirkung zu einem Nachholphanomen von neointimaler
Proliferation (neointimal catch up) kommen.(35) Auch diese verzdgert auftretende
Gewebseinwachsung kénnte im Rahmen des perkutanen Herzklappenersatzes zu einer

Degeneration des Implantats fuhren.

Systemische Therapieansatze zur Senkung der Restenoserate nach Implantation von
endovaskularen Stents sind nicht so umfangreich veréffentlicht wie Arbeiten zu DES.
Dennoch zeigen Studien sowohl flr Paclitaxel als auch fur Sirolimus bei oraler
Applikation eine Unterdrickung von neointimaler Proliferation.(36, 37) Tiermodelle zu
oral applizierten Paclitaxel zeigt nach iatrogener Verletzung der Gefallwand eine
deutliche inhibierende Wirkung von Paclitaxel auf die Intimahyperplasie. (38) Auch im
klinischen Einsatz nach Implantation von Stents konnte gezeigt werden, dass orale
Administration von immun- und proliferationshemmenden Substanzen die Neubildung
von Intima inhibiert. Rodriguez et al. berichten in ihrer klinischen Studie an 100
Patienten von einer signifikanten Senkung der Restenoserate nach Implantation eines
unbeschichteten Metallstents (BMS) durch orale Gabe von Sirolimus.(36) In der Studie
von Rodriguez et al. wurde jedoch keine histologische Aufarbeitung postmortem
durchgefuhrt und es konnte so keine Aussage Uber den Verlauf der GefalRwandheilung

getroffen werden.
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2.4  Einsatz von Everolimus zur Unterdrickung von neointimaler Proliferation

Als Alternative zur lokalen Therapie mit DES schlugen Farb et al. orales Everolimus
(Certican, Novartis) zur Senkung der Restenoserate vor. In einem Kaninchenmodell
berichten sie nach illiacaler Stentimplantation von einer signifikant geringeren
Intimadicke im Stentlumen der Everolimustiere im Vergleich zur Kontrollgruppe.
AulBerdem konnte in dieser Studie durch histologische Aufarbeitung der gestenteten
Gefaldteile gezeigt werden, dass nach Ablauf von nur 28 Tagen eine vollstandige
Ausheilung der Gefallwand, trotz Behandlung mit oralem Everolimus, eingetreten war.
Dieses Modell zeigt also einen Vorteil gegenliber dem  Konzept
medikamentenbeschichteter Stents. Joner et al. zeigten, dass die fehlende Ausheilung
der GefalBRwand zu Thrombenbildung im Lumen des implantierten Stents fuhrt.(34) Das
orale Everolimusmodell erreicht deshalb durch eine abgeschlossene Heilung des
Gefalles nicht nur eine Verminderung der Thrombenbildung, sondern es besteht die
Hoffnung, dass durch vollstindige Endothelialisierung des Stents und eine
abgeschlossene Heilung der GefaBwand ein Aufholphanomen von neointimaler

Proliferation nach Aussetzen der Medikamentenapplikation vermieden werden kann.

Der Wirkstoff Everolimus ist strukturell mit dem etablieten Immun- und
Proliferationssuppressivum Sirolimus verwandt und zeigt einen fast identischen Aufbau.
Everolimus wurde entdeckt als Ergebnis von Bemihungen, ungunstige Aspekte in der
Pharmakokinetik von Sirolimus, vor allem die zu hohe Verteilung im Gewebe, zu
verbessern, ohne die Wirkung zu vermindern. Obwohl die immunsupprimierende
Aktivitat in vitro zwei- bis funfmal niedriger ist als die von Sirolimus, zeigt das Praparat
in Modellen zu Organtransplantation und Autoimmunkrankheiten die gleiche
Wirksamkeit.(39, 40) Klinisch wird Everolimus heute in der Transplantationschirurgie,
wegen der durch den Wirkstoff vermittelten Hemmung der T-Zell Proliferation, zur
Verhinderung von AbstoRungsreaktionen eingesetzt. Hier zeigt das Praparat gute
Ergebnisse mit vergleichsweise geringen Nebenwirkungen.(41) Jedoch wirkt es nicht
nur hemmend auf die Vermehrung von T-Lymphozyten, sondern inhibiert ebenso wie
Paclitaxel und Sirolimus die Proliferation glatter Muskelzellen.(42) Dabei ist die
Wirksamkeit von Everolimus und Sirolimus im Hinblick auf die Inhibierung von glatter

Muskelzellproliferation annahernd gleich. (39)

Die Einwanderung und Vermehrung von glatten Muskelzellen in die Intima wird als eine
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Hauptursache fur die Verdickung von Intima nach Stentimplantation verantwortlich
gemacht.(43) Aus diesem Grund wird auch Everolimus seit einiger Zeit zur
Unterdruckung von Intimahyperplasie nach der Implantation von endovaskularen Stents
eingesetzt und zeigte nicht nur in der tierexperimentellen Studie von A. Farb gute
Ergebnisse. Auch in anderen Tiermodellen, die mit Everolimus-beschichteten Stents
arbeiteten, konnte eine signifikante Verminderung der Neointimadicke im Stentlumen
demonstriert werden. Nach der klinischen Einfuhrung von Everolimus-beschichteten
Stents konnten Studien (FUTURE | und Il) die Sicherheit dieses neuen DES-Konzepts

demonstrieren und berichten eine 87% Reduktion des neointimalen Volumens.(44)

Diese klinischen Studien zur lokalen anti-proliferativen Thereapie mit Everolimus-
beschichteten Stents zeigen vielversprechende Ergebnisse. Doch existieren hier, im
Gegensatz zu der von A. Farb vorgestellten systemischen Therapie, noch keine

histologischen Daten zu der Heilungsreaktioin der GefalRwand.

Die systemische anti-proliferative Therapie bietet viele Vorteile gegenuber dem lokalen
stent-basierten Einsatz. Sie ist technisch nicht so aufwandig wie die Beschichtung eines
Stents und weniger kostenintensiv. Der Wirkstoffspiegel kann beliebig lange aufrecht
erhalten und jede gewunschte Dosis eingesetzt werden. Dies ist beim DES wegen einer
Limitierung durch die Beladungskapazitat der Stents nicht mdglich. Weiterhin kann bei
der oralen Applikationsform nach Aussetzen der Medikamentengabe und einem
behandlungsfreien Intervall ein zweiter Zyklus begonnen werden, um einem eventuell
auftretenden proliferativen Nachholphanomen entgegenzuwirken. Ein nicht zu
vernachlassigender Nachteil sind allerdings die zu erwartenden systemischen
Nebenwirkungen der Therapie. Der klinische Einsatz von Everolimus in der
Transplantationschirurgie identifizierten die wichtigsten unerwinschten Wirkungen als
Infektion (4,7%), gastrointestinale Storungen (2,4%), Leuko- (2,4%) sowie
Thrombozytopenie(1,9%) und renale Beeintrachtigung mit Erhéhung der Kreatininwerte
(3,8%) bei einer Dosis von 3 mg proTag.(41) Auch A. Farb beschreibt in seiner
Kaninchenstudie ein haufiges Auftreten von unerwinschten Nebenwirkungen.
Kaninchen, die eine hohe Dosis von Everolimus erhielten zeigten zu einem grof3en Teil
(83%) gastrointestinale Storungen mit einem Gewichtsverlust von Uber 10% des
Korpergewichts und Stérung der Nahrungsaufnahme. Es ist bewiesen, dass eine
héhere Dosis mit einer hoheren Inzidenz von Nebenwirkungen einhergeht.(41) Dabei ist

eine hohe Dosierung von Everolimus im Rahmen der Proliferationssupprimierung von
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Neointima gegenuber einer niedrigen Dosierung nicht klar im Vorteil. Ein
Kaninchenmodell demonstrierte nach Stentimplantation die erfolgreiche Unterdriickung
von Intimaverdickung durch eine Langzeitbehandlung (31Tage) mit einer niedrigeren
Dosis von oral appliziertem Everolimus.(40). Eine wesentlich héhere Dosis Uber einen
kirzeren Zeitraum (7 Tage) zeigte hingegen in dieser Studie keine signifikante

Verbesserung gegenuber der Placebogruppe.

Die Dosis von oral appliziertem Everolimus ist im klinischen Einsatz durch die
Transplantationschirurgie wesentlich geringer als in tierexperimentellen Modellen zur
Unterdrickung von neointimaler Proliferation nach Stentimplantation.(41, 45) Doch
auch im klinischen Einsatz zeigt Everolimus bei 1,5 mg bis 3 mg per os pro Tag eine
deutliche Inhibierung neointimaler Proliferation.(41) Ein signifikanter Unterschied
zwischen einer taglichen Dosis von 1,5 mg und 3, 0 mg im Hinblick auf die Intimadicke
konnte dagegen im klinischen Einsatz nicht beobachtet werden. Diese Tatsache lasst
vermuten, dass auch durch eine kleinere Dosis ein antiproliferativer Effekt nach
Implantation von endovaskularen Stents zu erreichen und damit die Inzidenz von

Nebenwirkungen der medikamentosen Therapie gering zu halten ware.

Unter diesen Voraussetzungen bietet sich die orale Gabe von Everolimus im Rahmen
der antiproliferativen Therapiestrategien nach der Implantation endovaskularer Stents
als ernstzunehmende Alternative zu lokal wirkenden Konzepten wie DES an. Der
inhibierende Effekt von Everolimus auf die Neubildung und Verdickung von Initima nach
perkutaner Implantation von klappentragenden Stents wurde bis heute noch nicht

untersucht und bleibt zu beweisen.

3 Herleitung der Aufgabenstellung

Der perkutane Herzklappenersatz durch transkutane Kathetertechnik entwickelte sich in
den letzten Jahren zu einer ernstzunehmenden zuklnftigen Alternative zur
chirurgischen Implantation prothetischer Klappen. Trotz intensiver Forschung,
steigender klinischer Anwendung und einem groRen Potential fur zukunftigen Einsatz
fehlen ausreichende Langzeitergebnisse zu Versagensmustern dieser neuen

Generation von prothetischen Herzklappen.

Es wurde berichtet, dass Wachstumsfaktor-induzierte Zellproliferationen bei perkutan
-15 -



implantierten Herzklappenstents Funktionsstérung des Implantats fiihren kénnen. Diese
Ergebnisse wurden als Nebenbeobachtung einer langerfristigen Studie aufgefuhrt.
Studienmodelle, die sich auf die Intimahyperplasie als Ursache flr das Versagen von
Herzklappenstents fokussieren, existieren bis heute nicht. Diese Ergebnisse sollen in
der vorliegenden Studie Uberprft werden, da die Langlebigkeit von Implantaten und die
Identifizierung von Degenerationsursachen einen elementar wichtigen Faktor im

Management des Klappenersatzes darstellt.

Erfolgreiche Konzepte zur Inhibierung einer degenerativen Intimahyperplasie existieren
bereits im Rahmen des Behandlungskonzeptes von endovaskularen Stents. Everolimus
zeigt eine erfolgreiche Unterdrickung von neointimaler Proliferation im Tiermodell und
in klinischen Studien. Es konnte gezeigt werden, dass die orale Gabe von Everolimus
in vielen Punkten Vorteile gegenlber der lokalen Stent-basierten Applikation bietet.
Dabei gibt es Hinweise, dass auch eine Behandlung mit niedrig dosiertem Everolimus
einen proliferationshemmenden Effekt zeigt und systemische Nebenwirkungen so

reduziert werden konnen.

Dieser Ansatz ist ein vielversprechendes Konzept zur Inhibierung von Intimahyperplasie
in endovaskularen Stents. Jedoch kann diese Methode nicht direkt auf
Herzklappenstents als Strategie zur Vermeidung von Implantatdegeneration Ubertragen

werden und muss fur diese neue Anwendung gesondert Uberpruft werden.

Die vorliegende Studie evaluiert, ob (1) die Proliferation von Neointima die Funktion von
perkutan implantierten Herzklappenstents beeintrachtigt und weiterhin, ob (2) die orale
Gabe von Everolimus zu einer Inhibition der im Zusammenhang mit der Implantation

von Herzklappenstents auftretenden Intimaproliferation fuhrt.

