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1 EINLEITUNG

1.1. Stents in der Gefifdchirurgie- Etablierte Indikationen und Innovatives

Neben der Therapie der koronaren Herzkrankheit nimmt die endovaskuldre
Behandlung inzwischen auch im Bereich peripherer Gefiflerkrankungen einen
grofien und immer mehr wachsenden Stellenwert ein [1]. Dies ist vor allem durch die
geringere Invasivitit endovaskuldrer Eingriffe gegeniiber dem operativen Vorgehen
bedingt, auch wenn letzteres in verschiedenen Lokalisationen noch die besseren
Langzeitergebnisse erzielt. Neben den primidren endovaskuldren Eingriffen werden
zunehmend Patienten einer sogenannten Hybridoperation unterzogen, die die
Kombination aus endovaskulirem und operativem Eingriff darstellt [2]. Ein
klassisches Beispiel ist die operative Ausschidlung einer verschlossenen A. femoralis
communis, der sich die interventionelle Stentversorgung der ipsilateralen stenosierten
A. iliaca communis anschlie3t. Ein neues Therapiekonzept ist das Uberstenten einer
Prothesenbypass Anastomose [3 7]. In diesem Bereich liegt haufig ein Missverhaltnis
der Compliance von Prothese und nativem Gefifd vor, aus dem Inkongruenzen und
Dissektionen entstehen konnen. Als Folge droht ein Bypassverschluss [8 11]. Die
Glattung der Stufe durch Stentapplikation zwischen Prothese und Arterie kann diese
Komplikation vermeiden. Dies ist aber nur sinnvoll, wenn der applizierte Stent
bioresorbierbare Eigenschaften besitzt, da die Implantation eines permanenten
Fremdkorpers durch inflammatorische Reaktionen des umliegenden Gewebes iiber
kurz oder lang erneut zu einer Restenose fithren kann. Dariiber hinaus ist die
Stiitzfunktion nicht lebenslang notwendig, sondern wird nur eine voriibergehende
Zeit benétigt. Dieses Intervall betrdgt ca. sechs bis zw6lf Monate nach Stent
Implantation, bis zum Abschluss der Gefdfsheilung [12 14]. Da ein erhohtes

inflammatorisches Potential der biodegradierbaren Polymer Stents bekannt ist [15,



16], bietet sich die Verwendung des Drug Eluting Konzepts an, bei dem die
Oberfliche des Polymer Stents mit einem antiproliferativ wirkenden Pharmakon
beladen wird. Idealerweise verbleibt dabei das Medikament in wirksamer

Konzentration so lange, bis der Polymer Stent abgebaut ist.

1.2. Stenting der A. carotis

Die Stenose der A. carotis interna ist ein wichtiger Faktor in der Atiologie des
Schlaganfalls, dessen Risiko mit dem Schweregrad der Stenosierung und dem
Vorhandensein einer klinischen Symptomatik direkt korreliert. Zahlreiche klinische
Studien (NASCET, ECST, ACST, ACAS) haben die Effizienz der operativen
Behandlung durch CEA (Carotid Endarterectomy) mit niedriger Morbiditit und
Mortalitdt bei guten Langzeitergebnissen bewiesen [17 23]. Die SAPPHIRE Studie
zeigte, dass Carotid Artery Stenting (CAS) mit Protektion zur Vermeidung einer
zerebralen Embolie bei Hochrisikopatienten mindestens genauso sicher ist wie eine
CEA [24]. Zudem reduziert der minimal invasive Eingriff das Risiko
kardiopulmonaler und neurologischer Komplikationen. Doch die Limitation liegt
auch hier wieder in der Restenose, die mit der Traumatisierung der Gefifdwand
assoziiert ist. Die Restenose Rate fiir CAS mit Nitinol Stents liegt bei 6% und 7.5%
nach 1 und 2 Jahren und ist damit hoher als die nach operativer Behandlung [25]. Die
ersten beiden randomisierten Multicenterstudien EVA 3S und SPACE zum Vergleich
von CEA und CAS wurden Ende 2006 publiziert. Im EVA 3S Trial wurde die
Anwendung bei 575 Patienten mit symptomatischer schwergradiger Carotisstenose
untersucht [26] und musste aus Griinden der Sicherheit vorzeitig beendet werden.
Die Inzidenz eines Todesfalls oder Apoplex nach 1 und 6 Monaten war nach
Angioplastie fast doppelt so hoch als nach chirurgischer Endarterektomie. Das

Sicherheitskomitee warnte nach diesem Zwischenergebnis vor CAS ohne cerebrale



Protektion, da die Todesrate in dieser Versuchsgruppe nach 30 Tagen einen 3.9 fach
héheren Wert erreichte [26]. Die Resultate des SPACE Trials, der in noch gréfierem
Umfang durchgefithrt wurde, bestitigten die Unterlegenheit der stentgeschiitzten
Angioplastie mit einer Differenz von 0,5% in der Rate der Todes und Schlaganfille
nach 30 Tagen [27]. Die Ergebnisse nach 6 und 12 Monaten liegen noch nicht vor.

Die Anwendung von Drug Eluting Stents bei neurovaskuldren Krankheiten ist bisher
iberwiegend tierexperimentell erforscht. In einer randomisierten Studie
implantierten TEPE et al. einen Nitinol Stent mit und ohne Sirolimusbeschichtung in
die porcine A. carotis und konnten in der Gruppe des pharmakonbeschichteten Stents
eine signifikante Reduktion der neointimalen Hyperplasie feststellen [28]. In einer
klinischen Anwendung wurde der Einsatz von Sirolimus oder Paclitaxel
beschichteten Stents bei Hochrisikopatienten mit symptomatischer intrakranieller
Carotisstenose untersucht und zeigte ein positives Outcome [29]. Innerhalb des
sechsmonatigen Follow Up trat kein Schlaganfall oder Todesfall auf, auch nach 12

Monaten blieb die Rate sehr gering.

1.3. Der ideale Stent

Die Anforderungen an den idealen Stent werden wie folgt formuliert [30 32]:

Die optimale Gefif3stiitze soll den Teufelskreis aus arterieller Stenose, Intervention
und Restenose durchbrechen. Sie muss flexibel sein, um gewundene Gefifsabschnitte
und Engstellen passieren zu konnen, ohne das Endothel zu beschédigen, soll aber
andererseits mechanische Stabilitit besitzen, um die erforderliche Stiitzfunktion
ausiiben zu konnen. Sie soll biokompatibel sein und eine minimale Thrombogenitit
aufweisen, weshalb eine moglichst geringe Oberfliche und Strutdicke von Vorteil
sind. Diese sind auch entscheidend fiir ein atraumatisches Design, da die Struts einen

wesentlichen Anteil an der GefiBwandverletzung haben. Durch ein niedriges Profil



soll ein moglichst geringer proliferativer Reiz gesetzt werden. Der Stent muss
weiterhin eine verldssliche Entfaltbarkeit besitzen. Eine zu geringe Dilatation kann
zur Verengung des Gefies fithren, eine Uberexpansion zu vermehrter
Gefdfsschiadigung und als Folge zur Stenosierung durch erhohte neointimale
Proliferation. Des Weiteren soll der Stent eine radiale Expansionskraft aufweisen,
damit eine ausgewogene Druckbelastung zwischen allen Bereichen der Gefafdwand
gesichert wird, da Stentasymmetrie und Restenosierung miteinander korrelieren [33].
Um die schnelle Einheilung ins Gewebe zu ermdglichen, muss eine rasche
Endothelialisierung gewihrleistet sein. Ein Ansatz in Erprobung ist die lokale
Freisetzung des Endothelium Derived Growth Factor (EDGF) aus der Beschichtung
des Stents [34]. Zudem soll der Stent rontgenologische Darstellbarkeit besitzen, MRT
und CT Kompatibilitdt eingeschlossen, da die Visualisierung der Endoprothese ein
Kriterium zur Optimierung der Implantation und der postoperativen Auffindbarkeit
darstellt. Der ideale Stent fungiert auferdem als Tridger von Medikamenten, die lokal
einer protrahierten Freisetzung unterliegen und die an der Restenose beteiligten
Prozesse inhibieren. Um eine lebenslange Fremdkoérperreaktion zu umgehen, sollte
der Stent nach abgeschlossenem ,remodeling” der Gefifwand vom Organismus

abbaubar sein.

1.4. Metall- Stent

Die Begriinder der endovaskuldren rekanalisierenden Eingriffe sind DOTTER und
JUDKINS, die 1964 die Expansion von atherosklerotischen Aa. femorales mit Hilfe
von transluminalen Dilatationskathetern vornahmen [35]. Die erste koronare
perkutane Angioplastie wurde 1977 von GRUENTZIG erfolgreich angewandt [36].

Die Problematik der Angioplastie liegt in der elastischen Riickfederung des Gefifes



nach Deflation des Ballonkatheters, die eine erneute Lumenverengung bewirkt. Um
eine langfristige FErhaltung der Gefiffaufweitung zu erwirken, wurde eine
Gefifistiitze erforderlich, der Stent. Es wird angenommen, dass die Bezeichnung auf
den Londoner Zahnarzt C. STENT zuriickzufithren ist. Dieser konstruierte
Stiitzmaterialien fiir medizinische Anwendungen. Bereits 1912 implantierte CARREL
Glasréhrchen in die Aorta von Hunden. CARREL beschrieb das Prinzip der
dauerhaften mechanischen Stiitze als praktikabel und fiir die Chirurgie am Menschen
[37]. 50 Jahre spdter publizierte DOTTER seine Beobachtungen iiber die Implantation
von Stiitzen aus Plastik und chirurgischem Stahl in die Poplitealarterien von
Hunden. Die Plastikstents wiesen starke Thrombosen auf, die Metallstents dagegen
blieben monatelang durchgingig [38]. Mit der Zulassung der Stents fiir die klinische
Anwendung erfolgte ab 1986 ihr Einsatz. SIGWART et al. veroffentlichten ein Jahr
spiter vielversprechende Ergebnisse {iiber die Implantation von Stents aus
chirurgischem Stahl in koronare und periphere GefifSe beim Menschen [39]. 1988
publizierte PALMAZ die Ergebnisse der ersten Multicenterstudie iiber den Einsatz
von Stents in artherosklerotisch verengten Aa. iliacae [40].