4 Material und Methodik

4.1  Design des Herzklappenstents

In einen selbstexpandierenden Nitinolstent mit auskragenden Stentenden, einer Lange
von 25 mm und einem Durchmesser von 20 mm (Memotherm, Angiomed, Karlsruhe)
wurde eine trikuspide Herzklappe mit einer Membranstarke von 0,1 mm eingenaht

(Abbildung 1). Das Klappenmaterial besteht aus Polypropylene und wurde im
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Vakuumverfahren mit einer 10 um dicken Schicht Titatium Uberzogen (GFE, Erlangen).
Das beschichtete Material wurde mit Hilfe einer Schablone in die richtige Form
geschnitten, an den Enden zusammengefihrt und mit einer fortlaufenden Naht (6-0
Prolene) fixiert. AnschlieRend wurde die Klappe in das Lumen des Stents eingebracht
und der untere Teil, der spater den Anulus der Klappe bilden sollte, mit einer doppelten,
zirkular laufenden Naht am Stent befestigt. Die drei Eckpunkte der trikuspiden Klappe
wurden an jeweils drei Punkten mit Einzelknopfndhten an den Maschen des Stents
fixiert (Abbildung 1).

Abbildung 1: Der Herzklappenstent

In den selbstexpandierenden Nitinolstent ist eine Herzklappe aus
Polypropylene eingenaht (Teilbild A). Eine Aufsicht von oben auf den
Herzklappenstent zeigt die Klappe in gedffneter (Teilbid B) und
geschlossener Position (Teilbid C)

4.2  Evaluierung der prothetischen Herzklappe In-Vitro (Flussphantom)

Vor Implantation wurde der Herzklappenstent in-vitro unter physiologischen
Bedingungen in einem Flussphantom getestet. Peak-to-peak-Druckgradienten,
Schlussdruck, Offnungs-/Schluss-Zeitverzégerung und Leckage durch die Klappe
wurden erfasst und fir verschiedene Schlagvolumina und Herzfrequenzen ermittelt. Die
Tests wurden in einem Herzklappenpriufstand (Institut fir medizinische Physik und
Biophysik, Charité-Universitatsmedizin Berlin) nach Affeld und Schichl durchgefihrt.(46)
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Dabei wurde eine spezielle Halterung angefertigt, um den Herzklappenstent im
Flussphantom optimal positionieren zu koénnen. Fir jeden Messwert wurden 7
Herzzyklen mit Klappenoffnung und -—schluss durchgefuhrt. Die im Ergebnisteil
dargestellten Daten sind die Mittelwerte aus diesen jeweils 7 Zyklen. Als Testfluid wurde

isotonische Natriumchloridlosung verwendet.

4.3  Ablagesystem

Bei der Wahl des Ablagesystems war zu beachten, dass dieses durch den RVOT in die
bei Schweinen sehr steil abgehende PA vorgebracht werden musste. Um diesen
Anforderungen zu entsprechen musste ein sehr flexibles Ablagesystem eingesetzt
werden, welches auch bei starker Biegung den Stent noch problemlos entlassen
konnte. Das eingesetzte System besteht aus einer Langschleuse (Cook, Mullins
Transseptal Check-Flow-Introducer, Radiopaque Tip, 12 French, 85 cm Lange, .038¢,
Cook, Bloomington, USA) als stenttragende Auldenhille, einem feinen Angiokatheter
(Diagnostic Catheter, 4 F, 100 cm, .038" Cordis, Waterloo, Belgien) als drahtfuhrendes
Element und einem Pusher (Abbildung 2). Den Abschluss an der Spitze des
Stentablagesystems bildete ein 12 French messender Kunststoffkonus, der ein
moglichst atraumatisches Einfuhren des Systems in das GefalRlumen gewahrleisten
sollte. Nach der Gassterilisation durch Ethylenoxid wurden die Herzklappenstents
manuell komprimiert und frontal in die Langschleuse geladen. Die manuelle
Komprimierung des Stents garantierte eine schonende Beladung des Systems und

verhinderte Beschadigungen der integrierten Herzklappe.
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Abschlusskonus Herzklappenstent Angiokatheter

=/

BAAAAAAAAMAAAAS
—_— \
Langschleuse Fusher B

Abbildung 2. Das Ablagesystem

Fotographie des Ablagesystems (Teilbild A) und schematischer
Aufbau (Teilbild B).

4.4  Design der Tierstudie

Die Tiere wurden in zwei Gruppen zu je 6 Tieren geteilt. Eine Gruppe wurde mit oralem
Everolimus behandelt, die restlichen Tiere dienten als Kontrollgruppe (siehe 4.8). Bei
den Tieren handelte es sich um junge Schweine (DL-Deutsche Landrasse) mit einem
Gewicht von 2514 kg. In beiden Gruppen wurde eine identische Behandlung mit
Antikoagulanzien vor der Implantation begonnen und bis zum Ende der Studienlaufzeit

fortgesetzt (siehe 4.7).

Allen Tieren wurde ein Herzklappenstent mittles transkutaner Kathetertechnik in
pulmonaler Position implantiert und anschlieBend die Klappenfunktion im
Herzkatheterlabor Uberprift. Die Laufzeit der Studie betrug 3 Monate. Nach Ablauf der
Studienzeit wurde bei allen Tieren eine Nachfolgeuntersuchung durchgefiihrt und die
Klappenfunktion erneut im Herzkatheterlabor Uberpriuft. Zusatzlich wurde der Zustand

der prothetischen Klappe im MRT untersucht.
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Danach wurden die Tiere euthanasiert. Die Stents wurden explantiert und

makroskopisch-visuell, histologisch und elektronenmikroskopisch untersucht.

Alle Eingriffe wurden nach amtlichen Richtlinien zur Durchfliihrung von Versuchen an
Wirbeltieren vollzogen und von der Ethikkommission der Charité-Universitatsmedizin
Berlin genehmigt (Aktenzeichen G0233/03; behdrdlich genehmigt im Jahr 2003).

4.5  Durchfuhrung von Eingriffen

Zur Einleitung von Narkosen oder zum Entnehmen von Blutproben wurden die Tiere
durch eine intramuskulare Injektion mit 20-25 mg / 10 kg KG Ursotamin
(Ketaminhydrochlorid; Serumwerk Bernburg; Bernburg, Deutschland), 3-5 mg / kg KG
Stressnil (Azaperon; Janssen-Cilag GmBh, Neuss, Deutschland) und 1 mg Atropin
(Atropinsulfat; B. Braun Melsungen AG) sediert. Zur Implantation der Klappe wurden die
Tiere nach Gabe von intravendsen Hypnotika (0,15-0,3 mg/kg/KG Etomidat Lipuro)
unter Sicht endotracheal intubiert. Die Beatmung erfolgte maschinell mit einer
Atemfrequenz von 10-12 Zugen pro Minute und einem Atemzugvolumen von 10-15
mi/kg KG. Dabei wurden ein EtCO? von 32-36 mmHg angestrebt und der
Beatmungsdruck lag bei < 20-25 cm H20O. Aufrechterhaltung der Hypnose, sowie
Analgesie wahrend des Eingriffs wurden durch die Zugabe von 1,5-2% Isofluran,
Lachgas (N:O) und Sauerstoff (O:) im Verhaltnis von 60 % / 40 % (N-O:0:) zur Atemluft
gewahrleistet. Kardiovaskulare Funktion und Sauerstoffsattigung aller Tiere wurden
wahrend der Intervention fortlaufend Uberwacht. Nach Beendigung der Intervention
wurde die Narkose ausgeleitet und das Tier nach Wiedereinsetzen einer suffizienten

Atmung unter Kontrolle der Sauerstoffsattigung extubiert.

Zu Untersuchungen im MRT wurden die Tiere sediert, die Narkose mit einem Bolus
Propofol ( 2-4 mg/kg Propofol 1% MCT; Fresenius Kabi AG) eingeleitet und
anschlielend intubiert. Wahrend der Scans wurde die Sauerstoffsattigung Uberwacht
und bei Bedarf manuell beatmet. Die Aufrechterhaltung der Hypnose wurde durch die
kontinuierliche intravendse Gabe von 8-12 mg/kg KG/h Propofol Uber einen Perfusor

gewabhrleistet.

Zum Zeitpunkt der Euthanasie am Studienende wurden die Tiere mit einem

intravendsen Bolus von 2000 IE / 10 kg KG Heparin (Liqueminin) antikoaguliert und
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durch Gabe von 1, 0 g Trapanal (Thiopental-Natrium) i.v. in eine maximal tiefe Narkose
versetzt. AnschlieRend erfolgte eine Muskelrelaxation mit 1 mg / 10 kg KG Pankuronium
(Pankuroniumbromid) und zuletzt die Tétung der Tiere durch eine intravendse Gabe
von 40 mVal Kaliumchlorid (7, 5 %).

4.6 Interventionelle Implantation

Mittels Seldinger-Technik wurde eine Schleuse (Catheter Introducer Set, Input Sheath,
7F, Bard, Convington, USA) in die Vena Femoralis eingefuhrt und ein
Einschwemmkatheter (Wedge-Catheter, 6F, Arrow, Reading, USA) in den
rechtsventrikularen Ausflusstrakt vorgebracht. Durch den liegenden Katheter konnte
mittels Angiographie die Lage der Pulmonalklappe und der Durchmesser der
Pulmonalarterie bestimmt, sowie eine ventrikulare und eine pulmonalarterielle
Druckmessung durchgefuhrt werden. Anschliefend wurde der Einschwemmkatheter
gegen einen steifen FUhrungsdraht (Amplatz Extra Stiff Wire Guide, 260 cm, .035“
Cook, Bloomington, USA) ausgetauscht und dieser in einen der Pulmonalarterienaste
vorgebracht. Nach Entfernung der Einfuhrschleusen und der Dilatation der Vena
Femoralis bis auf 16 French, konnte eine ausreichend groRe Schleuse (Check-Flo-
Introducer, Radiopaque Tip, 16 F, Cook, Bloomingtion, USA) im Gefal} platziert werden.
Das Tier wurde antikoaguliert und schlieBlich das Ablagesystem Uber den
Flhrungsdraht bis in den rechtsventrikularen Ausflusstrakt vorgebracht. Der Stent
wurde unter Durchleuchtung an der Position der nativen Pulmonalklappe entlassen,
indem die aullere Hulle des Ablagesystems (Mullins Transseptal Check-Flo-Introducer,
Radiopaque Tip, Cook, Bloomington, USA) vorsichtig zuriickgezogen wurde, wahrend
der Pusher den Stent in Position hielt. Nach der Implantation des Herzklappenstents
wurden Ablagesystem und Fuhrungsdraht entfernt und erneut ein Einschwemmkatheter
zur angiographischen Kontrolle eingebracht. Gepruft wurden die Klappenfunktion in
Bezug auf relevante Stenosen, bzw. Regurgitationen, sowie die korrekte Position des
Stents. AuRerdem wurden erneut invasive Druckmessungen distal und proximal des
Stents durchgeflhrt.
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Everolimusqruppe Intervention

2 mg Everolimus PO/d

5000 IE Heparin IV

1 g Spicef IV |
500 mg Cefuroxim PO/d
75 mg Clopidogrel PO/d
500 mg ASS PO/d

=
Kontrollgruppe ° 2 ! 0 ! 2 3 4 5 Ende
5000 IE Heparin IV
1 g Spicef IV I——
500 mg Cefuroxim PO/d
75 mg Clopidogrel PO/d
500 mg ASS PO/d

3 2 -1 0 1 2 3 4 5 Ende
Tage vor / nach Intervention

Abbildung 3: Peri- und postinterventionelle Medikation

IV: intravendse Gabe; PO/d: orale Gabe pro Tag; IE: internationale Einheiten

4.7  Peri- und postinterventionelle Medikation

Um Thrombenbildung am Implantat und wahrend der Intervention zu verhindern,
erhielten die Tiere eine adjuvante antikoagulative Therapie (Abbildung 3), welche bis
zum Ende der Studienlaufzeit bei allen Tieren durchgefuhrt wurde. Zudem wurde zur
Intervention ein Heparinbolus verabreicht. Zur Prophylaxe von Infektion erhielten die

Tiere eine intra- und postoperative Antibiose. (Abbildung 3).

4.8 Behandlung mit Everolimus und postinterventioneller Verlauf

Die Tiere der Everolimusgruppe erhielten drei Tage vor Implantation eine Behandlung
mit 2 mg Everolimus (Certican, Novartis) per os pro Tag in zwei Einzeldosen (1-0-1)
gestartet und bis zum Ende der Studie fortgefuhrt. Die angestrebten Plasmaspiegel von
Everolimus waren mit 3-6 ng/ml relativ niedrig angesetzt, um unerwilnschte

Nebenwirkungen der Behandlung zu vermeiden. Funf Tage nach erster
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Medikamentengabe erfolgte in dieser Gruppe eine peripher-venése Blutentnahme, um
den Vollblut-Talspiegel von Everolimus zu bestimmen. Der Zeitpunkt wurde gewahlt, um
die Spiegelbestimmung im Bereich des steady state des Wirkstoffspiegels
durchzufihren.(47) Das Blut wurde morgens vor der ersten Medikamentengabe
entnommen (Talspiegel). Die Spiegelbestimmung wurde mit Hilfe eines
Fluoreszenzpolarisationsimmunoasseys (kommerzielles Kit, Seradyn, Indianapolis)
durchgefuhrt. Zudem wurden im Anschluss die Anzahl der Thrombozyten und
Leukozyten ermittelt, um Thromobozytopenien oder Leukopenien als Nebenwirkung von
Everolimus zu erfassen. Zudem wurden die Tiere regelmaflig gewogen, um Everolimus-

bedingte Gewichtsverluste erkennen zu kdnnen.

Nach der Implantation des HKS wurde die Korpertemperatur bis zum sechsten
postinterventionellen Tag taglich rektal gemessen und die Tiere auf klinische
Infektionszeichen Uberpruft. Die Tiere waren in Gemeinschaftsstallen untergebracht und

lebten unter denselben Bedingungen.

4.9 Hamodynamische Messungen: Initial und nach drei Monaten

Vor und nach Implantation der Klappe wurden invasive Druckmessungen proximal und
distal des Implantats durchgeflhrt. Zur Durchfihrung dieser Messungen wurde ein
Einschwemmkatheter benutzt. Ebenfalls Uber diesen Katheter wurde Kontrastmittel
eingebracht und das Implantat angiographisch auf seine korrekte Lage, bzw. eventuell
aufgetretene Migrationen Uberpruft, sowie der Grad der paravalvularen- und zentralen

Leckage bestimmit.

Nach Ablauf von 3 Monaten wurde erneut ein Gefallizugang mittels Seldinger-Technik
geschaffen und sowohl die invasiven Druckmessungen proximal und distal des HKS,
als auch die angiographische Evaluierung der Klappenfunktion wiederholt. Danach
wurden die Tiere ins MRT-Labor gebracht und folgende Untersuchungen durchgefuhrt:
Darstellung des rechten Ventrikels und des Stents, Volumenmessung des rechten
Ventrikels, Flussvolumen durch den Stent, sowie pulmonale Regurgitationsfraktion.
Rechtsventrikulare Volumen wurden mittels multiphase-multislice steady state free
precession cine MRT in der Ebene der kurzen Herzachse erstellt (retrospective gating,
TR=3,5 ms; TE=1,6 ms; slice thickness=6mm; matrix=192x256).(48) Das

Blutflussverhalten und die Anatomie in der Umgebung des implantierten Stents wurden
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mittels eines paraaxialen ,in plane” velocity encoded cine (VEC) MRT visualisiert (TR=9
ms;TE=4 ms; flip angle=15° slice thickness=6 mm, matrix=256x256). Anschliel3end
wurden quantitative Blutflussvolumen durch die prothetische Pulmonalklappe mittels
VEC-MRT in einer Ebene bestimmt, die senkrecht zur dominierenden Flussrichtung
gewahlt worden war.(48, 49) Rechtsventrikulare Volumina wurden berechnet, indem auf
cine MR Bildern der Umriss des Endokards manuell markiert und zum Ende der Systole
sowie Diastole vermessen wurde.(48) Die pulmonale Regurgitationsfraktion wurde
berechnet als der Quotient von retrogradem zu antegradem Blutfluss durch den
implantierten Stent.(48) Alle Scans wurden im 1.5 T Philips Scanner (Intera, release 10,

Philips, Eindhoven, NL) des Deutschen Herzzentrums Berlin durchgefuhrt.

4.10 Makroskopische Inspektion, Histologie und REM

Zur Explantation der Herzklappenstents wurde ein Hautschnitt angebracht und bis auf
das Sternum vorprapariert. Nach Sternotomie und Er6ffnung der parietalen Pleura und
des Perikards, wurde der Gefallbereich mit dem implantierten Herzklappenstent
entnommen, vorsichtig mit isotonischer Kochsalzlosung gespult, photographiert und
anschliessend in vierprozentigem Formaldehyd fixiert. Bei der Inspektion wurde das
Explantat auf pathologische Veranderungen untersucht. Dabei wurde auf eine
makroskopisch sichtbare Intimahyperplasie der PA im Bereich der Arterienwand, die
Kontakt mit dem Stent hatte, und auf Frakturen und Deformierungen des Stents
geachtet. Die Klappe, Nahte und das angrenzende Gewebe wurden auf Defekte

Uberpruft.

Zur feingeweblichen Untersuchung wurden aus den fixierten Explantaten
Gewebsschnitte durch den Herzklappenstent zur Bestimmung des Grades der
Intimahyperplasie und histologischen Aufarbeitung angefertigt. Hierzu wurden die
explantierten und in Formalin fixierten Gefalisegmente mit dem enthaltenen Stent in
abgestuften Serien mit Alkohol dehydriert und mit einem Kunststoff (Methylmetacrylate)
ausgegossen. Der Kunststoff konnte durch Zufuhren von Warme zur Polymerisation
gebracht und nach Aushartung im Bereich der Klappenbasis mehrere Schnitte (4-6 ym
dick) angefertigt werden. Diese wurden auf Objekttrager aufgebracht, getrocknet und
die angeschnittenen Stentmaschen vorsichtig aus dem Gewebe entfernt. Nach

Entfernung des Kunststoffs konnten die Gewebeschnitte rehydriert und mit Van Gieson-
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Farbung (EvG) und Hamatoxylin-eosin (HE) eingefarbt werden. Anschliessend wurde
die Intimadicke gemessen und die Zusammensetzung des Gewebes untersucht. Diese
Untersuchungen wurden sowohl bei Tieren der Everolimusgruppe, als auch bei Tieren

der Kontrollgruppe duchgefihrt.

Zuletzt wurde den mit Formaldehyd fixierten Explantaten aus der Everolimusgruppe
Klappenmaterial im Bereich des Klappensegels entnommen und mittels
Rasterelektronenmikroskopie untersucht. Die REM wurde eingesetzt, um zu klaren, ob
in der Everolimusgruppe eine Endothelialisierung des Klappenmaterials nach drei
Monaten abgeschlossen, oder ob durch den Wirkstoff ein zellularer Uberzug des
Klappenmaterials verhindert wurde. Ausserdem sollte die strukturelle Integritat des

titanbeschichteten Klappenmaterials nach dreimonatiger Belastung Uberpruft werden.

411 Statistik

Um die Daten der invasiven Druckmessung bei der initialen Untersuchung mit den
Messungen der Folgeuntersuchung zu vergleichen, wurde der gepaarte student’s t test
mit der Bereinigung nach Bonferroni fir multiple Analysen eingesetzt. Die Unterschiede
zwischen im MRT gewonnenen Funktionsparameter der prothetischen Herzklappe
wurden mit ungepaartem student’s t test festgelegt. Auch die Unterschiede zwischen
Werten fur die Intimadicke gemessen in der Everolimus- und der Kontrollgruppe wurden
mit Hilfe eines ungepaarten student’s t test ermittelt. Ein Wert fur p unter 0,05 wurde
als signifikant erachtet. Die im Ergebnisteil aufgefihrten Messwerte werden als

MittelwerttStandardabweichung (SD) dargestellt.

5 Ergebnisse

5.1 Evaluierung der prothetischen Herzklappe In-Vitro (Flussphantom)

Die Untersuchungen des HKS im Herzklappenprufstand vor Implantation zeigten gute
hamodynamische Eigenschaften des Systems. Klappenausrisse aus dem Stent oder
Ruptur von Nahtmaterial traten nicht auf. Der maximale peak-to-peak Druckgradient
uber dem klappentragenden Stent erreichte einen Wert von 1,57+0,4 mmHg bei einem

Herzminutenvolumen von 1,4 I/min, entsprechend einem Schlagvolumen von 19,6 ml.
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Der Druckgradient erhohte sich mit steigendem Herzminutenvolumen und erreichte ein
Maximum von  6,4+0,8 mmHg bei einem Herzminutenvolumen von 3,5 I/min,
entsprechend einem Schlagvolumen von 49,4 ml. Wahrend des Klappenschlusses
wurden bei einem Herzminutenvolumen von 1,4 I/min eine maximale Leckage von
6,5+0,6 ml gemessen. Bei maximalem Herzminutenvolumen von 3,5 I/min trat eine
Leckage von 6,6+t0,4 mL auf. Die Leckage errechnete sich aus retrograder
Kolbenbewegung des Priufstands bei geschlossener Klappe, eine Unterscheidung
zwischen paravalvularer- und zentraler Regurgitation kann bei diesem Prufstand nicht
getroffen werden. Da die speziell angefertigte Halterung flr den HKS jedoch dicht mit
dem Anulus der Klappe abschlie3t, kann die hier aufgetretene Leckage als zentral

gewertet werden.

5.2  Ablagesystem

Das System zeigte bei der Intervention gute elastische Eigenschaften und konnte bei
allen Eingriffen in den RVOT und die PA vorgebracht werden. Auch die Bergung des

Systems nach Stententlassung bereitete keine Probleme.

5.3  Durchfuhrung von Eingriffen

Das anasthesiologische Management der Tiere bereitete keine Probleme. Sowohl die
Gasnarkose mit Isofluran zur Intervention als auch die total-intravendse Anasthesie mit
Propofol wahrend der Untersuchungen im MRT lieBen sich gut steuern. Die
mechanische und manuelle Ventilation der Tiere war ohne Probleme durchfuhrbar.

Signifikante Hypoxien oder Komplikationen der Narkose traten nicht auf.

5.4 Interventionelle Implantation

Die Implantation des HKS war bei allen Tieren durchflhrbar. In den 12 Interventionen
konnte die prothetische Herzklappe ohne schwerwiegende Komplikationen implantiert
werden. Verletzungen von kardiovaskularen Strukturen, bzw. Perforationen traten bei
keinem Eingriff auf. Die vor der Implantation mittels Angiographie ausgemessenen

Durchmesser der nativen Pulmonalklappe zeigten einen Mittelwert von 18,1£2,2 mm.
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Alle 12 Stents entfalteten sich nach Entlassung aus dem Ablagesystem selbststandig

durch die Expansionskrafte des Stentmaterials (Abbildung 4).

Abbildung 4. Interventionelle Implantation

Ablage des selbstexpandierenden Herzklappenstents im rechtsventrikularen Ausflusstrakt der
Schweine unter Fluoroskopie. Linkes Teilbild: Beginn der Expansion des HKS aus dem Ablagesystem.
Rechtes Teilbild: Vollstandig explantierter HKS im rechtsventrikularen Ausflusstrakt.

Dabei wurde wahrend der Stentablage die native Klappe durch die Radialkrafte des
Nitinolstents an die Wand der Pulmonalarterie gedrtickt. Nach Implantation zeigte die
Angiographie einen guten Sitz aller 12 HKS und Lage des proximalen Stentanteils Gber
der nativen Klappe. Die in den Nitinolstent integrierte prothetische Herzklappe entfaltete
sich wahrend der Expansion des Stents an der Position der nativen Pulmonalklappe.
Frihe Stentmigrationen oder Embolien des Stents in die PA konnten im Bereich der
fluoroskopischen Kontrolle der Erstintervention nicht beobachtet werden. Bei keiner
Intervention traten bedrohliche Herzrhythmusstorungen auf. Thrombenbildung am
System mit nachfolgender Lungenarterienembolie konnten klinisch weder wahrend der

Intervention, noch in der Aufwachphase beobachtet werden.