Heute gibt es eine wahre Vielfalt an Stents. Die Werkstoffe reichen von Cobalt

Chromgemischen iiber Platin Iridium Legierungen bis hin zu Tantal. Am hiufigsten
werden jedoch rostfreier Stahl (316L) oder Nitinol (Nickel Titan Legierung)
eingesetzt. Eine weitere Einteilung kann iiber unterschiedliche Parameter wie Design,

Zusammensetzung, Beschichtung und Applikationsform vorgenommen werden.



1.5. Problematik der Stentimplantation: Thrombose und Restenose

Thrombose

Die Stentimplantation bewirkt einen stirkeren thrombogenen Reiz auf die
Gefiffwand als die alleinige PTCA, da die Fremdkorpereigenschaften der
Gefifsprothese einen stirkeren gerinnungsféordernden Reiz auslosen und der Stent
durch die Strebenverankerung eine tiefere und linger anhaltende Ldsion in der
Gefifwand hinterlédsst [41 43]. Im ersten postoperativen Stadium (1 4 Tage nach
Stentimplantation) steht der Prozess der Thrombogenese im Vordergrund.
Unmittelbar nach Endotheldenudation kommt es zur Freilegung von thrombogenen
Komponenten der extrazelluliren Matrix, Kollagen und Thromboplastin, deren
Exposition gegeniiber dem Blutstrom zur Anlagerung eines Monolayers von

Thrombozyten mit der Bildung eines Abscheidungsthrombus fiithrt [44].

Restenose

Eine Restenose liegt vor, wenn postoperativ eine Verringerung des initialen
Weitungserfolges um mindestens 50 % vorliegt [45].

Das Phianomen der Restenose nach Einsatz eines Angioplastieverfahrens geht auf eine
Kombination aus elastic recoil, remodeling und intimaler Hyperplasie zuriick [46].
Der Recoil beruht auf den elastischen Riickstellungskriften der Gefifwand durch
inhdrente Wandspannung. Das Remodeling ist ein Prozess der strukturellen
Umgestaltung der Gefiffwand im Zuge von Zellmigration, Zellproliferation und
Bildung extrazelluldrer Matrix auf einen Reiz durch Gefaf3schiadigung.

Die pathologische Restenose unterscheidet sich nur in Dauer und Ausmafd der
Reaktion von dem physiologischen Prozess der Wundheilung, der ebenfalls

Entziindung, Granulation und Matrixbildung aufweist.



Der Metallstent kann durch seine Stiitzfunktion weitgehend zur Verhinderung des
-elastic recoil” beitragen, die neointimale Hyperplasie, welche einen weiteren
entscheidenden Faktor in der Pathogenese der In Stent Restenose darstellt, kann er

aber nicht inhibieren [47].

Abb.1: In-Stent-Restenosierung durch neointimale Hyperplasie, links: histologischer
Querschnitt, rechts: makroskopische Querschnittaufnahme, [mit freundlicher
Genehmigung von MB Leon, Presbyterian Hospital, New York, USA.]

Diese stellt die Reaktion der Gefifiwand auf feinste mechanische Lisionen dar. Nach
Endotheldenudation kommt es durch Exposition subendothelialer Strukturen
gegeniiber dem Blutstrom zu einer inflammatorischen Reaktion der Gefidfwand.
Diese fiihrt iiber die Ausschiittung von Zytokinen und Wachstumsfaktoren, wie
platelet derived growth factor (PDGF), epidermal growth factor (EGF), £
transforming growth factor (TGF £8) und Heparinasen zur Aktivierung und

Proliferation glatter Muskelzellen (smooth muscle cells) in der Tunica media. Nach



einigen Tagen kommt es zur Bildung extrazelluldrer Matrix und zur Migration glatter
Muskelzellen in die Intima, die der Granulationsphase der physiologischen
Wundheilung entspricht. Darauthin folgt die Synthese extrazelluldrer Matrix, wie
Kollagen und Elastin, die zu einer erneuten Verengung des Gefifies fiihrt. Das
Ausmafl der Proliferation wund Migration hingt von der initialen
Entziindungsreaktion ab, was auf eine positive Korrelation zwischen dem Grad der
Gefilwandverletzung (Injury Score), der Thrombusbildung und der neointimalen
Proliferation hinweist [48]. SCHWARTZ et al. zeigten aufderdem, dass der Integritit
der Lamina elastica interna eine maf3gebliche Bedeutung zukommt. Die Verletzung
dieser Struktur ist mit einem steilen Anstieg der neointimalen Proliferation
verbunden. Die Inzidenz der In Stent Restenose (ISR) ist besonders hoch beim
Stenten von langen Lasionen, in Bifurkationen und kleinkalibrigen Gefifien sowie bei

Diabetikern [49, 50].

1.6. Losungsstrategien

1.6.1. Antithrombotika:

Zur Senkung des Thromboserisikos hat sich in der klinischen Praxis die systemische
Gabe von Heparin und Thrombozytenaggregationshemmern durchgesetzt. Nach
koronarem Stenting beim Menschen reduzierte die Gabe von Acetylsalicylsdure (ASS)
allein oder in Kombination mit Ticlopidin oder Clopidogrel signifikant die Stent
Thrombose Rate [51]. Auch die Wirkung einer lokalen Freisetzung von Heparin,
Hirudin und Iloprost wurde ausgiebig tierexperimentell untersucht. HARDAMMER
et al. implantierten 1996 erfolgreich heparinbeschichtete Palmaz Schatz Stents im

Schweinemodell und beobachteten eine verminderte Thrombosierung gegeniiber der
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Kontrollgruppe [52]. Seit dem Erscheinen der BENESTENT II Studie ist die lokale

Heparinbeschichtung von Stents klinisch etabliert [53].

1.6.2. Metall-Stent mit Pharmakon Freisetzung:

Um die neointimale Hyperplasie und somit die In Stent Restenose zu verringern, ist

es sinnvoll,

therapeutische

Wirkstoffe lokal einzusetzen.

Diese sollen die

inflammatorische Reaktion der Gefiffwand hemmen und die Proliferation der glatten

Muskelzellen blockieren.

Tab.l: Pharmakologische Wirkstoffe zur Senkung der Restenose
Anti- Anti-Proliferativa | Migrations- Re-
inflammatorische inhibitoren endothelisations-
Immunodulatoren faktoren
Dexamethason Actinomycin Batimastat BCP671
M-Prednisolon Methothrexat Prolylhydroxylase | VEGF
Interferon y-1b Angiopeptin -Inhibitoren Estradiol
Leflunomid Vincristin Halofuginon NO- Donatoren
Sirolimus Mitomycin C-proteinase EPC- Antikorper
Tacrolimus Statine -Inhibitoren
Everolimus Probucol
Zotarolimus
Mycophenol
Mizoribin
Cyclosporin
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Viele Materialien und Medikamente wurden vor diesem Hintergrund als
Beschichtung getestet. Der Einsatz von Wirkstoffen aus der Reihe von
Immunmodulatoren, Zytostatika und Migrationshemmern wird eingeschrankt durch
die essentielle Anforderung, eine Biokompatibilitit zwischen Stentoberfliche und
fliefendem Blut zu erreichen, in die der Stent einheilen und von einer diinnen
Neointimaschicht iiberzogen werden kann, um biologisch inert zu sein. Unspezifisch
zytostatische Medikamente sind daher ungeeignet fiir Stentbeschichtungen, da sie
das Wachstum der Endothelzellen wund somit die Einheilung und
Gewebsvertriglichkeit des Stents behindern. Der Drug Eluting Stent setzt sich nach

LEON et al. aus drei Komponenten zusammen [54]:

e Stent Design
e Tragermaterial des Medikaments

o Wirkstoff

Die derzeit weltweit am héufigsten in der Koronarangioplastie eingesetzten Drug
Eluting Stents sind [32],[55 57]: der Sirolimus beschichtete Cypher Stent™, der
Paclitaxel freisetzende Taxus™ Stent sowie V Flex Stent™ und der Dexamethason
elutierende Dexamet Stent™. Der ENDEVEAVOR II Trial, eine randomisierte,
doppelgeblindete Multicenterstudie mit 1197 Patienten, trat den Vergleich zwischen
einem Metall Stent mit und ohne Zotarolimus Beschichtung an und zeigte klinisch
und angiographisch eine Reduktion der Restenoserate nach 9, 12 und 24 Monaten in
der Gruppe der pharmakonbeschichteten Stents [58]. STONE et al. untersuchten in
einer randomisierten Studie mit 1156 Patienten einen Metall Stent, der das
Immunsuppressivum Paclitaxel aus einer Polymerschicht freisetzt, vergleichend mit
einem Metallkontrollstent und demonstrierten angiographisch eine signifikante

Reduktion der Restenoserate der Drug Eluting Stents [59]. In den FUTURE Trials
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wurde die klinische Applikation von Everolimus geladenen Metall Stents iiberpriift,
es resultierte in einer Reduktion der neointimalen Hyperplasie und Restenose in
einem Zeitraum von 1 12 Monaten post implantationem [60].

Da eine Senkung der Restenoserate durch DES auf unter 10% in vielen klinischen
Studien erwiesen wurde, ist mit der Zulassung weiterer Produkte auf dem
medizinischen Markt zu rechnen. Dennoch gibt es einen permanenten Bedarf an
Weiterentwicklung, da auftretende Komplikationen, wie Spatthrombosen
ausgeschlossen werden miissen. Gegenwirtig sind Drug Eluting Stents, die ihre
Anwendung hauptsidchlich im Bereich der Koronarangioplastie finden, auch fiir die
Applikation an peripheren Gefiflen in der klinischen Erprobung. Im Zuge der
SIRROCO 1II Studie wurde das Stenting der Arteria femoralis superficialis mit
Sirolimus freisetzenden Metall versus Nitinol Stents untersucht, wies jedoch keine
signifikanten Unterschiede auf [61].