5.5 Peri- und postinterventionelle Medikation

Spontane Blutungen durch die antikoagulative Behandlung oder allergische Reaktionen
auf die Antibiose wurden nicht beobachtet. Bei einem Tier trat trotz Kompression und
Druckverband eine Nachblutung der Punktionsstelle circa 30 Minuten nach Entfernen
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der Schleusen und Ausleitung der Narkose auf. Es wurde nachsediert und die
Punktionsstelle weitere 15 Minuten von auf’en manuell komprimiert. Danach stand die
Blutung zuverlassig. Der Blutverlust war gering und das Tier erwachte ohne weitere

Komplikationen.

5.6 Behandlung mit oralem Everolimus und postinterventioneller Verlauf

Nach Implantation konnten bei den Schweinen keine Zeichen fir eine lokale Infektion
im Bereich der Punktionsstelle beobachtet werden. Ebenso konnten keine klinischen
Zeichen fur eine Infektion im Bereich des Implantats oder fur eine Sepsis gefunden
werden. Keines der Tiere zeigte zu irgendeinem Zeitpunkt im Gberwachten Intervall
Fieber. Anzeichen flr eine Lungenarterienembolie, ausgeldst durch Thrombenbildung
am Implantat wurden Klinisch nicht beobachtet. Die Gewichtsentwicklung der
Everolimusgruppe zeigte keine wesentlichen Unterschiede zur Kontrollgruppe. Das
durchschnittliche Gewicht der Tiere lag bei 25,215 kg vor der Implantation. Nach Ablauf
der Studienzeit wogen die Tiere der Everolimusgruppe 43,51+5,5 kg im Vergleich zu
44,1+4,8 kg in der Kontrollgruppe. Die gemessenen Everolimus-Talspiegel lagen bei
4,212 4 ng/mL. Die Kontrolle der Thromobozyten und Leukozytenzahlen zu Beginn und
am Ende der Studien zeigten keine signifikanten Unterschiede. Thrombozytopenien

oder Leukopenien traten in dem von uns untersuchten Kollektiv nicht auf.

Ein Tier der Everolimusgruppe entwickelte eine drei Tage andauernde Diarrhoeepisode
am zehnten postinterventionellen Tag. Alle anderen Tiere waren in Bezug auf
Fressverhalten und Aktivitdtsgrad unauffallig. Wahrend dieser Zeit wurde ein
Plasmalevel von 5 ng/ml bei dem betroffenen Tier gemessen. Es wurde aus dem
Gemeinschaftsbereich in einen separaten Stall verbracht und erhielt eine orale
Antibiose mit 1000 mg Ciprobay (Ciprofloxacin) als Tagesdosis (500 mg, 1-0-1),
ansonsten wurde das Protokoll unverandert fortgeflhrt. Die initiale Koérpertemperatur
des Tieres betrug 38,1 °C und lag somit innerhalb des Referenzbereiches fur Schweine.
(35) Das Tier entwickelte zu keiner Zeit febrile oder subfebrile Temperaturen. Nach
Beginn der antibiotischen Behandlung zeigte das Schwein rasche klinische Besserung.
Zwei Tage nach Behandlungsbeginn wurde wieder fester Stuhl ausgeschieden. Die
Antibiose wurde nach dem funften Tag bei vollstandiger klinischer Remission abgesetzt.

Die Tiere im Gemeinschaftsstall zeigten zu keiner Zeit eine erhdhte Korpertemperatur
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oder klinische Zeichen einer Infektion.

5.7 Hamodynamische Messungen: Initial und nach 3 Monaten

Invasive Druckmessungen direkt vor Implantation des Herzklappenstents zeigten eine
gute Funktion der nativen Pulmonalklappe in allen 12 Tieren. Der Druckgradient Uber

der nativen Pulmonalklappe lag bei 2,1+3,1 mmHg (siehe Tabelle 1).

Nach Implantation des Herzklappenstents zeigten invasive Druckmessungen ein
Druckgradient von 3,5+2,8 mmHg uber der implantierten Klappe. In der Angiographie
konnte keine oder nur eine sehr milde zentrale Regurgitation beobachtet werden
(Abbildung 5). Paravalvulare Lecks wurden nicht beobachtet (Abbildung 5).

Abbildung 5. Angiographische Kontrolle der
Klappenfunktion

Nach Implantation wurde die Kompetenz der Klappe bestatigt.
Die Angiographie zeigte keine paravalvularen oder zentralen
Leckagen.

Bei den Kontrolluntersuchungen nach drei Monaten konnte mittels MRT eine korrekte
Position von allen 12 Herzklappenstents dargestellt werden (Abbildung 6).
Stentmigrationen oder paravalvulare Leckagen konnten bei keinem der Tiere
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beobachtet werden. Die Fluoroskopie zeigte keine Frakturen der Herzklappenstents.

Sowohl invasive als auch magnetresonanztomographisch gewonnene
Funktionsparameter zeigten bei der Kontrolluntersuchung nach 3 Monaten eine

weiterhin zufriedenstellende Klappenfunktion der Implantate in beiden Gruppen.

Die invasive Druckmessung proximal und distal des Stents ergab in der
Everolimusgruppe einen Druckgradienten von 4,3+3,4 mmHg Uber der implantierten
Pulmonalklappe und zeigte somit keine grofl’e Veranderung zur initialen Messung nach
Implantation (p=0,58). Mittels MRT wurde in der Everolimusgruppe eine

Regurgitationsfraktion von 4,3+3,1% durch die implantierte Pulmonalklappe ermittelt.

In der Kontrollgruppe zeigten sich nach 3 Monaten ebenfalls nur ein leichter Anstieg des
Druckgradienten Uber der implantierten Klappe im Vergleich zur initialen Messung nach
Implantation. Der Druckgradient lag hier bei 5,5+4,5 mmHg und zeigte somit keinen
signifikanten Unterschied zur Everolimusgruppe. Bezuglich der rechtsventrikularen und
pulmonalen Spitzendrick (systolisch und enddiastolisch) zeigte sich nach 3 Monaten
kein signifikanter Unterschied zwischen Everolimusgruppe und Kontrollgruppe (p=0,87,
Tabelle 1).

Nach 3 Monaten zeigte die MRT jedoch eine signifikant hohere pulmonale
Regurgitationsfraktion durch die implantierte Herzklappe in der Kontrollgruppe als in der
Everolimusgruppe. In der Kontrollgruppe wurde eine Regurgitationsfraktion von

7,314,2% gemessen, in der Everolimusgruppe hingegen 4,3+3,1% (p<0,01, Tabelle 1).
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Tabelle 1: Himodynamische Messungen: Initial und nach 3 Monaten

Initiale Untersuchung Nachfolgeuntersuchung
Vor der Nach der Everolimus- Kontroll-
Implantation Implantation gruppe gruppe
(n=12) (n=12) (n=6) (n=6)

Invasive
Druckmessung
(mmHg)
Rechtsventrikulare
Spitzendrlicke
(Spitzendruck systolisch 26,3+8,4 / 27,419/ 28,416,3 / 30,3+9,6 /
/ enddiastolisch) 3,242,2 3,9+3,0 3,813,0 4,312,3
Pulmonalarterielle
Spitzendriicke
(Spitzendruck systolisch 24,2+6,4 / 23,87,5/ 247146/ 24.1+4.4 /
/ enddiastolisch) 10,544,2 11,144,2 4,944,2 4,845,2
Druckgradient Uber der
Pulmonalklappe 2,1£3 1 3,5+2,8 4,3+3,4 5,544,5
MRT- Untersuchung
Pulmonale
Regurgitationsfraktion
(%) n.u. n.u. 4,3x3,1% 7,314,2%*
RV Schlagvolumina (mL) n.u. n.u. 31,8+7,9 36,5+6,2*

Hamodynamische Daten aus den Messungen im Herzkatheterlabor und MRT. Zum Zeitpunkt der
Nachfolgeuntersuchung nach 3 Monaten zeigten die Tiere der Kontrollgruppe eine signifikant erhdhte pulmonale
Regurgitation verbunden mit gesteigerten enddiastolischen rechtsventrikulare Volumina im Vergleich zu der
Everolimusgruppe (*p<0,01). n. u.: nicht untersucht

* p<0,05 (Daten, die Unterschiede zwischen Kontroll- und Everolimusgruppe vergleichen)

T p<0,05 (Werte, die Unterschiede zwischen Intial- und Nachfolgeuntersuchung vergleichen)
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Abbildung 6. MRT nach 3 Monaten

Die magnetresonanztomographischen
Aufnahmen zeigen den
rechtsventrikularen Ausflusstrakt eines
Tieres der Kontrollgruppe, 3 Monate nach
Implantation des Herzklappenstents. Die
Pulmonalinsuffizienz wurde mit VEC MRT
(velocity encoded cine) quantifiziert. Die
magnitude-Aufnahme (Teilbild A)
demonstriert den guten Sitz des
Herzklappenstents im rechtsventrikularen
Ausflusstrakt und Verdrangung der
nativen Klappe durch den Stent (weiller
Pfeil). Phasenaufnahmen (Teilbild B)
zeigen einen retrograden Fluss durch die
prothetische Pulmonalklappe (schwarzer
Pfeil). Die Uberlagerung von magnitude-
Aufnahmen und Phasenaufnahmen
(Teilbild C) weisen eine zentrale
Pulmonalinsuffizienz nach und geben
keinen Anhalt fir eine paravalvulare
Leckage.

5.8  Makroskopische Inspektion, Histologie und REM

Bei Explantation der prothetischen Klappen konnten weder in der Everolimusgruppe
noch in der Kontrollgruppe Thrombusformationen im Bereich der Klappe oder
umliegenden Anatomie festgestellt werden. Ebenso wurden bei der makroskopischen
Inspektion der Explantate und der umliegenden Strukturen keinerlei Anzeichen fur eine
Infektion im Bereich des Stents oder Veranderungen des Endokards im Rahmen einer
aktiven oder abgelaufenen Endokarditis, wie z.B. endokarditische Vegetationen
gefunden. Die korrekte Lage aller Implantate Uber der nativen Pulmonalklappe konnte
bei Explantation der HKS bestatigt werden (Abbildung 7).
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Abbildung 7. Implantierter Herzklappenstent

Explantiertes Herz eines Tieres aus der Everolimusgruppe 3
Monate nach Implantation. Beachte die korrekte Lage des
Herzklappenstents (Pfeil) im rechtsventrikularen Ausflusstrakt
Uber der nativen Pulmonalklappe.

Migration wurde bei keinem der Explantate festgestellt. Alle Nitinolstents waren, soweit
beurteilbar und nicht von Gewebe Uberwachsen, intakt. Stentfrakturen oder
Deformierungen konnten nicht beobachtet werden. Die Explantate zeigten eine
Neubildung von Gewebe innerhalb des Stents bei beiden Gruppen, jedoch waren schon
in der makroskopischen Inspektion deutliche Unterschiede zwischen den Gruppen
erkennbar. Bei Explantaten der Everolimusgruppe zeigten die Stents einen leichten
Uberzug mit Gewebe (Abbildung 8). Die Maschen der Stents waren in dieser Gruppe
unter dem zelluldren Uberzug noch an fast allen Stellen zu erkennen. Die Klappe lag
frei von Einwachsungen im Lumen des Stents und zeigte keine Bedrangung durch

einwachsendes Gewebe (Abbildung 8).
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Abbildung 8. Explantierter Herzklappenstent
aus einem Tier der Everolimusgruppe

Explantierter Herzklappenstent aus der
Everolimusgruppe 3 Monate nach Implantation.
Tragerstent und Segel der prothetischen
Herzklappe sind weitgehend frei von
Intimahyperplasie.

Die Explantate der Kontrollgruppe zeigten dagegen eine erhebliche Gewebsneubildung die
sich auf den Bereich der Klappenbasis fokussierte, an dem das Klappengewebe in den Stent

eingenaht ist und Kontakt zu den Stentmaschen hat (Abbildung 9).
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Abbildung 9. Explantierte
Herzklappenstents

Explantierte Herzklappenstents
aus beiden Gruppen, 3 Monate
nach Implantation. In der
Kontrollgruppe konnte
erhebliche Intimahyperplasie
beobachtet werden (Pfeile). Die
Proliferation von Neointima
konzentrierte sich auf den
Bereich der Klappenbasis und
verursachte eine Verklrzung
der Klappensegel (Stern). In
der Everolimusgruppe trat nur
eine leichte Intimahyperplasie
auf. Auch hier konzentrierte
sich die Proliferation auf den
Bereich der Klappenbasis (Pfeil
im vergroRerten Teilbild),
expandierte jedoch im
Wesentlichen nicht auf die
Klappensegel (Stern).

Proliferiertes Gewebe expandierte in diesem Bereich auf die Klappensegel und fuhrte
zu einer Verklirzung und Verdickung der Segel. Jedoch waren auch Grofteile des
Nitinolstents in Bereichen, die keinen direkten Kontakt zu Klappenmaterial und
Nahtstellen hatten, von Gewebsneubildung  starker  Uberwachsen  als
Vergleichsexemplare der Everolimusgruppe. Die Stentmaschen waren in der
Kontrollgruppe in vielen Bereichen unter dem Zelliberzug makroskopisch nicht mehr zu

erkennen.

In der histologischen Untersuchung der Explantate wurde eine Neogenese von Intima in
beiden Versuchsgruppen festgestellt, die sich bei allen Stents auf den Bereich der
Klappenbasis fokussierte. Die Intimadicke wurde dabei bestimmt als Abstand zwischen
Endothelium und oberem Rand der entfernten Stentmaschen. Jedoch zeigte sich in mit
EvG gefarbten Gewebsschnitten ein signifikanter Unterschied in der Intimadicke der
beiden Gruppen (Abbildung 10).
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Everolintus

Abbildung 10. Messung der Intimadicke im histologischen
Schnitt

Histologische Gewebsschnitte (Farbung mit EvG, 12,5 fache
VergréRerung) durch den Tragerstent aus dem Bereich der
Klappenbasis (siehe Pfeil in Abbildung 9) mit Darstellung der
Intima und Media. Im Bereich der Ausparung von Gewebe
innerhalb der Intima wurde die angeschnittene Masche des
Tragerstents entfernt. Beachte die erhebliche Verdickung der
Intima in der Kontrollgruppe verglichen mit der
Everolimusgruppe. Zu beachten ist aullerdem die vollstandige
Endothelialisierung der Stentmasche in der Everolimusgruppe.

In der Everolimusgruppe erreichte die Gewebsneubildung im Lumen des Stents eine
Starke von 13,2+10,2 ym, verglichen mit 120,3+49,6 ym in den explantierten Stents der
Kontrollgruppe. Diese Werte sind Ergebnisse aus Gewebsschnitten im Bereich der
Klappenbasis, in denen Neointima frei Uber den Stentmaschen lag und so gut
dargestellt und ausgemessen werden konnte. In den Bereichen, in denen
Klappenmaterial mit Nahten an dem Tragerstent befestigt wurde, konnte eine
wesentlich starkere Neubildung von Gewebe beobachtet werden. Auch hier zeigte sich
wie in der Inspektion beschrieben ein deutlicher Unterschied zwischen den beiden
Gruppen. Jedoch konnten die Schnitte durch Klappen- und Nahtmaterial nicht sauber
dargestellt und ausgemessen werden. Auch im Aufbau des Gewebes konnten
Unterschiede beobachtet werden. In der HE-Farbung konnten zahlreiche Lymphozyten
im Proliferationsgewebe der Kontrollgruppe identifiziert werden, nicht jedoch im

Gewebe der Everolimusgruppe (Abbildung 11).
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Abbildung 11. Zellanalyse im histologischen Schnitt

Histologische Gewebsschnitte (Farbung mit HE, 12,5 fache
Vergroflerung) durch den Tragerstent aus dem Bereich der
Klappenbasis (siehe Pfeil in Abbildung 9). Die Aussparung von
Gewebe innerhalb der Intima entstand durch die Entfernung der
angeschnittene Masche des Tragerstents. Beachte die
Infiltration mit zahlreichen Lymphozyten in der Kontrollgruppe.

Formationen von wandstandigen Thromben konnten in der histologischen

Untersuchung in keiner der beiden Gruppen beobachtet werden.

Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen von representativen Proben des
Klappenmaterials aus der Everolimusgruppe zeigten einen dinnen und kontinuierlichen
Uberzug von Zellen, was auf endotheliale Zellen hinweist (Abbildung 12).
Thrombozytenaggregate auf dem Klappenmaterial konnten im REM nicht identifiziert
werden. Aullerdem zeigten Bilder des REM die erhaltene strukturelle Integritat des
titanbeschichteten Klappenmaterials. Anzeichen fir eine Schrumpfung des Materials,
Risse in der Beschichtung oder Deformitaten konnten nicht beobachtet werden
(Abbildung 12).
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200pm Mag= 50X EHT = 5.00 kY | 30um Mag= 163X  EHT= 500KV

|—1 WD= 13mm Signal A=SE2 |f 1 WD= 13mm Signal A= SE2

Abbildung 12. Elektronenmikroskopische Aufnahmen

Representative Aufnahmen der Rasterelektronenmikroskopie von
Klappenmaterial eines Explantats aus der Everolimusgruppe 3 Monate nach
Implantation (Klappenmaterial wurde aus dem mit einem Stern markierten
Bereich in Abbildung 9 entnommen). Links: Abbildung zeigt komplette und
kontinuierliche Endothelialisierung des Klappenmaterials. Rechts:
Representatives Polymer-Filament nach Befreiung von Endothel bei hoher
Auflésung (163 fache VergrofRerung). Es ist keine Schrumpfung oder
anderweitiger struktureller Schaden des Materials zu erkennen.

6 Diskussion

Die vorliegende Studie ist, nach unserer Kenntnis, der erste Bericht Uber den
hemmenden Einfluss von oralem Everolimus auf die Initmaproliferation in
herzklappentragenden Stents in der Pulmonalposition von Schweinen. Die zwei
bedeutenden Ergebnisse dieser Tierstudie sind, dass (1) die Neubildung und
Proliferation von Intima ein moglicher Grund fur die Degeneration und das
Implantatversagen von Herzklappenstents im nativen rechtsventrikularen Ausflusstrakt
sind und weiterhin, dass (2) die orale Gabe von Everolimus die Intimaproliferation in
Herzklappenstents, bestehend aus einem Nitinoltragerstent und einer trikuspiden,

titanbeschichteten Klappe aus Polymer, effektiv inhibiert.

Aktuell werden zum Herzklappenersatz verschiedene Verfahren angewandt. Der
chirurgische Ersatz der Klappe unter Einsatz der extrakorporalen Zirkulation ist zur Zeit
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der Goldstandard, wobei zwischen mechanischen oder biologischen Implantaten
gewahlt werden kann. Die im Gegensatz zu den mechanischen Implantaten geringere
Langlebigkeit biologischer Herzklappen stellt ein Problem dar, das gerade beim
Management von jungen Patienten den wiederholten Ersatz einer Herzklappe
notwendig macht. Prozesse, die zu einer Degeneration von Herzklappenimplantaten
fuhren, sind mulitfaktoriell und konnen bislang nur schwer beeinflusst werden.
Verantwortlich gemacht werden unter anderem Kalzifikation, Immunogenitat des
biologischen Materials, strukturelle Abnutzung der Klappe durch andauernde

mechanische Belastung, sowie enzymatische Reaktionen.(50-53)

6.1  Ursachen fur Implantatversagen bei Herzklappenstents

In den letzten Jahren wurde die perkutane Implantation von Herzklappenstents
entdeckt und entwickelte sich zu einer aulerst vielversprechenden minimalinvasiven
Methode des Klappenersatzes mit grollem Anwendungspotential. Allerdings bietet
diese neue Methode zusatzliche Angriffspunkte, die zu einer Degeneration des
Implantats  fuhren  konnen. Auller den oben genannten  klassischen®
Degenerationsursachen flur biologische Herzklappenimplantate wurden Stentfrakturen,
Stentmigrationen, Intimahyperplasie und paravalvulare Leckage als zusatzliche
Faktoren identifiziert, die zum Versagen des Implantats fliihren kénnen.(9, 10, 54) Diese
Faktoren stellen bis auf die paravalvulare Leckage auch ein Problem bei der
Implantation von endovaskularen Stents im koronaren oder distalen Stromgebiet dar.
Erste langerfristige Daten Uber den Kklinischen Einsatz von Herzklappenstents
beschranken sich zum Grofteil auf die Implantation im ,conduit und nur zu einem
geringen Prozentsatz im nativen rechtsventrikularen Ausflusstrakt. Die Implantation im
rechtsventrikularen Ausflusstrakt oder in anderen kardialen Klappenpositionen
verscharfen diese Faktoren jedoch. Es ist zu erwarten, dass bei besserer Datenlage die
Degeneration von Herzklappenstents durch diese Situation zu einem wichtigen Thema
im Management des perkutanen Klappenersatzes werden wird. Doch trotz zahlreicher
aktueller Veroffentlichungen zum Thema perkutaner Herzklappenersatz beschranken
sich die meisten Publikationen auf Machbarkeitsstudien. Mittel- und langerfristige Daten
zur Implantation von Herzklappenstents im nativen rechtsventrikularen Ausflusstrakt

und Degeneration dieser neuartigen prothetischen Herzklappen stehen bis jetzt nur in
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sehr geringen Ausmalf zur Verfugung.

Das Auftreten von Stentfrakturen ist abhangig von Design und Material des Stents und
tritt verstarkt in Situationen auf, in denen der Stent mechanischen Belastungen
augesetzt ist.(55) Der rechtsventrikulare Ausflusstrakt stellt durch standige Bewegung
und Kompression eine Umgebung dar, die einen Stent mechanisch wesentlich mehr
beansprucht als das koronare oder distale Stromgebiet. Folglich sind hier mehr
Stentfrakturen zu erwarten als bei endovaskularen Stents. Nordmeyer et al
untersuchten ein Kollektiv von 123 Patienten nach perkutanem Ersatz der
Pulmonalklappe auf das Auftreten von Stentfrakturen und berichtete eine Inzidenz von
21% bei einer Laufzeit von 3 Jahren.(10) Uber 80% (21 von 26) der Stentfrakturen
traten dabei im ersten Jahr nach Implantation auf. In der von uns durchgefuhrten
Tierstudie wurden keine Stentfrakturen beobachet. Es ist anzunehmen, dass der
Tragerstent durch die elastischen Eigenschaften und gute Kompressionsfahigkeit des
Nitinols im Umfeld des rechtsventrikularen Ausflusstrakts, wo er hohen mechanischen
Belastungen ausgesetzt ist, besser vor Frakturen geschutzt ist, als ein ballon-
expandierbares Platin-Iridium Modell. Diese Annahme musste jedoch mit langeren

Laufzeiten und hoheren Fallzahlen untersucht werden.

Stentmigrationen stellen besonders beim perkutanen Klappenersatz in Aortenposition
ein Problem dar. Viele Arbeitsgruppen setzten deshalb Herzklappenstents mit
besonderen Verankerungsmethoden vor allem bei Implantation in aortaler Position
ein.(11) Laborde et al. berichten in ihrer Tierstudie zum perkutanen
Aortenklappenersatz von 4 frihen Stentmigrationen bei einem Kollektiv von 12
Tieren.(11) Doch auch bei Herzklappenstent-Implantation im rechtsventrikularen
Ausflusstrakt werden Stentmigrationen berichtet. Khambadkone et al. beobachteten bei
ihrer Kklinischen Studie an 59 Patienten eine Spatmigration des Implantats nach 9
Monaten mit Stentembolisation in die rechte Pulmonalarterie.(9) Der Herzklappenstent
wurde im Herzkatheterlabor mit einer Schlinge gefasst und in den rechten Ventrikel
zuruckgezogen, um im Anschluss im Rahmen der chirurgischen Implantation einer
Ersatzklappe geborgen werden zu konnen. In dem wesentlich kleineren Kollektiv
unserer Studie traten keine Migrationen der Implantate auf. Der von uns benutzte
Nitinolstent weist als Verankerung zusatzlich zu den selbstexpandierenden
Radialkraften auskragende Stentenden auf, welche den Stent nach Expansion am

Implantationsort fixieren. Ohne zusatzliche Verankerungsmechanismen (spikes, etc.)
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gewahrleisten nur die Radialkrafte des Stents eine stabile Position im Gefall. Der von
Khambadkone et al benutzte Platin-Iridium Stent ist ein ballonexpandierbarer Stent, der
zwar nach Expansion sehr resistent gegen komprimierenden Druck ist, jedoch nach
Komprimierung keine Radialkrafte mehr austben kann. In dieser Situation kann es
dadurch in seltenen Fallen wie von Khambadkone et al zur Embolisation des Implantats

kommen.(9)

Auch die Intimahyperplasie ist als Ursache von Implantatdegeneration beim perkutanen
Klappenersatz noch kaum untersucht. Sehr gut bekannt und Gegenstand zahlreicher
Studien ist die Intimahyperplasie jedoch bei der Implantation von endovaskularen
Stents im Rahmen der Restenoseproblematik. Die Restenosierung von Stents durch
einwachsendes Gewebe stellt ein gro’es Problem dar, besonders beim Einsatz im

koronaren Stromgebiet, und ist die haufigste Komplikation dieser Behandlung.