Die perkutane Stent Angioplastie zur Therapie stenosierter Nierenarterien hat sich
aufgrund einer hohen Akut und Langzeiterfolgsrate bereits etabliert, doch die
Sicherheit und Wirksamkeit von Drug Eluting Stents in diesem Gebiet ist bisher
kaum untersucht. Die partiell publizierte GREAT Studie (Palmaz Genesis peripheral
stainless steel balloon expandable stent: comparing a sirolimus coated vs. a bare stent
in Renal Artery Treatment) untersuchte den Einfluss eines Sirolimus beschichteten
Stents auf die Restenose Rate in 102 Patienten und zeigte eine relative

Risikoreduktion einer In Stent Restenose von 50% [62].

1.6.3. Sirolimus:

Die von Streptomyces hygroscopicus produzierte Substanz Rapamycin
(Sirolimus/Rapamune®) wurde von Forschern vor {iiber 25 Jahren aus einer

Bodenprobe der Osterinsel Rapa Nui isoliert [63, 64]. Sirolimus besitzt strukturelle
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Ahnlichkeit mit dem, ebenfalls aus einer Streptomyces Art isolierten Tacrolimus.
Beide greifen am selben Zielmolekiil, dem FK 506 binding Protein 12 (FKBP 12) an,
unterscheiden sich aber im Wirkmechanismus. Tacrolimus und Cyclosporin
inhibieren Calcineurin, eine Serin Threonin Kinase und greifen somit in die frithe
Phase der T Zell Aktivierung ein. Sirolimus hingegen blockiert im Komplex mit
FKBP 12 den mammalian target of rapamycine (mTOR), eine Kinase, die essentiell
fiir die Progression des Zellzyklus ist und verhindert damit die Synthese der S6 Kinase
(P70SK6) und die Aktivierung des ribosomalen Proteins S6, womit der Ubergang von
der G1 zur S Phase des Zellzyklus nicht stattfinden kann [65 69]. Des Weiteren
aktiviert der Komplex den natiirlichen Zellzyklusinhibitor p27 [70]. Zusitzlich zum
antiproliferativen Effekt wirkt Sirolimus durch Hemmung proinflammatorischer
Zytokine antiphlogistisch [71, 72]. Die Endothelialisierung bleibt aber ungestort,
denn der zytostatische Effekt betrifft  bevorzugt glatte Muskelzellen und
Lymphozyten [73], da in diesen Zellen ein hoheres Vorkommen des FKBP 12 zu
verzeichnen ist. Diese Eigenschaften pridestinieren Sirolimus fiir die Strategie der
lokalen antiproliferativen und antiinflammatorischen Therapie von Drug Eluting
Stents. In der SIRTAX Studie, einer randomisierten, einfach verblindeten klinischen
Anwendung mit 1012 Patienten wurden die Wirkstoffe Sirolimus und Paclitaxel in
Form des Cypher™ bzw. Taxus™ Stents bei komplexen Koronarldsionen miteinander
verglichen und zeigten die deutliche Uberlegenheit des Sirolimus, sowohl bei den
Parametern des Recoilrate, der Restenose und Revaskularisierung wie auch in der
Rate der Komplikationen [74]. Der REALITY Trial zeigte jedoch keine wesentlichen
Unterschiede in der koronaren Anwendung beider pharmakologischer Wirkstoffe

[75].
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1.7. Biodegradierbare Stents

Die Therapie mit konventionellen Metall Stents und DES weist jedoch einen
entscheidenden limitierenden Faktor auf: Nach kompletter Freisetzung des
Pharmakons beibt der Metall Stent als permanter Fremdkorper zuriick . Somit wird
die inflammatorische Immunantwort zwar zeitlich verzogert, aber nicht umgangen.
Das Auftreten von In Stent Restenosen ist die Folge. Ein weiteres Problem besteht in
der Unzuginglichkeit einer chirurgischen Revaskularisation nach erfolgtem
Permanent Stenting.

Ein Losungsansatz liegt in der Entwicklung temporirer biodegradierbarer Drug
Eluting Implantate, die zundchst die erforderliche Stiitzfunktion ausiiben, aufierdem
mittels kontinuierlicher Freisetzung eines Medikaments die Restenosierung
inhibieren und nach erfolgtem ,remodeling” der Gefiffwand vom Organismus
abgebaut werden [76, 77].

Zur klinischen Applikation bioresorbierbarer Stents existiert eine Studie, in der
TAMAI et al. einen koronaren Polylactid (PLLA) Stent mit vielversprechenden
Resultaten anwendeten: Innerhalb der ersten 30 Tage traten keine In Stent
Restenosen und keine klinischen Komplikationen auf [15]. In der Angiographie
zeigte sich nach 6 Monaten eine Restenoserate von 6,7 %, intravaskularer Ultraschall

ergab postoperativ keinen signifikanten Recoil.

1.7.1. Metall-Stent:

PEUSTER et al. entwickelten einen, durch Biokorrosion abbaubaren Eisen-Stent und
implantierten diesen sowie einen 316 L Metall Vergleichsstent, in die porcine Aorta
descendens ([78]. Das  einjihrige Follow Up verlief ohne das Auftreten

thromboembolischer Komplikationen. Bei histopathologischer Untersuchung der
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Organe konnten keine Anzeichen von lokaler oder systemischer Toxizitdt festgestellt
werden. Histologisch ergaben sich keine Unterschiede zwischen Metall und Eisen
Stent, in beiden Gruppen zeigte sich eine nicht signifikante inflammatorische
Reaktion und neointimale Proliferation. Eine schnellere Degradation ist nach
PEUSTER jedoch wiinschenswert. Weitere Studien werden sich mit Komposition und
Design des FEisen Stents auseinandersetzen miissen, um die Degradation zu

beschleunigen.

Ein konkurrierender Ansatz liegt in der Entwicklung des absorbierbaren Metallstents
(AMS) aus einer Magnesiumlegierung, welcher die Proliferation glatter Muskelzellen
hemmt, deren Vitalitit aber nicht behindert. Der Stent wurde 2003 erstmals in
periphere und 2004 in koronare Gefifse implantiert und zeigte positive Ergebnisse
hinsichtlich der Durchgingigkeit [79]. Der AMS setzt durch Biokorrosion eine
kontrollierte Dosis Magnesium frei, das antithrombotische, antiarrhythmische und
antiproliferative Eigenschaften hat. Er dhnelt in seiner Kinetik dabei den Drug
Eluting Stents. Der Metall Stent wird komplett absorbiert und ist mit der Bildgebung

mittels Computer und Magnetresonanztomographie kompatibel [80].

1.7.2. Polymerstent mit Pharmakon-Freisetzung:

Ein anderer vielversprechender Losungsansatz besteht in der Verwendung
bioresorbierbarer Polymermaterialien, wie Polylactid (PLA), Polyglycolid (PGA) und
Polycaprolacton (PCL), die bereits zur Herstellung resorbierbaren Nahtmaterials und
als Tragersubstanz fiir lokal applizierbare Pharmaka genutzt werden [81]. In vitro
Studien wiesen eine vergleichbare mechanische Stabilitit mit Stentmaterialien wie
Nitinol oder medizinischem Stahl auf [82, 83]. Beziiglich der Biokompatibilitdt

erscheint Polylactid nach verschiedenen in vitro und in vivo Untersuchungen
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Vorteile zu besitzen [84, 85]. Es ist jedoch bekannt, dass Polymere eine initiale
Gewebereaktion induzieren, die proportional zum Abbau und somit der Freisetzung
der Polymerbestandteile verlauft und im histologischen Bild durch Makrophagen und
Fremdkorperriesenzellen gekennzeichnet ist [86]. Das erhohte inflammatorische
Potential und schlechtere mechanische Eigenschaften  werden als Ursachen
angeschuldigt, dass Polymerstents die experimentelle Phase bisher nicht
iiberschritten haben. So ergaben =zahlreiche Studien eine primir gesteigerte
inflammatorische = Reaktion [87 89], die durch die Ilokale Distribution
antiinflammatorischer Wirkstoffe aber entscheidend gesenkt werden kann [59, 60,
90]. Uber die Pharmakonfreisetzung von Dexamethason und Paclitaxel aus
Polylactid Stents liegen inzwischen ermutigende experimentelle Daten vor, die zu
einer Reduktion der Inflammation und neointimaler Hyperplasie fithrten [91, 92].

Im Rahmen des ABSORB Trials wurde erstmals die koronare Applikation eines
komplett bioresorbierbaren, Everolimus geladenen Polymerstents an einer Kohorte
von 30 Patienten untersucht und resultierte in einer sicheren Anwendbarkeit nach 30
Tagen [90]. Es traten in diesem Zeitraum keine klinischen Komplikationen und keine
Thrombosierungen auf. Langzeitergebnisse {iber Degradationskinetik und

Restenoseraten sind abzuwarten.
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2 WISSENSCHAFTLICHE ZIELSETZUNG

Diese Arbeit hat zum Ziel, die Anwendbarkeit eines biodegradierbaren Poly L
Lactid Stents mit und ohne Sirolimus Beschichtung zu untersuchen und zu
charakterisieren. Dazu erfolgen in vivo Tests am Schweinemodell. Um die
Biokompatibilitit der beiden Testreihen nach Implantation im Versuchstier
vergleichend auswerten zu konnen, wurde die Implantation von Metall Stents in den
Versuchsaufbau integriert. Um einen moglichst praxisnahen Bezugspunkt zu schaffen,
benutzen wir als Metallstent einen fiir die Anwendung am Menschen zugelassenen,
medikamentenfreien ballonexpadiblen Bare Stent.

Bisher haben biodegradierbare vaskuldre Stents das experimentelle Stadium nicht
iiberschritten, da sie den Anspriichen einer klinischen Anwendung zum
gegenwirtigen Zeitpunkt noch nicht gentigen.

Als Ergebnis der Arbeit wird eine detailliertere Charakterisierung der
biodegradierbaren Stents, insbesondere hinsichtlich ihrer Biokompatibilitdt, der
Abbaueigenschaften und der Nebenwirkungen im in vivo Versuch angestrebt.