6.2  Entstehung von Intimahyperplasie nach Implantation von Herzklappenstents

Ursachlich liegt der Restenosierung nach Stentimplantation eine Entzindungskaskade
mit anschlieBender Ausbildung von Neointima zugrunde. Die Verletzung der
GefalRwandintegritdt durch Einschneiden der Stentmaschen und Abtragung von
Endothel bei Expansion des Stents fuhrt zur Adhesion von Leukozyten an die
Gefallwand. Im Rahmen der akuten Entzindungsreaktion nach Stentimplantation sind
diese adherenten Leukozyten hauptsachlich Granulozyten und Monozyten, welche nach
Stimulation durch proinflamatorische Zytokine (z.B. monocyte-chemoattractant-protein-
1) in die Gefallintima einwandern.(56) Diese friihe Rekrutierung von Monozyten wird als
ein wichtiger Faktor zur Entstehung von Restenosen nach Stentimplantation
gesehen.(56) Mori et al. blockierten in ihrer Studie die fruhe Monozyteneinwanderung
mit entzindungshemmenden Substanzen und berichteten von einer geringeren
Intimaverdickung als in der Kontrollgruppe.(56) Eine andere Studie zeigt einen
signifikanten Zusammenhang zwischen der Anzahl von zirkulierenden Monozyten nach
Stentimplantation und Restenoserate im Menschen.(57) Intimastandige Monozyten
differenzieren sich im Rahmen einer chronischen Entziindungsreaktion nach Wochen
zu Makrophagen, bzw. Schaumzellen.(58) Ebenfalls einwandernde T-Lymphozyten
bilden Zytokine (Gamma-Interferon und TNF-beta) die vaskulare Endothelzellen und

glatte Muskelzellen stimulieren.(58) Die vorhandenen Leukozyten, sowie Zellen der
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GefalRwand schitten in der Folge Wachstumsfaktoren (platelet derived growth factor,
basic fibroblast growth factor, epidermal growth factor) aus, welche fiur eine Proliferation
von glatten Muskelzellen sorgen und deren Migration in die GefaRintima unterstutzen.
Zudem wird extrazellulare Matrix in der Intima deponiert, welche aus Hyaluronan,
Vesican und Kollagen (Typ Il der Akutphase und Typ | nach Wochen) besteht und

somit Ahnlichkeiten zur dermalen Wundheilung zeigt.(58)

Diese Deposition von extrazellularer Matrix und Einwanderung sowie Proliferation von
glatten Muskelzellen sind zusammen mit der Vermehrung von Endothelzellen
verantwortlich fur die Zunahme der Intimadicke und Restenose nach Stentimplantation
im Menschen. Dabei unterscheidet sich der zugrunde liegende Mechanismus der
Restenose in einem gestenteten Gefaliteil deutlich vom spatem Lumenverlust in nicht-
gestenteten Lasionen (z.B. periphere transluminale Angioplastie). Im Gegensatz zum
arteriellen Remodeling (Veranderung der Gefalddicke) in nicht-gestenteten Gefalen,
zeichnet sich die Gewebsproliferation im Lumen von Stents durch die Ausbildung von
Neointima aus und somit durch zellulare Proliferation und Ansammlung von

extrazellularer Matrix.(59)

Auf die Inzidenz der Restenose nach Stentimplantation nehmen verschiedene Faktoren
Einfluss. Das Alter und Geschlecht des Patienten, die Lange des Stents, der
Durchmesser des Gefalles und ein vorhandener Diabetes mellitus beinflussen die
Restenoserate.(60-62) Aber auch das jeweilige Design des Stents ist von Bedeutung.
Hoffmann et al. zeigten in ihrer intravaskularen Ultraschallstudie, dass unterschiedliche
Designs der Stents einen signifikanten Einfluss auf die neointimale Gewebsproliferation
und somit die Restenoserate haben.(63) Es wurde berichtet, dass die Bauart des Stents
das Ausmal’ der Abtragung von Endothel wahrend der Expansion des Stents festlegt,
sowie dafur verantwortlich ist, wie tief die Stentmaschen in die Gefallwand
einschneiden. Eine erhdhte Abtragung von Intima sowie ein tieferes Einschneiden der
Stentmaschen in die Gefallwand induzieren eine verstarkte inflammatorische Reaktion
und erhohen somit den Grad der Gewebsproliferation. Auch eine eventuelle
Thrombusbildung an Gefallwand und Stentmaschen fordert eine Proliferation von
Neointima und erhdht das Risiko einer Restenose. In Tiermodellen konnte gezeigt
werden, dass Thrombusbildung die Proliferation fordert, indem der wandstandige
Thrombus eine Matrix bereitstellt, in die glatte Muskelzellen einwandern und

proliferieren kdnnen.(64)
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Noch stehen keine umfangreichen Langzeitergebnisse zur Verfligung, welche Faktoren
aufzeigen, die zum Versagen von Herzklappenstent-Implantaten flihren. Doch auf
Grund der Pathophysiologie der Restenose nach Implantation von endovaskularen
Stents ist zu vermuten, dass der Intimahyperplasie eine grofle Bedeutung als
Versagensursache von Herzklappenstent-Implantaten zukommen wird. Beim Einsatz
des transkutanen Herzklappenersatzes im padiatrischen Patient ist von einer noch
groReren Problematik auszugehen, da im jungen Patienten grundsatzlich
immunologische Antworten starker ausfallen als im adulten Patienten. Schon im nicht-
klappentragenden Stent im Koronarbett oder in distalen Gefalken ist die
Intimahyperplasie ein massives Problem. Ellis et al. untersuchten in ihrer Studie Gber
5000 Patienten nach Implantation eines unbeschichteten Metallstents (bare metal stent)
auf das Auftreten von Restenose und berichten von einer interventionswirdigen
Restenoserate von 13,4% nach nur 9 Monaten.(65) Die Restenose ist die haufigste
Komplikation nach Implantation von endovaskularen Stents. Im Gegensatz zu diesen
bieten die klappentragenden Stents jedoch mehrere zusatzlich Grinde, die Anlass zum
Entwickeln einer Intimahyperplasie geben. Beim Herzklappenstent sind grofRere
Radialkrafte noétig, um die sichere Position des klappentragenden Stents zu
gewahrleisten, als zum Beispiel beim Koronarstent. Es mussen daher bei
selbstexpandierenden Modellen im Verhaltnis zum GefalRdurchmesser grofiere Stents
gewahlt werden, oder bei ballonexpandierbaren Stents groRere Krafte bei der
Expansion aufgewendet werden. In beiden Fallen resultiert eine vermehrte Verletzung
der Intima, was eine verstarkte Intimahyperplasie als Folge vermuten lasst. Es wird
jedoch angenommen, dass selbstexpandierende Stents schonender implantiert werden
konnen als ballon-expandierbare Modelle.(66) Doch auch bei selbstexpandierenden
Stents kommt es im Rahmen der grélReren notwendigen Radialkrafte bei
Herzklappenstents zur Verletzungen der Intima und des Endothels. Attmann et al.
stellen in ihrem Artikel einen selbstexpandierenden Herzklappenstent aus Nitinol und

berichten von nennenswerten Initma- und Endothelverletzungen.(67)

Durch die mechanische Aktivitdt des Herzzyklus werden auRerdem Bewegungen und
Scherkrafte des Stents gegen die Gefaldintima erzeugt, die eine erhohte Abtragung von
GefalRendothel durch die Stentmaschen und eine erschwerte vollstandige
Endothellialisierung vorstellbar machen. Die integrierte Herzklappe erzeugt durch den

notwendigen Schluss- und Offnungsdruck zusatzliche Microbewegungen des Stents
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und Scherkrafte gegen die Gefallwand. Bei den bisher veroéffentlichten Studien zur
perkutanen Implantation von Herzklappenstent sind die Herzklappen mit Nahtmaterial,
meist Prolene, in das Lumen der verschiedenen Stentmodelle integriert.(4, 67) Dieses
Nahtmaterial sorgt flr zusatzliche Reibung und Verletzung des Endothels wahrend der
Stentbewegung an der Basis der Klappe, wo ein Groliteil der Nahte zur Befestigung
angebracht werden mussen. Zudem ist anzunehmen, dass an dem Herzklappenstent
mehr Turbulenzen im Blutstrom entstehen als an einer chirurgisch implantierten Klappe.
Es wurde gezeigt, dass turbulenter Fluss durch Schadigung von Wandzellen ebenfalls

eine Proliferation von Gefalintima verursachen kann.(68)

Die aus diesen Faktoren resultierende Intimahyperplasie in klappentragenden Stents
stellt ein Problem dar, weil mit Funktionseinschrankungen der im Lumen integrierten
Herzklappe gerechnet werden muss. Das zu erwartende Stérungsprofil der
Klappenfunktion ist dabei vielseitig. Stark einwachsendes Gewebe kann zu Stenosen im
Bereich der Klappe fuhren. Entstehende starke Turbulenzen des Blutfluss kdnnen die
hemodynamischen Eigenschaften der Klappe in grollem Ausmal stéren. Aullerdem
kann auf- bzw. in die Klappensegel einwachsendes Gewebe eine Verklrzung oder
einen Elastizitatsverlust der Segel verursachen. In der Folge waren dann verstarkte
zentrale Regurgitationen oder Stenosen der prothetischen Herzklappe zu erwarten.
Diese Komplikationen konnten vermehrt auftreten, wenn perkutaner Herzklappenersatz
sich zu einer popularen Methode entwickelt, die nicht nur bei angeborenen Herzfehlern
im padiatrischen Patienten, sondern auch vermehrt bei alteren Patienten mit
erworbenen Erkrankungen der Herzklappen eingesetzt wird. Denn diese Patienten
haben durch Alter und erhdhte Inzidenz an Diabetes mellitus ein hdheres Risiko fur die

Entwicklung einer Intimahyperplasie nach Stentimplantation.(43)

6.3  Neointimale Proliferation als Storfaktor der Klappenfunktion beim
Herzklappenstent

In der Tierstudie von Ruiz et al. wurde Ubereinstimmend mit diesen Vermutungen eine
signifikante Intimahyperplasie beobachtet, welche die Klappenfunktion
beeintrachtigt.(20) C. Ruiz stellte in seinem Artikel ein neuartiges Herzklappenstent-
System vor, welches aus einem selbstexpandierenden Stent mit einer bikuspide Klappe

aus porciner Dinndarmmukosa besteht und in ein Ablagesystem mit einem sehr
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geringen AulRendurchmesser (8 French) geladen werden kann. Das Ziel der Studie war
die Machbarkeit der Implantation des Herzklappenstents zu beweisen, aber vor allem
die Langlebigkeit von Dinndarmmukosa als neuartiges Klappenmaterial zu Uberprufen.
C. Ruiz beschreibt eine Segelverdickung der explantierten Klappen bereits nach 3
Monaten. Nach 6 Monaten wurde eine weitere Segelverdickung und Versteifung
beobachtet. Aullerdem wurde eine Hyperplasie von Gefallintima beschrieben, die sich
auf den Bereich der Klappenbasis konzentriert. Gewebe wuchs auf die Basis der
Klappensegel und verjungte sich konisch zur Spitze der Klappensegel. Intimadicken von
bis zu 150 ym im Bereich der Klappenbasis wurden gemessen. Zudem wurde eine
Verkirzung der Segel beschrieben. Nach 1 Jahr waren zwei von drei
Herzklappenstents frakturiert und die Klappen in diesen Stents gerissen. Die Segel der
Klappen waren stark verkiirzt und verdickt. Uber die Dicke der GefaRintima wird nicht

berichtet.

In Ubereinstimmung mit den Beobachtungen aus der Versuchsreihe von C. Ruiz, zeigte
sich in der Kontrollgruppe unserer Studie nach 3 Monaten starke Proliferation von
Gewebe im Bereich des implantierten Stents. Die Gewebsneubildung konzentrierte sich
auch in unserer Studie auf die Klappenbasis. Jedoch zeigte der Teil der Gefallwand die
Kontakt mit dem restlichen Teil des Stents hatte ebenfalls eine starke
Intimahyperplasie. Die von uns gemessene Intimadicke im Stentlumen der
Kontrollgruppe nach 3 Monaten korreliert in etwa mit den Werten, die C. Ruiz nach 6
Monaten berichtet (120 vs. 150 um).

Die Klappenfunktion in der Kontrollgruppe zeigte sich bei der Kontrolluntersuchung im
MRT nach 3 Monaten beeintrachtigt. Magnetresonanztomographische Flussmessungen
zeigten eine Insuffizienz der Implantate in der Kontrollgruppe mit einer signifikant
hoheren Regurgitation als in der Everolimusgruppe (7,314,2% vs. 4,3+3,1%). Die
Kombination des erhdhten rechtsventrikularen Schlagvolumens mit einem leichten
Anstieg des Druckgradienten uber der Klappe wies auf das Vorliegen einer
hamodynamisch nicht relevanten ,funktionellen® Stenose (im Gegensatz zu einer
morphologisch bedingten Stenose) der prothetischen Pulmonalklappe hin. Diese
funktionelle Stenose ist Ausdruck des erhdhten rechtsventrikularen Volumens und ein

weiterer Hinweis auf eine Storung der Klappenfunktion.
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6.4 Inhibierende Wirkung von Everolimus auf neoinitmale Proliferation

Verschiedene grol’e Studien konnten belegen, dass eine verstarkte Proliferation von
Intima nach Stentimplantation durch Einsatz von immunsupprimierenden Pharmaka
inhibiert werden kann. Sowohl die lokale Applikation (drug-eluting stents) als auch der
systemische Einsatz (orale Medikation) zeigten gute Ergebnisse sowohl im Tierversuch
als auch in klinischen Studien. (30-31, 36, 38, 69-70) Everolimus (Certican, Novartis),
ein neuartiges imunsupprimierendes und proliferationshemmendes Medikament wird
seit kurzem mit grollem Erfolg zur Senkung der Restenoserate nach Stentimplantation
eingesetzt. Erste Studien mit medikamentenbeschichteten Stents (everolimus-eluting
stent, Biosensors International Inc.) demonstrierten die Sicherheit des Medikaments
und eine signifikant gesenkte Intimadicke nach 6 Monaten, die sich im Vergleich mit
etablierten Systemen (Sirolimus-eluting stent, Paclitaxel-eluting stent) als nicht

unterlegen zeigten.(71-72)

Everolimus (Entwicklungsname: RAD) ist ein immun- und proliferationshemmender
Wirkstoff und findet klinisch Anwendung als Medikament zur Verhinderung von
AbstoRungsreaktion bei Herz- und Nierentransplantaten.(41) Das Praparat wirkt am
Signaltransduktionsweg der Zellzyklusprogression. Hier inhibiert es die p 70 S6 Kinase
und blockiert so die Interleukin-2- und Interleukin-15 vermittelte T- und B-
Lymphozytenproliferation, sowie die durch Wachstumsfaktoren induzierte Proliferation
von gefalistammigen glatten Muskelzellen. Everolimus (40-0-[hydroxylethyl-rapamycin)
unterscheidet sich strukturell nur wenig von Sirolimus (Rapamycin, Rapamune, Wyett).
Beide Wirkstoffe bestehen aus beinahe identischen makrozyklischen Molekilen, wobei
bei Sirolimus eine Hydroxylgruppe als Seitenkette angehangt ist, bei Everolimus jedoch
eine Hydroxy-Ethoxy-Gruppe. Trotz dieser geringen strukturellen Unterschiede
zeichnen sich die beiden Wirkstoffe durch eine unterschiedliche Pharmakokinetik und —
dynamik aus. Verglichen mit Sirolimus erreicht Everolimus schneller ein
FlieRgleichgewicht (4 Tage im Vergleich zu 6 Tagen) und zeigt eine fast dreimal so
niedrige Halbwertszeit (19 Stunden verglichen mit 60 Stunden).(47, 73) Durch diese
Eigenschaften kdnnen Dosisanderungen bei Patienten einfacher durchgeflhrt werden.
In einem placebo-kontrollierten Tiermodell demonstrierte oral verabreichtes Everolimus

eine verminderte Neubildung von Intima im Lumen von Stents im Vergleich zu Tieren
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der Placebogruppe.(45) In dieser Studie von Farb et al wurden ballon-expandierbare
Stents (Multi-Link) bilateral in die A. illiaca von Kaninchen implantiert und die Tiere
danach in einer Hoch- und einer Niedrigdosisgruppe mit Everolimus behandelt und mit
einer Plazebogruppe verglichen. Die Auswertung erfolgte nach 28 Tagen. In beiden
Everolimusgruppen zeigte sich ein signifikant vermindertes neointimales Wachstum von
Gewebe im Lumen der Stents im Vergleich zur Plazebogruppe. A. Farb beschreibt in
der Niedrigdosisgruppe eine eine gute Ausheilung der GefalRwand, charakterisiert durch
komplette Endothelialisiertung und einen dinnen, aber vollstindigen Uberzug von
neointimalen Zellen. In der Hochdosisgruppe bleibt diese komplette Endothelialisierung
und Zelliberzug der Stentmaschen teilweise aus und zeigt eine nicht vollstandig
abgeschlossene Ausheilung der Gefallwand. Aullerdem wurden in der
Hochdosisgruppe Nebenwirkungen der Everolimusbehandlung beobachtet. Funf von
sechs Kaninchen zeigten Appetitlosigkeit und einen Gewichtsverlust von uber 10% des
Koérpergewichts in den ersten funf Tagen nach Intervention. In beiden
Everolimusgruppen werden deutlich weniger Entzindungszellen (vorwiegend
Makrophagen) in der Neointima vorgefunden als in der Placebogruppe. Das Ausmaf}
der von A. Farb berichteten Inhibierung von neointimaler Proliferation ist vergleichbar
mit den Ergebnissen von etablierten lokalen Systemen wie den Sirolimus-beschichteten
Stents.(70)

Die Ergebnisse unserer Studie in der Everolimusgruppe unterstitzen die
Beobachtungen der Kaninchenstudie von A. Farb. In unsere Schweinestudie mit
klappentragenden Stents in Pulmonalposition, zeigte orales Everolimus eine signifikante
Inhibierung von neointimaler Proliferation, verbunden mit einer guten Ausheilung der
GefalRwand. Die implantierten Stents zeigten bei den Tieren der Everolimusgruppe
nach 3 Monaten eine Uberdeckung der Stentmaschen mit einer diinnen neointimalen
Schicht und einen vollstindigen Uberzug mit Endothel, vergleichbar mit den
Beobachtungen von A. Farb. Auch die Klappensegel des Herzklappenstents zeigten
nach 3 Monaten Behandlung mit Everolimus einen kontinuierlichen Uberzug von Zellen.
Im Vergleich mit der Kontrollgruppe wurde eine erhebliche Inhibierung von
Neointimabildung und ein klar zu beobachtender Erhalt der Klappenfunktion in der
Everolimusgruppe beobachtet. Nach Ablauf von drei Monaten waren peak-to-peak
Druckgradienten und magnetresonanztomographische Flussmessungen in der

Everolimusgruppe nahezu auf dem gleichen Niveau wie zum Zeitpunkt der Implantation,
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wahrend in der Kontrollgruppe eine deutliche Verschlechterung der Klappenfunktion
gemessen wurde. Diese Ergebnisse demonstieren den degenerierenden Einfluss von
neointimaler Proliferation auf unser Implantat und belegen die inhibierende Wirkung von

oralem Everolimus auf diese Entwicklung.

In unserem Tiermodell wurden, im Vergleich mit der Studie von Farb et al, die
proliferationshemmende Behandlung mit einer geringeren Everolimusdosis erreicht. Die
in unserer Versuchsreihe erreichten Plasmalevel lagen bei 4,2+2,4 ng/ml und somit im
unteren Bereich der empfohlenen Level bei Herz- und Nierentransplantationen.(74) A.
Farb fuhrte keine Plasmaspiegelbestimmung von Everolimus durch, jedoch lag die
verabreichte Dosis mit 0,75-1,0 mg/kg/d als Erhaltungsdosis wesentlich hoher als in
unserem Tiermodell. Nebenwirkungen der Everolimusbehandlung traten in unserem
Kollektiv nicht auf. A. Farb beschrieb in seiner Kaninchenstudie einen signifikanten
Appetits- und Gewichtsverlust der Tiere in der Hochdosisgruppe. Die
Gewichtsentwicklung der Schweine unserer Everolimusgruppe zeigte keine
Auffalligkeiten. Schwerwiegende Infektionen konnten nicht beobachtet werden. Auch im
besonders kritischen postinterventionellen Bereich zeigten sich keine Infektionen der
Punktionsstellen und keines der Tiere entwickelte eine Sepsis. Ein Tier der
Everolimusgruppe entwickelte milden Durchfall. Da sich das Tier aber trotz
weiterlaufender Behandlung mit einer gleich bleibenden Dosis Everolimus rasch klinisch
besserte, ist diese gastrointestinale Stoérung eher nicht als direkte Nebenwirkung zu
werten. Nach durchgefiihrter Antibiose trat eine rasche klinische Besserung ein. Ob
eine Immunsupprimierung durch Everolimus und ein infektioses Geschehen
grundlegend fur diese Stérung war, kann nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden.
Eisen et al beschreiben im Menschen bei dhnlichen Plasmaleveln wie in der von uns
durchgefuihrten Studie, die Inzidenz von Infektion, Thrombozytopenie und Leukopenie
mit 4,7%, 1,9% und 2,4% der mit Everolimus behandelten Patienten.(41) In unserer
Studie konnten kein Abfall der Thrombozyten- oder Leukozytenzahlen beobachtet

werden.

Die perkutane Implantation des Herzklappenstents war mit unserer Methode ohne
Verlust von Tieren und ohne Komplikationen durchfuhrbar. In der Vergangenheit
durchgefuhrte Akutversuche mit dem selben Tragerstent zeigten eine hohe Sicherheit
bei der Implantation und gute Handhabung des Systems.(49) Das von uns entwickelte

Ablagesystem hat einen AuRendurchmesser von 12 French. Etablierte Ablagesysteme
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anderer Forschungsgruppen, welche sich bereits im klinischen Einsatz befinden, sind
mit Durchmessern von 16-20 French wesentlich dicker.(6, 7) Obwohl diese Systeme
sehr gute Ergebnisse und eine hohe Sicherheit unter Beweis gestellt haben, ist ein
System mit einem geringeren Aulendurchmesser von Vorteil. Der Einsatz in
padiatrischen Patienten wird durch ein dinneres System wesentlich vereinfacht. Beim
Ersatz der Pulmonalklappe wird das System durch Trikuspidal- und Pulmonalklappe
gefuhrt und verhindert wahrend der Implantation den vollstandigen Klappenschluss. Ein
zu ungunstiges Verhaltnis von Systemdurchmesser zu Klappendurchmesser kann zu
signifikanten Insuffizienzen wahrend der Intervention fihren. Im Tierversuch wurden
Herzrhytmusstorungen wahrend der perkutanen Implantation von klappentragenden
Stents in Pulmonalposition beschrieben.(75) Diese Komplikation ist neben der
Ostienverlegung der Koronararterien beim perkutanen Aortenklappenersatz und der
Perforation von kardiovaskularen Strukturen eine potientielle Komplikation, die beim
Klappenersatz mit Transkathetertechnik akut letal verlaufen kann. Diese Komplikationen

wurden in unserem Kollektiv nicht beobachtet.

Trotz dieser ermutigenden Ergebnisse ist noch ein erheblicher Forschungsaufwand
notig. In weiteren Studien muss nun das Minimum der bendtigten Dauer und
Plasmalevel der Everolimusbehandlung bestimmt werden, welches notig ist, um die
erzielte Inhibierung von neointimaler Proliferation zu erreichen. Aullerdem mussen die
Proliferationsvorgange nach Beendigung der Everolimusbehandlung beleuchtet werden
und die Wirksamkeit einer Folgebehandlung mit Everolimus auf einen eventuell
auftretenden neointimalen Aufholeffekt Uberpruft werden. Diese Themen sollten in

zukunftigen systematischen Tierstudien mit langer Laufzeit Gberprift werden.