Die gewonnenen Erkenntnisse sollen die Basis zur Optimierung der Polymer Stent
Eigenschaften darstellen und dazu dienen, den resorbierbaren PLLA Stent der

klinischen Anwendung néher zu bringen.

Die Charakterisierung wird nach folgenden Parametern vorgenommen:

In vivo Polymerstent Testung :

= Thrombogenitit

* Residuallumen
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* Neointimale Hyperplasie
* Injury Score Verletzungsgrad der Gefafdwand

* Inflammatory Score Grad der Entziindung
Die erhobenen Daten werden analysiert, untereinander verglichen und im

Zusammenhang mit in vitro Untersuchungen des PLLA Stents, die am Institut fiir

Biomedizinische Technik der Universitat Rostock erhoben wurden, diskutiert.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1. Stents

Die Metall-Stents (Phainon 6.0 x 26 mm, Strutdurchmesser 155 pm) wurden aus
rostfreiem Edelstahl (316L) mit einer amorphen Siliziumkarbidbeschichtung gefertigt
und anschlieflend gassterilisiert. Das Design entspricht dem kommerziell zur
Verfiigung stehenden PEIRON System ( Biotronik GmbH & Co. KG, Berlin,
Germany). Die Aufdehnung mit dem Ballonkatheter erfolgt innerhalb von Sekunden

auf 8 Bar ohne Gefahr der Stentruptur.

Die bioresorbierbaren Poly-L-Lactid (PLLA)-Stents wurden im Institut fiir

Biomedizinische Technik der Universitit Rostock Warnemiinde entwickelt und

hergestellt [16].
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Abb. 2: Ballon-expandierbarer PLLA-Stent vor (A) und nach (B) Ballondilatation
Lange des Balkens=10 mm.
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Zur Fertigung wird hochmolekulares Poly L Laktid (PLLA; Resomer® 1214 , MG =
640.000 g/ mol, Boehringer, Ingelheim, Deutschland) ohne Zusitze verwendet.

In einem PC gesteuerten teilautomatisierten Beschichtungsprozess (dip coating)
werden mit Hilfe eines Tauchroboters die Kerngehduse aus rostfreiem Stahl
(Durchmesser 2,8 mm, Linge 40 mm) in eine PLLA/ Chloroform Lésung abgesenkt.
Die Losung wird automatisch iiber ein Spritzensystem nachgefiillt, um eine
gleichmifdige Benetzung der Tauchkerne zu gewihrleisten. Der Tauchvorgang wird
so oft wiederholt, bis ein Mantel mit der gewiinschten Wanddicke von 270 pum
entsteht. Diese wird beriithrungslos mit einem zweiachsigen Lasermesskopf (ODAC 32
XY, ZUMBACH Electronic, Orpund, Schweiz) vermessen. Die Polymerréhrchen
werden dann mit einem Skalpell vom Tauchkern entfernt und im Vakuum bei 40°C
getrocknet bis ein Chloroformgehalt unter 2% erreicht wird. Ein abschliefSender
Waschvorgang mit Wasser und Methanol dient dazu, den Restbestand an Chloroform
zu entfernen. In einem zweiten Schritt werden die Rohrchen dann mittels CO2 Laser

(Wild Emco Lasertec, Hallein, Osterreich) geschnitten.

Abb. 3: links: Tauchroboter, rechts: CO2 Laser
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Die Schnitte erfolgen CNC gesteuert. Zur Fixierung werden die Polymerréhrchen
auf einen Keramikdorn gesetzt, der eine Vor , Riick , sowie Rotationsbewegung des
Lasers zuldsst. Damit das Material komplett durchschnitten ist, werden alle
Schneidebahnen zwei Mal abgefahren. Final entstehen PLLA Stents mit einer Grofie
von 6.0 x 25 mm und einem Strutdurchmesser von 270 pm, die in einem letzten
Schritt durch Aufsprithen einer PLLA Sirolimus Losung im Verhiltnis 70:30, dem

drug spray coating, komplettiert werden.

Abb.4: Spray Coating- Aufspriithen der Beschichtungslosung

Die Zusammensetzung der Losung resultiert aus Vorversuchen, die zeigten, dass eine
Freisetzung von Sirolimus erst bei einer Konzentration von mindestens 20% erfolgte
[16]. Die daraus resultierende Pharmakon Beschichtung betrigt etwa 1.5 pg/ mm?.

Bis zur Verwendung des Stents erfolgt die trockene Lagerung bei 20 °C, um eine
Verlingerung der Haltbarkeit zu erzielen.

Da eine Sterilisation mit der Reduktion der viskoelastischen Eigenschaften assoziiert
ist [15, 16], wird darauf verzichtet. Die einminiitige Desinfektion des Stents mit

Ethanol erfolgt unmittelbar vor der Implantation.
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Aufgrund der speziellen viskoelastischen Eigenschaften erfolgt das Dilatieren mit
einer Manometerspritze unter Sichtkontrolle stufenweise auf 8 Bar. Die
Drucksteigerung erfolgt mit jeweils 1 Bar pro Minute. Dieses Procedere wird exakt
eingehalten, da der Stent durch zu schnelles Aufdehnen rupturieren kann. Zum
Abschluss werden Katheter und Stent eine Minute lang auf 8 Bar gehalten, bis der
Ballon deflatiert und der Katheter reponiert werden kann.

Wihrend der schrittweisen Dilatation erfolgt kontinuierliches Zugeben und
Absaugen von etwa 37°C warmem Wasser im Operationsgebiet, abgestimmt auf die

viskoelastischen Eigenschaften des Stents.

3.2. Versuchstiere und Prdoperatives Management

Als Versuchstiere der experimentellen Studie werden neun klinisch gesunde,
weibliche Landschweine mit einem Durchschnittsalter von 13 Wochen und einem
durchschnittlichen Gewicht von 37,2 +/ 1,8 kg ausgewdhlt. Die Tiere stammen vom
Gut Rovershagen ( Johannes Wiibbel Laboratories ).

Die Versuchsbedingungen wurden in Ubereinstimmung mit § 8 des Deutschen
Tierschutzgesetzes durchgefiihrt.

Gemifd der Auflagen der Tierdrztlichen Vereinigung fiir Tierschutz e.V. werden die
Schweine in Bodenhaltung auf Fliesen mit speziellen Matten untergebracht, wo sie
rdaumlich frei beweglich sind. Es herrscht eine relative Raumfeuchte von 60% und
eine Temperatur von 17 21°C. Die Beleuchtung wird dem Tagesrhythmus
angeglichen. Die gesamte Zeit iiber haben die Tiere freien Zugang zu Wasser.

Der Nahrungsplan basiert auf einer erprobten natiirlichen Getreide Didt (sniff®
Futtermittel fiir Schweine), die vor allem Rohproteine, aber nur geringe Mengen an

Fett oder Cholesterin beinhaltet, da Landschweine genetisch friihzeitig zur
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Verfettung neigen. Fir das Wohlbefinden der Tiere sowie ein ausreichendes
Reizangebot sorgt das Team des Tierhauses mit Hingabe.

Nach insgesamt fiinf Tagen der Adaption des Organismus an die neuen Bedingungen
wird préaoperativ eine Nahrungskarenz von mindestens 12 Stunden angesetzt, wobei
Trinkwasser weiterhin bereitsteht.

Um den Darm der Versuchstiere zu entlasten und somit eine Verbesserung der
operativen Zuginglichkeit wie auch den Bauchdeckenverschluss zu ermdéglichen,
erfolgt am Tag vor der Operation eine zweimalige orale Gabe Simeticon (Lefax®, 42
mg, Bayer GmbH, Leverkusen). Zusitzlich wird am Vorabend des Eingriffs eine

spezielle Waschung des Schweins zur Anregung der Darmtitigkeit vorgenommen.

Einen Tag vor der Implantation wird damit begonnen, dem Schwein eine orale Dosis
von 500 mg Acetylsalicylsdure (ASS, Bayer, Leverkusen) in Kombination mit 75 mg
Clopidogrel ~ (Plavix,  Sanofi Synthelabo,  Berlin) zur Hemmung der
Trombozytenaggregation und inflammatorischer Mediatoren zu verabreichen. Die
Gabe erfolgt kontinuierlich bis zum Versuchsende. Additiv werden 40 mg Enoxaparin
subkutan injiziert (Clexane®, Sanofi Synthelabo GmbH Berlin), vom ersten

praoperativen bis zum zweiten postoperativen Tag.

3.3. Anaisthesie, Intubation und Ventilation

Zur initialen Sedierung werden dem Schwein eine subkutane Injektion Azaperon
(Stresnil®, 10mg/kg KGW, Janssen, Neuss) und je eine Injektion Ketamin (2mg /kg

KGW, Belapharm GmbH& CO KG, Vechta) sowie Midazolam (Dormicum®, 0,1mg/kg
KGW, Hoffman La Roche AG, Grenzach/Wyhlen) in die seitliche Halsmuskulatur

verabreicht.
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Um Intubationsfahigkeit zu erlangen, erfolgt kurz vorher eine Einmalgabe von 50 mg
Ketamin. Intubiert wird das Tier in Riickenlage mit einem 7.0 7.5 mm ID
Endotrachealtubus (Mallinckrodt, Athione, Irland) und anschlieffend erfolgt die
maschinelle volumenkontrollierte Beatmung (Ventilog 2, Dréger, Liibeck) . Eine
inspiratorische Sauerstofffraktion (FiO2) von 0.21 0.4 wird gewdhlt, um den
Sauerstoffpartialdruck konstant {iber 13 kPa zu halten. Wihrend der Operation wird
der inspiratorische Atemdruck unter 25 mm Hg gehalten, um der Entstehung eines
Barotraumas entgegenzuwirken. Der positive endexpiratorische Druck (PEEP) wird
auf 2mm Hg angesetzt, um der Entstehung von Atelektasen vorzubeugen und das
Risiko einer Pneumonie zu verringern.

Zur balancierten Analgosedierung wird zusétzlich zur inhalativen Gabe von 0.8 1.5
vol% Isofluran (Abbott GmbH & Co KG Wiesbaden) eine kontinuierliche intravendse
Applikation von Ketamin (Img/kg KGW/h) und Flunitrazepam (Rohypnol®,
0,05mg/kg KGW, Hoffman La Roche AG, Grenzach/Wyhlen), durchgefiihrt.

3.4. Monitoring und Medikamente

Am Operationstag erfolgt die Bestimmung der Gefifddurchmesser der Aa. carotis
communes und der Aa. iliacae communes mittels Farbduplexsonographie (Sonoline
Sienna, Siemens, Miinchen, Germany) sowie eine wave Dopplerflussmessung (4 MHz
Sonde, HiDop® 300, Regensdorf, Schweiz), um die nativen Flusseigenschaften in
besagten Gefafden zu dokumentieren.

Ein 20 G Venenverweilkatheter (Vasofix®, Braun Melsungen) wird in der Ohrvene
platziert, um daraus die Blutproben fiir Blutbild, CRP, Laktat und Quick/PTT zu
gewinnen. Zusitzlich dient das Legen eines zentralen Venenkatheters (Intrafix Air®,
Braun Melsungen) iiber die rechte V. jugularis externa der Uberpriifung der

Vitalparameter sowie der Moglichkeit schneller medikamentéser Kreislaufkorrektur.
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Die Protokollierung der Vitalparameter Herzfrequenz, Blutdruck, mittlerer arterieller
Druck, Sauerstoffsittigung, expiratorisches Kohlendioxid sowie der Urinausscheidung
und der Temperatur erfolgt alle 30 Minuten. Fine stiindliche Uberwachung der
Blutgase (RapidLab ™, Bayer, Eastwalprode, USA) wird durch das Legen eines
arteriellen Katheters (Quick Flash® Radial Artery Catheterization Set, Reading, USA)
in der proximalen Aorta ermdglicht.

Zur antibiotischen Prophylaxe werden 30 Minuten vor dem Zeitpunkt des
Hautschnitts 1,5 g Ampicillin/Sulbactam (Unacid®, Pfitzer GmbH, Karlsruhe)
intravends verabreicht. Zur Balancierung des Volumen und Elektrolythaushaltes
wird  eine Dauertropfinfusion Ringer Laktat Losung (Stereofundin®, ca 10 15

ml/kg/h) angebracht.

3.5. Operatives Vorgehen:

5.5.1. lliakal-Anastomosen-Modell

Nach griindlicher Rasur an Bauch und Hals erfolgt die grofdziigige Desinfektion des
Operationsgebietes mit Iodid Losung (Braun Melsungen) und das Abdecken mit
sterilen Tiichern. Dann wird der Bauchraum mittels Medianlaparotomie im Bereich
der Linea alba eroffnet und Rektusscheide sowie Peritoneum durchtrennt. Nach der
Platzierung des suprapubischen Blasenkatheters (Zystofix®) folgt die Exposition der
Aorta und der Iliakalregion durch Einschlagen des Darms in ein feuchtes Tuch und
Verlagerung nach kranial sowie Retination durch Haken. Die Aorta wird bis zum
Mesenterialansatz, ca. 6 cm proximal der Bifurkation freigelegt, anschlief}end folgen

die Freilegung und das Anschlingen der Aa. iliacae communes mit Vessel Loops.
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Abb. 5: Exposition des Retroperitonealraums aortoiliakal; die Aa. iliacae communes
sind mit Vessel-Loops angeschlungen.

Eine diinnwandige 12/6 mm Polytetraflouroethylen Bifurkationsprothese (PTFE,
Goretex®, W.L.Gore und Associates, Flagstaff, USA) wird leicht gekiirzt und S férmig
zurechtgeschnitten. Nach einer Heparinkochsalzspiilung erfolgt die fortlaufende End
zu Seit Anastomosierung (Prolene® 6.0 BV doppelt, Ethicon, Norderstedt) mit der
zuvor abgeklemmten Aorta. Diese wird dafiir 2 cm lidngs inzisiert sowie seitlich ovalar
exzidiert. Danach wird die Prothesenhose ausgeklemmt und die Aorta freigegeben.
Eventuelle Anastomosen Blutungen werden durch einzelne Umstechungen mit
Prolene® behoben. Der Arterien Katheter wird proximal der Anastomose platziert .
Die End zu End Anastomosierung mit den Iliakalarterien erfolgt durch Ausklemmen
einer Seite, bifurkationsnahe Durchtrennung und Ligatur (Prolene® 3.0), sowie
Resektion einer nativen Gefafprobe von 2 mm Breite mit anschliefender Fixierung
in Formalin. Der jeweilige Prothesenschenkel wird lingenadaptiert und nach
Heparinkochsalzspiilung mit dem distalen Ende der Iliakalarterie fortlaufend verndht
(Prolene® 6.0, BV, doppelt). Vor Beendigung der Naht erfolgt die Uberpriifung auf
Einstrom aus dem Prothesenschenkel sowie Blutriickstom iliakal. Das gleiche

Vorgehen wird auf der anderen Seite vorgenommen.
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Der Prozess der Anastomosierung wird unter zu Hilfenahme einer prismatischen
Lupe mit 2.5facher Vergrofierung ausschliefflich von ein und demselben Chirurgen
(C.M.B.) durchgefiihrt, um eine gréfdtmogiche Standardisierung der chirurgischen

Technik zu garantieren.

Abb.6 : Implantation einer Bifurkationsprothese aortobiiliakal; intraoperativer Situs.

Die Stentimplantation erfolgt randomisiert. Parallel zu den Vorbereitungen am Stent
(3.1.) erfolgen am Tier das Ausklemmen des proximalen (Satinski Klemme) und
distalen Schenkels (Bulldog Klemme) der Arteria iliaca communis sowie eine etwa 0,5
cm lange, quere Inzision des ausgeklemmten Prothesenschenkels im Abstand von 2
cm proximal der Anastomose. Durch die Inzision wird zu beiden Seiten des Gefifies
geflusht und mit Heparin Kochsalz gespiilt.

Nach Vordehnung mit einem Overholt wird der, auf einen 6/ 40 mm Ballonkatheter
(PHERON, Biotronik, Berlin, Deutschland) aufgekrimpte Stent ,bis zur Mitte des

Anastomosenbereichs eingebracht und unter Sichtkontrolle stufenweise aufgedehnt.
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Abb. 7: Implantation des Stents unter Sichtkontrolle

Die Stent Dilatation erfolgt durch Inflation des Ballonkatheters auf 8 bar. Wie oben
beschrieben, wird der Metall Stent innerhalb von Sekunden aufgedehnt, wihrend die
Aufdehnung beim PLLA Stent 8 Minuten beansprucht (1 bar/ min). Nach
Reponierung des Katheters wird die, fiir den Zugang benétigte Inzision durch
Einzelknopfnédhte verschlossen (Prolene® 6.0 BV) und die A. iliaca communis nach
Entfernen des Bulldogs freigegeben. AbschlieRend werden die Vitalparameter des

Tieres iiberpriift.
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Abb. 8: Inflation des iliakalen Anastomosen-Stents, der makroskopisch durch die
Gefiafdwand hindurch sichtbar ist.

Nach dem erfolgreichen Einbringen der Stents in die Gefife wird der Arterien
Katheter entfernt und die Aorta mit Prolene® verschlossen. Es folgt die intravendse
Gabe von 1,5 g Ampicillin/Sulbactam (Unacid®) und die Spiilung des Abdomens mit
einer NaCl Gentamicin Losung, beides zur antibakteriellen Prophylaxe. Nach
Entfernung des suprapubischen Blasenkatheters mit Verschluss durch eine Z Naht
(Vicryl® 3.0 SH) und Reposition der Darmschlingen wird das Retroperitoneum
fortlaufend mit einer 3.0. Vicrylnaht und das Peritoneum mit Mersilene®
verschlossen. Die subkutane Naht erfolgt ebenfalls mit einer fortlaufenden 3.0.
Vicrylnaht, die Haut wird nach Desinfektion mit Iodid Losung mit resorbierbarem
Faden genidht. Des Weiteren werden 40 mg Enoxaparin (Clexane®) subkutan und 5
ml des Breitspektrumantibiotikums Oxytetracyclin (Terramycin®, Pfitzer Animal

Health, Exton, USA) in die Glutealmuskulatur verabreicht.
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3.5.2. ACC-Modell:

Nach griindlicher Rasur und Desinfektion des Halsbereichs mit Jodidlésung erfolgt
orientierend am M. sternocleidomastoideus die Freilegung der Aa. carotis communes
mit Anschlingen durch Vessel Loops. Fiir die Stentimplantation wird die jeweilige
Seite proximal und distal ausgeklemmt und quer arteriotomiert. Nach Einbringen des
Stents mittels Ballonkatheter in Flussrichtung wird das Gefifd mit heparinischer
Kochsalzlosung gespiilt und verschlossen. Der Blutfluss wird freigegeben. Danach
wird der ZVK entfernt und nach prophylaktischer Zugabe von NaCl Gentamycin
Losung erfolgt der Verschluss des Zugangs am Hals subkutan mit einer fortlaufenden
3.0. Vicrylnaht. Die Haut wird nach Desinfektion mit lodid Lésung mit Mersilene®

geniht.

3.6. Postoperatives Management und Follow Up:

In der postoperativen Phase wird das Versuchstier in einem angemessen grofien
Einzelkafig bis zur Mobilisation am nichsten Tag aufgestallt und kontinuierlich
iiberwacht. Temperatur, Puls, Sauerstoffsittigung und Abgang von Urin/Faeces
werden stiindlich dokumentiert. In der Aufwachphase wird das Schwein nach
Einsetzen des eigenen Atemantriebes extubiert.

Zur Aufrechterhaltung des Volumen und Elektrolythaushaltes erfolgt im Wechsel die
Gabe von 5 % Glucose Losung, Ringer Laktat und NaCl Losung iiber den vendsen
Zugang am Ohr. Fiir die postoperative Analgosedierung werden die Infusionen mit je
100 mg Tramadol (Tramal®, Griinenthal GmbH) und 3 mg Metamizol (Novamin®)
versetzt. Um 24 Uhr erhilt das Tier intravenods 1,5 g Ampicillin/Sulbactam (Unacid®)

und zur Sekretolyse 15 mg Ambroxol (Mucosolvan®), welches am Folgetag noch
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einmal morgens und abends verabreicht wird. Es erfolgt der Riicktransport des

Schweines ins Tierhaus.