Der Heilvorgang nach Verletzung der Gefalwand lauft beim Menschen und im
Tiermodell nicht vollstandig gleich ab. Es existieren erhebliche Unterschiede im
zeitlichen Verlauf des Heilvorgangs.(76) Im Tiermodell scheinen proliferative Vorgange
sehr viel schneller abzulaufen, wobei in der menschlichen GefalRwand die Migration von
glatten Muskelzellen aus der Media oder der verletzten Intima in die expandierende
Neointima, neben einer einfachen proliferativen Reaktion, wesentlich zur Neubildung
von Gewebe beitragt.(64, 66, 77) In der Kontrollgruppe unserer Studie wurden in
neointimalem Proliferationsgewebe nach 3 Monaten eine groke Anzahl von
Lymphozyten gefunden. Diese chronischen Entziindungszellen sind in der Neointima

nach Stentimplantation beim Menschen entweder direkt nach Implantation (3 bis 7
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Tage), oder nach Ablauf von mehr als 6 Monaten zu finden.(77) Dieser Befund in der
Kontrollgruppe ist ein Anzeichen fur eine chronische Inflammation der Gefallwand,
wobei das im Vergleich zum Menschen sehr frihe Auftreten von chronischen
Entzindungszellen in der Neointima die schnelleren Proliferationsprozesse im

Tiermodell widerspiegelt.(77)

Es verdichten sich die Hinweise, dass prothetische Herklappen aus biologischen
Materialien Antigen-Eigenschaften besitzen und eine chronische Abstol3ungsreaktion
auslosen.(78-79) Diese Immunreaktion ist einer der Faktoren, welcher fir die
Degeneration und das fruhzeitige Versagen von biologischen Implantaten verantwortlich
gemacht wird.(63) Dabei wurden Lymphozyten, vornehmlich T-Zellen, als Trager der
AbstoBungsreaktion ausgemacht.(80) Es wurde gezeigt, dass T-Zellen das
Klappenmaterial infiltrieren und dass diese Invasion von Lymphozyten mit einem
strukturellen Versagen und einer Destruktion der Klappensegel einhergeht.(80) Im
Tiermodell wurde an Ratten demonstriert, dass durch die Gabe von Ciclosporin oder
durch eine Behandlung mit monoklonalen Antikorpern gegen alpha4-/beta2-Integrin die
Infiltration von Macrophagen und T-Lymphozyten in das Klappenmaterial signifikant
gesenkt werden kann und dass in der Folge die strukturelle Integritat des
Klappenmaterials erhalten bleibt.(80)

In der Kontrollgruppe unserer Studie wurden in Verbindung mit starker neointimaler
Proliferation deutlich mehr Lymphozyten in dem neugebildeten Gewebe beobachtet als
in der Everolimusgruppe. Orales Everolimus scheint die Infiltration von Lymphozyten in
neointimales Proliferationsgewebe zu vermindern. Diese Beobachtung ist von
potentiellem Interesse flir die Pravention von immunogener Degeneration von
biologischen Herzklappenimplantaten. In unserer Studie wurde kein biologisches
Klappenmaterial eingesetzt. Deshalb kann nur spekuliert werden, ob orales Everolimus
in der Lage ist, auch die Infiltration von Lymphozyten in dieses Klappenmaterial zu
inhibieren und so der Degeneration von biologischen Klappenimplantaten

entgegenzuwirken. Diese Vermutung sollte in erneuten Tiermodellen Uberprift werden.

6.5 Einschrankungen

Unsere Studie zeigt klare und signifikante Ergebnisse. Trotzdem sind Einschrankungen

vorhanden und unsere Ergebnisse nicht universell auf andere Modelle Ubertragbar.
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Einerseits handelt es sich bei unserer Versuchsreihe um ein Tiermodell, in dem, wie
bereits beschrieben, Proliferationsvorgange der geschadigten Gefaldwand nicht ganz
deckungsgleich zum Heilungsprozess beim Menschen ablaufen. Andererseits ist
anzunehmen, dass die Proliferationsreaktion der GefaRintima auf klappentragende
Stents bei verschiedenen Methoden und Implantaten einen nicht ganz synchronen
Heilungsablauf aufweisen wird. In einem vergleichbaren Modell kann erwartet werden,
dass ein ballon-expandierbarer Stent durch vermehrte Verletzung der Gefallwand bei
der Expansion eine verstarkte Proliferation auslost.(66) Auch das Design des
Tragerstents wird durch die Anordnung von Maschen und unterschiedliche Stabilitat am
Implantationsort einen Einfluss auf die Heilung der GefaBwand nehmen. Zuletzt wird
voraussichtlich das Klappendesign durch verschiedene Offnungs- und Schlussdriicke
und sich daraus ergebende Microbewegungen des Stents, sowie durch die Wahl des
Klappenmaterials und eventuell auftretenden Immunreaktionen auf biologisches
Klappenmaterial die Proliferation von Neointima beeinflussen. Auf Grund dieser
Vermutungen konnen unsere Ergebnisse nicht fur andere mechanische oder
biologische Herzklappenprothesen gelten und diese bendtigen eine individuelle
Evaluation. In unserer Studie wurden die Herzklappenstents in junge, wachsende
Schweine implantiert. Ein Gewicht von 35 kg entspricht dabei in etwa einem Alter von 3-
4 Monaten. Die Geschwindigkeit des somatischen Wachstums, die Tierspezies und
das Alter sind ebenfalls Faktoren, die immunogene und proliferative Prozesse

beeinflussen.

Unsere Ergebnisse mussen in Langzeitstudien mit grofReren Tierzahlen bestatigt
werden. Ein wichtiges Ziel zukUnftiger Studien sollte die systematische Evaluierung des
Minimalwerts flr Everolimus-Plasmaspiegel sein, die notwendig sind, um eine effektive
anti-proliferative Antwort zu erhalten. In diesen Untersuchungen muss aullerdem die
Frage beantwortet werden, ob ein proliferativen Nachholeffekt (neointimal catch-up)

nach Beendigung der Everolimusgabe existiert.

7 Schlussfolgerungen

Die Ergebnisse unserer Studie zeigen, dass neointimale Proliferation nach Implantation
eines Herzklappenstents die Klappenfunktion beeintrachtigen und einen potentiellen
Grund fur das Versagen des Implantats darstellen kann. Dies ist die erste Studie, die
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den inhibierenden Effekt des Immunsuppressivums Everolimus auf die neointimale
Proliferation nach der Implantation von klappentragenden Stents in Schweinen
beschreibt. Die orale Gabe einer vergleichsweise geringen Dosis Everolimus schrankte
die Proliferation von Neointima im Lumen des Herzklappenstents ein. Aulierdem fihrte
die Behandlung mit oralem Everolimus zu einer verringerten Infiltration von
Lymphozyten in das Gewebe in der Umgebung des klappentragenden Stents. Diese
Vorgehensweise konnte eine zukunftige Anwendung im Management von perkutanem
Ersatz der Pulmonalklappe finden und als Behandlungsstrategie zur Vermeidung von
Degeneration von Herzklappenstents eingesetzt werden. Unsere Ergebnisse

rechtfertigen weiterfuhrende Studien.

8 Zusammenfassung

8.1 Einleitung

Wachstumfaktor-assoziierte Proliferation von Zellen kann nach Stentimplantation eine
Intimaverdickung im Lumen des Stents verursachen. Der perkutane Ersatz von
Herzklappen mittels Transkathetertechnik ist eine neu entwickelte alternative Methode
zur chirurgischen Implantation von prothetischen Herzklappen mit vielversprechenden
Aussichten. Erste Langzeitdaten lassen vermuten, dass die Proliferation von Neointima
einen negativen Einfluss auf die Funktion von klappentragenden Stents zeigt. Viele
Studien demonstrieren den erfolgreichen Einsatz von immunsupprimierenden
Medikamenten zur Senkung der neointimalen Proliferation in endovaskularen Stents.
Die Zielsetzung dieser Studie war die Uberpriifung der Frage, ob orales Everolimus
inhibierend auf die neointimale Gewebsproliferation wirkt, welche mit der Implantation

eines klappentragenden Stents in Pulmonalposition verbunden ist.

8.2 Material und Methoden

In 12 Schweine wurden prothetische Herzklappen mittels einer transkutanen
Kathetertechnik implantiert. Die trikuspide Herzklappen wurden aus einem Polymer
gefertigt, mit Titan beschichtet und in einen selbstexpandierenden Nitinolstent

eingenaht. Der Herzklappenstent wurde in-vitro auf seine hamodynamischen
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Eigenschaften in einem Flussphantom getestet. AnschlieRend wurde der HKS mittels
transkutaner Kathetertechnik in die Pulmonalposition der Tiere implantiert und
unmittelbar nach Implantation die Klappenfunktion angiographisch Uberprift, sowie eine
invasive Messung des Druckgradienten Uber der prothetischen Klappe durchgeflhrt.
Das Implantat verblieb fir 3 Monate in situ. Bei 6 Tieren wurde eine orale Behandlung
mit taglich 2 mg Everolimus durchgefuhrt. Die verbleibenden 6 Tiere erhielten kein
Everolimus und bildeten die Kontroligruppe. Bei beiden Gruppen wurde eine
antikoagulative Behandlung mit Aspirin und Clopidogrel per os durchgefuhrt. Nach 3
Monaten wurde erneut die Klappenfunktion der Implantate invasiv hamodynamisch
evaluiert. Zusatzlich wurden mittels MRT Blutflussmessungen durch die protethischen
Herzklappen durchgefuhrt. Postmortem wurden die Herzklappenstents explantiert und

makroskopisch, histologisch und elektronenmikroskopisch untersucht.

8.3  Ergebnisse

Die in vitro Testung der prothetischen Herzklappe demonstrierte gute hamodynamische
Eigenschaften. Die Implantation des HKS war bei allen 12 Tieren erfolgreich. Initiale
hamodynamische Messungen im Herzkatheterlabor nach Implantation zeigten eine gute
Klappenfunktion des Implantats. Die Behandlung mit Everolimus zeigte keine
unerwinschten Nebenwirkungen. Gemessene Everolimus-Talspiegel im Vollblut der
Tiere waren 4,2+24 ng/ml. Die Folgeuntersuchung im Herzkatheterlabor nach 3
Monaten zeigte eine gut erhaltene Klappenfunktion in der Everolimusgruppe und eine
nur wenig schlechtere Klappenfunktion in der Kontrollgruppe. Stenosen konnten bei der
invasiven Evaluation der Klappenfunktion in keiner Gruppe beobachtet werden.
Magnetresonanztomographische = Messungen zeigten ebenfalls eine intakte
Klappenfunktion der Everolimusgruppe mit einer Regurgitationsfraktion von 4,3+3,1%,
aber demonstrierten eine gestorte Funktion in der Kontroligruppe mit einer
Regurgitationsfraktion von 7,3+4,2% (p<0.01). Postmortem zeigten die explantierten
Stents der Everolimusgruppe in der makroskopischen und histologischen Untersuchung
nur einen dinnen Uberzug der Stentmaschen mit Gewebe. Die Klappensegel waren frei
von funktionsstorenden Ansammlungen von Proliferationsgewebe und die
elektronenmikroskopische Untersuchung zeigte lediglich einen dinnen und

kontinuierlichen Uberzug mit Zellen. Im Gegensatz dazu wurde in der Kontrollgruppe
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erhebliche Neuformation und Verdickung von Gefaldintima festgestellt. Die
Gewebsneubildung war am deutlichsten an der Basis der prothetischen Klappe, dehnte
sich auf die Klappensegel aus und verursachte eine Verdickung und Verklrzung der

Segel.

8.4  Schlussfolgerung

Die nach Stentimplantation auftretende Proliferation von Neointima hat in der
vorliegenden Studie einen negativen Einfluss auf die Klappenfunktion von perkutan
implantierten Herzklappenstents. Zudem wurde gezeigt, dass die orale Gabe von
Everolimus effektiv die Neubildung von Gewebe in klappentragenden Stents in der

Pulmonalposition von Schweinen inhibiert.
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