Doppler Sonographie:

Intraoperativ (nach Prothesen sowie nach Stentimplantation) sowie zwei und sechs
Wochen post implantationem werden dopplersonographische Untersuchungen der
aortoiliakalen Gefiafde durchgefiithrt. Dabei wird der maximale femoralarterielle
Blutfluss (Fmax, kHz) in continous wave Technik bestimmt, um die Flusseigenschaften

der distalen Anastomose zu beurteilen.

Abb. 9: Dopplersonographische Untersuchung des femoralen Blutflusses

Computertomographie:

Um die Durchgingigkeit der Stents im Zeitverlauf zu erfassen, erfolgen
Kontrastmittel unterstiitzte, computertomographische Untersuchungen (Tomoscan
AV, Philips Germany; Aquileon TSX 101A, Toshiba, Germany) der aortoiliakalen

Gefifle nach einer, zwei, vier und sechs Wochen unter Anwendung der ,volume
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rendering technique“ (VRT), die eine simultane Darstellung von Oberflichen und
Strukturen ermdglicht und der ,maximal intensity projection” (MIP), einer speziellen
volumetrischen Visualisierungstechnik.

Zu den Untersuchungen wurden die Tiere, wie in 3.3. beschrieben, sediert.

Abb. 10: CT aortoiliakal. Beide Stents sind durchgingig. Dicker Pfeil: Metall- Stent,
unterbrochener Pfeil: PLLA- Stent (nicht rontgendicht).

3.7. Probenentnahme und Histologie:

Um die vaskuliren und perivaskuliren Rektionen im Stentbereich unter
histomorphologischen und planimetrischen Gesichtspunkten auswerten zu koénnen,
werden die stenttragenden Gefiflabschnitte sowie die Ubergangsbereiche zur

Prothese bzw. zum nativen Gefif} nach einem Zeitraum von 6 Wochen explantiert.
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Dazu wird das Versuchstier, wie in 3.3. beschrieben, andsthesiert. Wie unter

3.5. aufgefiihrt, erfolgt nach Abschluff der Operationsvorbereitungen die Eréffnung
des Bauchraumes mittels Medianlaparotomie und das Freipriparieren der
stenttragenden Iliakalgefifie. Die Proben werden nach Gabe eines intravendsen
Heparinbolus (10000 IE) entnommen und es wird mit der Préiparation der Aa. carotis
communes und Entnahme der GefafSproben weiterverfahren.

Nach der vollstindigen Probenentnahme wird das Tier mit einer intravendsen
Uberdosis Kaliumchlorid Losung euthanasiert, die Gefiaf3stiimpfe werden ligiert und

der Bauchraum sowie die Halswunden mit Vicryl®3.0. verschlossen.

Zunidchst werden die GefifSproben makroskopisch auf Deformierungen und
Durchgingigkeit untersucht und in einer 10%igen Formalinlosung fixiert. Man
verzichtet hierbei bewusst auf vorheriges Spiilen mit Kochsalzlésung, um eine
vorhandene wandstindige Thrombosierung nicht artifiziell zu entfernen. Zur
Weiterbearbeitung werden die Proben in die Leibniz Forschungslaboratorien der
Medizinischen Hochschule Hannover geschickt, wo sie in einer Serie ansteigender
Alkoholgradienten dehydriert und in Polymere eingebettet werden (Technovit 9100,
Kulzer, Germany). AnschliefSend werden jeweils 4 aufeinanderfolgende Querschnitte

in folgenden Ebenen angefertigt:

Prothese A. iliaca

a
%

F 3
A 4

-
»

6o (

Stent

F 3
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Ebene 1: Proximal der Anastomose Stent und Prothese
Ebene 2: Anastomosennaht

Ebene 3: Distal der Anastomose Stent und Gefaf3

Die Gefafiproben werden mit einer Schichtdicke von 10 pym geschnitten und in einer

Hamatoxylin/Eosin (H.E.) Lésung angefdarbt und getrocknet.

Histoplanimetrie:

Um die histologischen Schnitte morphometrisch auswerten zu kénnen, werden diese
mit einem digitalen Kamerasystem fiir Mikroskope (Axioskop 40, Axio Cam MRc5,
Carl Zeiss, Hamburg, Deutschland) fotografiert und auf einen PC {iibertragen. Alle
Schnitte werden fiir planimetrische Analysen digitalisiert und mit der Software Image
] (Version 1.32j) von der Webseite des mnationalen Gesundheitsinstituts

(http://rsb.info.nih.gov/ij/) ausgewertet.

Um die postinterventionelle Durchgingigkeit der Gefifle zu beurteilen, wird der
Durchmesser des Residuallumens (RL, mm) in den Ebenen 1, 2 und 3 in sechs
Messungen, ausgehend von der lumenseitigen neointimalen Begrenzung, in einem

Winkel von 60 % bestimmt und aus dem arithmetischen Mittel berechnet.

Die neointimale Hyperplasie wird aus der Mittleren Intimadicke (MID, mm), die tiber

den Struts in Ebene 3 gemessen wurde, bestimmt.
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Histomorphologie:

Die histomorphologische Auswertung nehmen zwei, auf das Vorhandensein von
Sirolimus in den PLLA Stents geblindete, unabhéngige Untersucher vor.

Injury Score

Um das Ausmaf} der Gefifdwandverletzung durch den Stent semiquantitativ zu
beurteilen, werden 4 aufeinanderfolgende Schnittprdparate distal der Anastomose
lichtmikroskpisch untersucht und ein Verletzungsindex erstellt. Es erfolgt die
Beurteilung jedes einzelnen Struts eines Schnittprdparates und die Vergabe von

numerischen Punktwerten (0 3):

0 Lamina elastica interna (LEI) intakt, Tunica media nicht komprimiert, keine
Verletzung

1 LEI intakt oder geringradig laceriert, Media komprimiert, nicht laceriert

2 LEI und Tunica media laceriert, Adventitia intakt

3 Lamina elastica externa (LEE) perforiert, Adventitia beschiddigt oder
perforiert.

Alle Scores werden addiert und durch die Zahl der beurteilten Struts dividiert, um

den Injury Score fiir den gesamten Stent zu erhalten [48]:

Injury Score (1IS) = Summe aller Scores

Anzahl der beurteilten Struts
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Inflammatory Score

Diese Scoreeinteilung dient der Erfassung des Ausmafies und der Dichte der
entziindlichen Gewebsreaktion nach Stentimplantation. Dazu wird jeder einzelne
Strut in vier aufeinanderfolgenden Schnittpriparaten distal der Anastomose
semiquantitativ auf das Vorkommen von Entziindungszellen untersucht und

numerische Punktewerte (0 3) vergeben:

0 keine Entziindungszellen

1 leichte subintimale Infiltration von Lymphozyten und Histiozyten

2 lokale miaf3ig bis dichte zellulire Aggregate

3 dichte Infiltration von Lymphozyten und Histiozyten, den gesamten Strut

umgebend

Der Inflammatory Score fiir den gesamten Stent ergibt sich aus der Summe der

einzelnen Scores, dividiert durch die Anzahl der ausgewerteten Struts [93].

IF = Summe aller Scores

Anzahl der bewerteten Struts

3.8. Statistische Auswertung:

Basisparameter der Operation und histologische Daten werden in der mittleren
Abweichung +/ Standardabweichung prisentiert. Unterschiede werden statistisch
mittels des unpaarigen zweiseitigen T Test verglichen. Die Darstellung der

Messungen des Dopplerultraschalls mittels des arithmetischen Mittelwerts. Die Daten
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werden hinsichtlich ihrer Signifikanz mit dem Mann Whitney Rank Sum Test

betrachtet, wobei das Signifikanzniveau fiir p < 0,05 festgelegt ist.
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4 ERGEBNISSE

4.1. Tliakal- Anastomosen- Modell:

4.1.1. Operatives Vorgehen:

Alle neun Versuchstiere iiberleben die sechswochige postoperative Phase bis zur
Explantation der Proben ohne klinische Zeichen eines Ischdmiesyndroms. Eine
operative Revision ist aufgrund der abdominalen Perforation eines Versuchstieres am
dritten postoperativen Tag notwendig, ein weiterer Eingriff erfolgt am selben Tier zur
Beseitigung eines obstruktiven Ileus am 7. postoperativen Tag. Bei den iibrigen Tieren
der Versuchsreihe treten keine klinischen Komplikationen auf. Das durchschnittliche
Korpergewicht der Versuchstiere am Ende der Studie betrdgt 50 + 5kg. Die
intraoperativen Basisparameter sind in Tabelle 2 dargestellt. Hdmoglobin und
Hamatokrit fallen von 5.8 mmol/ 1 + 0.5 und 29 % + 3 prioperativ auf 4.2 mmol/ 1 +
0.6 und 22 % + 3 (p< 0.001) postoperativ. Am Ende der Studie weisen Hamoglobin
(5.2 mmol/ 1 + 0.7; p= 0.056) und Hamatokrit (26 % =+ 3, p= 0.064) keine signifikanten
Unterschiede zu den prioperativen Werten auf.

Sirolimus beschichtete und unbeschichtete PLLA sowie Metall Stents zeigen eine
ausreichende, dem elongierten Gefifiverlauf angepasste Flexibilitit bei der
Positionierung im iliakalen Anastomosenbereich. Bei allen Versuchstieren zeigt sich
ein primdrer technischer Erfolg bei der Stent Platzierung und Aufdehnung mit

makroskopisch sichtbarem Kontakt zwischen Stent und Arterienwand.
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Tab. 2: intraoperative Basisparameter im Iliakal-Anastomosen-Modell

(Mittelwert + Standardabweichung).

Basisparameter PLLA SIR-PLLA METALL
KG(kg) 373 =+ 20 379 =+ 1.7 365 +1.7
DMitiakal 5.7 + 0.1 5.7 + 0.1 5.8 + 0.1
pH 741 <+ 006 744 + 004 742 +0.05
pCO2 (kPa) 5.6 + 0.8 55 + 0.3 57 +0.7
pO2 (kPa) 25 + 5.6 26 + 7 240 +47
HF (min 1) 76 + 15 84 + 17 76 +13
RR syse (mm Hg) 85 +9 86 + 12 81 +6
RR dise (mm Hg) 55 + 13 59 + 15 51 +8
MAP (mm Hg) 65 +5 66 + 13 64 +6
Hb (pmol/ 1) 5.6 + 0.4 5.8 + 0.6 58 +05
Hkt (%) 28 + 3 30 + 3 30 +3
PTT (Sek.) 31 + 10 33 + 4 28 +7
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4.1.2. Follow-Up

Doppler Sonographie:

Nach Implantation der Prothese zeigen sich in der continous wave
Dopplersonographie Amplitudenminderungen im systolischen Blutfluss, die durch
Stentimplantation wiederaufgehoben werden. Nach sechs Wochen ist keine
hiamodynamische Stromungsverminderung des femoralen Blutflusses in der Gruppe
der Metall und Sirolimus beschichteten PLLA Stents zu verzeichnen. Im Gegensatz

dazu kommt es zu einem Abfall von Fmax in der Gruppe der PLLA Stents.

Computertomographie:

Alle stentversorgten Gruppen haben in der Computertomographie nach 6 Wochen
ein offenes Lumen. Die unbeschichtete PLLA Gruppe zeigt Unregelmaifiigkeiten, die
auf eine Stenosierung hinweisen. Im Gegensatz dazu, ist in der Sirolimus PLLA
Gruppe ein nahezu ungestorter arterieller Fluss ersichtlich. Die Beurteilung des
Lumens mnach Metall Stenting ist problematisch, da das Metall in der

Computertomographie Artefakte produziert.
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Abb.11: CT aortoilikal. Beide Prothesenschenkel und AIC sind offen (rechts Metall,
links PLLA). Im Bereich des PLLA-Stents fallen UnregelmifSigkeiten auf, die
zu einer méfdigen Lumeneinengung fithren.

4.1.3. Histologische Auswertung

Alle stenttragenden Segmente sind durchgingig, es tritt keine thrombotische
Okklusion auf. Die histologische Auswertung ergibt keinen Hinweis auf einen
iibermifdigen Recoil oder Kollaps eines Stents. In allen Prdparaten ist ein intakter

kreisformiger Anschnitt vorzufinden.
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)

Abb. 12: Histologischer Schnitt mit Nachweis offener Metall (*) und PLLA (**)-Stents.
Es zeigt sich iber den Stent-Streben (S) eine neointimale Hyperplasie, die bei
PLLA ausgepragter ist. HE-Farbung, Originalvergréfierung 12.5 x.

Abb. 13: Histologischer Schnitt eines SIR-PLLA-Stents. Es zeigt sich iiber den Stent-
Streben (S) eine nur minimale neointimale Hyperplasie. ist. HE-Farbung,
Originalvergrofierung 12.5 x.
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Histoplanimetrie

Der mittlere Durchmesser des Residuallumens (RL, mm) der SIR PLLA Stents

(1: 424 mm 0.13; 2: 3.74 mm +0.15; 3: 4.03 mm +0.13) ist vergleichbar mit den
Werten aus der Gruppe der Metall Stents (1: 4.36 mm + 0.27; 2: 3.98 mm + 0.15; 3:
429 mm * 0.18), jedoch signifikant hoher als der mittlere Durchmesser der
unbeschichteten PLLA Gruppe (1: 3.34 mm =+ 0.27, p< 0.001; 2: 2.86 mm =+ 0.56,
p=0.001; 3: 3.46 mm + 0.39, p=0.013).

Wie in der nachfolgenden Grafik sichtbar ist, zeigt die mittlere Intimadicke (MID,
mm) der SIR PLLA Stents die geringsten Werte (0.09 mm + 0,02), im Vergleich zur
Gruppe der unbeschichteten PLLA Stents (0.31 mm * 0.15, p< 0.001) und Metall
Stents (0.19 mm + 0.04, p=0.004). Daraus ergibt sich eine signifikant geringere
neointimale Hyperplasie der Sirolimus beschichteten PLLA Stents im Vergleich zu

den anderen beiden Gruppen.

0,5 -

04 1

ND 053 1

0,0 -

PLLLA SIR-PLLLA METALL

Abb. 14: neointimale Dicke im Bereich der PLLA-, SIR-PLLA- und Metall-Stents
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Histomorphologie

Der [njury Score ergibt eine milde vaskuldre Verletzung bei allen Stents (SIR PLLA:
0.42 £ 0.63; PLLA: 0.53 £ 0.64; Metall: 0.50 £ 0.62) ohne signifikante Differenzen.
2,0 -

1,5 -
IJ

1,0 -

0,5 -

0,0 -

PLILA  SIR-PLLA METALL

Abb. 15 : Injury-Score (IJ) als Ausdruck der Gefifiverletzung nach Stentimplantation.

Die Strutumgebung der SIR PLLA Stents zeigt eine milde inflammatorische Reaktion
(1.14 + 0.46), die vergleichbar mit der Gruppe der Metall Stents (1.27 £ 0.45), aber
signifikant geringer als der Inflammatory Score der PLLA Gruppe (1.79 £ 0.56, p<
0.001) ist.
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Abb. 16: Inflammatory-Score (IF) als Ausdruck der Entziindungsreaktion um die
Stent-Streben.

4.2. ACC Modell

4.2.1. Operatives Vorgehen:

Die Eingriffe verlaufen ohne das Auftreten klinischer Komplikationen. Alle
Stents lassen sich miihelos iiber die Querinzision in der A. carotis communis
beidseits implantieren und {iber den Ballonkatheter dilatieren. Bei allen
Aufweitungen resultiert visuell ein Oversizing der Stents, die ACC ist
makroskopisch deutlich sichtbar dilatiert. Der Grad des Oversizings kann nicht

bestimmt werden, da eine Angiographie nicht zugédnglich ist.
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4.2.2. Histologische Auswertung:

Alle gestenteten Segmente zeigen ein offenes Lumen, es kommt zu keiner
thrombotischen Okklusion in der Versuchsreihe. Bei der histologischen Auswertung
ist in allen Segmenten ein intakter kreisrunder Stentanschnitt vorzufinden, es gibt

keinen Hinweis auf iibermifdigen Recoil oder Kollaps eines Stents.

Abb. 17: Histologischer Schnitt im Bereich der ACC, links Metall, rechts PLLA. Es
zeigt sich die Bildung einer Neointima iiber den Stent Streben (S), die bei
PLLA ausgeprigter ist. HE-Farbung, Originalvergrofierung 12.5 x.
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6 Wochen

Abb. 18: Histologischer Schnitt nach SIR-PLLA-Stenting im Bereich der ACC.
Es zeigt sich iiber den Stent-Streben (S) eine minimale neointimale
Hyperplasie. HE-Farbung, Originalvergréfierung 12.5 x.

Histoplanimetrie

Der mittlere Durchmesser des Residuallumens (RL, mm) nimmt den geringsten Wert
in der Gruppe der unbeschichteten PLLA Stents (3.82 + 0.04, p< 0.001) an, verglichen
mit den SIR PLLA Stents (4.06 + 0.05, p<0.001) und den Metall Stents. Das grosste
Residuallumen weifdt die Gruppe der Metall Stents auf (4.27 + 0.05, p<0.001).

Die mittlere Intimadicke (MID, mm) der SIR PLLA Stents zeigt die geringsten Werte
(0.07 mm + 0.02, p<0.001). Sowohl die unbeschichteten PLLA Stents (0.17 + 0.05, p<
0.011) als auch die Metall Stents (0.13 £ 0.04, p<0.01) weisen ein Zunahme der

mittleren Intimadicke auf.
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Histomorphologie

Die Injury Scores sind nach 6 Wochen als niedrig einzustufen (PLLA: 0.62 * 0.68,
SIROLIMUS PLLA: 0.57 £ 0.60, Metall: 0.66 + 0.77). Es bestehen keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Gruppen.

Die inflammatorische Reaktion nimmt den hochsten Wert in der Gruppe der
unbeschichteten PLLA Stents an (1.44 £ 0.54; p< 0.001) und liegt damit signifikant
hoher als im Vergleich zu SIROLIMUS beschichteten PLLA Stents (1.06 + 0.26; p<
0.001, Abb. 67) und Metall Stents (1.09 £ 0.29; p= 0.18). Insgesamt zeigt die SIR

PLLA Gruppe den geringsten Inflammatory Score.
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25 - p<0.001
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Abb. 19 : Inflammatory-Score (IF) als Ausdruck der Entziindungsreaktion.
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5 DISKUSSION

5.1. Schweinemodell

Bei einer tierexperimentellen Studie stellt sich immer die Frage, ob die Ergebnisse auf
den humanmedizinischen Bereich iibertragbar sind und inwieweit sie eine
verléssliche prognostische Aussagekraft besitzen. Die Qualitdt eines Restenosemodells
wird vor allem definiert durch die Ahnlichkeit der anatomischen, physiologischen
und pathogenetischen Verhiltnisse der Versuchstierspezies zum Menschen. Des
Weiteren spielen operationstechnische und o6konomische Aspekte eine wichtige
Rolle. Viele Tiere wurden bereits als Restenosemodelle eingesetzt, darunter Ratten,
Kaninchen, Schweine und Hunde jedoch nehmen Schweine in dieser Hinsicht eine
dominierende Stellung ein, da die porcine makroskospische und mikroskopische
Anatomie des Gefifisystems der des Menschen in Aufbau und Struktur sehr stark
dhnelt [94]. Die A. iliaca communis ist gut zugdnglich und zeigt einen &hnlichen
Durchmesser im Vergleich zur A. femoralis superficialis beim Menschen. Der Zugang
zur A. carotis communis beim Schwein ist dem Vorgehen beim Menschen identisch.
Vergleichbare anatomische GréfRenverhiltnisse erméglichen eine Ubertragung vieler
humanmedizinischer Gerdte und Materialien, wie z.B. Katheter und Stents auf das
Schwein [95]. Weitere Griinde fiir den Einsatz des Schweines als Versuchstier in
dieser Studie sind die histologische Ahnlichkeit der neointimalen Antwort auf einen
gefifischadigenden Reiz [6].

Aortoiliakale Gefiafioperationen sind anspruchsvoll und beim Menschen mit einer
signifikanten Morbiditdt und Mortalitét assoziiert [96]. Auch beim Schwein muss mit
verschiedenen Problemen gerechnet werden. In der Vorbereitung ist zundchst die im
Verhiltnis zum Menschen schwierigere Intubation durch die lange Epiglottis

anzufithren, die hiufiger in einer 6sophagealen Fehlintubation enden kann [97]. Zum
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Anderen zeigt das Schwein eine starke pulmonale Sekretionsneigung, die durch das
Auftreten von Atelektasen schnell zu einer Pneumonie fithren kann [98]. Beide
Komplikationen konnten in unserer Versuchsreihe vermieden werden.

Intestinale Torsionen und Invaginationen stellen in fast 50 % die Ursache fiir einen
plotzlichen Tod nicht operierter Schweine dar [99]. Bei einem Versuchsschwein der
Studie trat ein persistierender Ileus bei Diinndarm Invagination auf, der erfolgreich
durch eine Diinndarmresektion behoben werden konnte. Die locker aufgehidngten
Diinndarmschlingen und insbesondere das mobile, im linken Unterbauch liegende
Coecum sind préadisponiert fiir derartige Komplikationen [100]. Eine sorgsame
Reposition der Darmschlingen am Operationsende ist Grundvoraussetzung zur
Vermeidung dieser Komplikationen. Des Weiteren trat die Ruptur einer
Bauchwandnaht auf, welche eine Revision erforderlich machte. Es ist daraus aber
auch ersichtlich geworden, dass eine Reintervention chirurgischer Art zu einem

erfolgreichen Abschluss des Tierversuchsvorhabens fithren kann.

5.2. Biologische und physikalische Eigenschaften des PLLA- Stents

Die einminiitige Desinfektion der PLLA Stents mit 70 %igem Ethanol wurde gewihlt,
da die terminale Sterilisation von PLLA mit einem Verlust der mechanischen
Eigenschaften einhergeht [16]. Dieses Vorgehen wurde ebenfalls erfolgreich in einer
klinischen Studie des PLLA Stents angewendet [15].

Alle Polymerstents lielen sich erfolgreich durch langsame Inflation des
Ballonkatheters dilatieren. Polymerstents benétigen allerdings eine wesentlich
lingere Aufweitungszeit (1bar| min) im Gegensatz zu Metallstents, die innerhalb von
wenigen Sekunden in einem Schritt dilatiert werden konnen. In der klinischen

Anwendung ist eine moglichst geringe Dilatationszeit erstrebenswert, um die
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Blockierung der arteriellen Strombahn durch den Ballon zeitlich kurz zu halten und
somit die Induktion von Infarkten im peripheren Perfusionsgebiet zu reduzieren. Die
Dilationsempfindlichkeit des PLLA Stents stellt gerade bei der stentgeschiitzten
Angioplastie der Arteria carotis einen Nachteil dar, da hier die Gefahr einer
zerebralen Ischimie besteht. Dagegen prisentieren die geringe Recoilrate, der hohe
Kollapsdruck und Verformungswiderstand des PLLA Stents giinstige mechanische
Eigenschaften, die mit Metallstents vergleichbar sind [16] .

Die Inkorporation des Pharmakons Sirolimus wurde gewihlt, da das Makrolid Lakton
die Proliferation und Migration von glatten Muskelzellen (SMC) inhibiert [65 69], die
ein hohes Vorkommen von FKBP12 besitzen. Sirolimus blockiert den FKBP 12
Komplex und wirkt auf diese Zellen zytostatisch. Die Endothelialisierung, die
essentiell ist, um eine Biokompatibilitit zwischen Stentoberfliche und fliessendem
Blut in der Umgebung zu erreichen, bleibt dabei ungestort [73]. Sirolimus hat in der
Beschichtung von Metall Stents schon vielfach gute Ergebnisse erzielt. Eine
erstmalige klinische Anwendung fand in der randomisierten und doppelgeblindeten
RAVEL Studie statt [55, 101]. An 238 Patienten mit de novo Koronarldsionen wurden
Sirolimus beschichtete Cypher™ Stents einer unbeschichteten Kontrollgruppe
gegeniibergestellt. Nach sechs Monaten zeigte sich eine Restenoserate von 0% im
Vergleich zur Kontrollgruppe (26%) sowie volliges Fehlen von klinischen
Komplikationen. Die nachfolgende prospektive, in grofierem Umfang durchgefiihrte
SIRIUS Studie bestitigte die geringe Restenoserate in der postinterventionellen
Frithphase. Aufierdem wiesen sie eine um 93% reduzierte Neointimabildung im
Vergleich zum unbeschichteten Metallstent nach. In einer Subgruppenanalyse bei
Diabetikern zeigte sich ebenfalls eine signifikant geringere Restenoserate von 17, 6%
(Cypher™) versus 50,5% [32]. In den Follow Up Analysen wurde eine nachhaltige
Effizienz und Sicherheit nach 2 Jahren mit einer den Metall Stents vergleichbar

geringen Restenoserate demonstriert [102]. Risikofaktoren fiir einen wiederholten
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Gefifdverschluss sind nach MOSES et al. ein Diabetes mellitus, ein weibliches
Geschlecht, eine langstreckige Lision bei der Primirintervention sowie ein schnelles
Auftreten der ersten Restenosierung [103].

Heute werden Cypher Stents™ mit guten Erfolgsraten in der Klinik eingesetzt. Es
bleiben aber noch Kritikpunkte, wie die erh6hte Thrombogenitit von Drug Eluting
Stents, die in klinischen Studien belegt wurde [104 108] und der Verbleib des Stents
im Organismus. Dies ist die erste Studie, die das Immunsuppressivum Sirolimus in
einen biodegradierbaren Polymerstent integriert.

Zur Sirolimuselution aus dem PLLA Stent ergaben die in vitro Untersuchungen von
GRABOW et al. [16] eine sehr langsame Freisetzungskinetik des Pharmakons aus dem
PLLA Stent iiber einen Zeitraum von drei Monaten. Nach Ablauf dieser Zeit sind
noch 70% des Sirolimus im Stent inkorporiert. Im Gegensatz dazu konnten Vogt et al.
in vitro als auch in vivo zeigen, dass Paclitaxel nach 3 Monaten nicht mehr im Stent
(Poly D,L Lactid: PDLLA) vorhanden ist [91]. Dies hdngt moglicherweise mit der
rascheren Degradation des PDLLA Stents zusammen, der histologisch nach 3
Monaten zu mehr als 50 % durch Narbengewebe ersetzt war.

Bei der Degradation von Polylaktid Stents kommt es zur Spaltung der chemischen
Bindungen unter Anlagerung von Wassermolekiilen zur Hydrolyse [109]. Im
wissrigen Milieu wird das PLLA Polymer somit in das monomere Ausgangsmaterial
Milchsédure zerlegt. Das degradierte Polymer wird in Leber und Niere metabolisiert
bzw. in Form von CO:2 iiber die Atmung ausgeschieden. Die lange Degradationszeit
wird durch den hydrophoben Charakter von PLLA und die dadurch langsame
Hydrolyserate verursacht. GRABOW et al. zeigten in einer in vitro Testreihe der
PLLA Stents einen mafdigen Abfall des Molekulargewichtes um 28% wéihrend einer
Degradationsperiode von 24 Wochen und wiesen nach, dass der PLLA Stent seine
belastungstragenden mechanischen Eigenschaften iiber diese Periode beibehalt [16].

Des Weiteren beobachten sie einen iiberraschenden Anstieg des Kollapsdruckes unter
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der Degradation, der seinen Ursprung in der Rekristallisation des Stentmaterials nach
dem CO: Laserschneiden haben konnte. Dies kénnte von Vorteil sein, denn
moglicherweise bedingt die in vivo Situation eine raschere Biodegradation. In der
dazu einzigen Studie konnten HIETALA et al. zeigen, dass die Hydrolyse des
Polylaktid Stents (implantiert in die Aorta vom Kaninchen) bereits nach 9 Wochen

beginnt und mit 24 Wochen abgeschlossen ist [110].

5.3. In vivo Polymerstent-Testung

Die In Stent Restenose bzw. Okklusion nach Implantation nicht resorbierbarer
Metallstents stellt eine gefiirchtete Komplikation dar, die bis zu 30% des
Patientengutes innerhalb der ersten sechs Monate betrifft. Unmittelbar nach
Endotheldenudation kommt es durch Exposition subendothelialer Strukturen
gegeniiber dem Blutstrom zur Anlagerung von Thrombozyten an den verletzen
Stellen und zu einer inflammatorischen Reaktion der Gefifdwand. Die Folge liegt in
der Migration von glatten Muskelzellen in die Tunica media mit Ausbildung einer
neointimalen Hyplerplasie und erneuter Verengung des Gefifles, sowie in der
Bildung eines Abscheidungsthrombus an den exponierten Endothelldsionen. Jedoch
konnte durch Einfithrung einer dualen antithrombotischen Therapie, z.B. mittels ASS
in Kombination mit Ticlopidin oder Clopidogrel, die Haufigkeit akuter und subakuter
Stentverschliisse nach koronarer Intervention drastisch gesenkt werden [51, 111,
112]. Die  Polylactidbeschichtung von  Metall Stents  steigert  deren
Hamokompatibilitat [86]. Im Widerspruch dazu existieren zahlreiche Studien, die
eine erhohte inflammatorische Reaktion und thrombogene Eigenschaften des
Polylaktid Materials demonstrieren [84, 85, 91, 110, 113]. Die optimale

antithrombogene Therapie nach Implantation von bioresorbierbaren Polymer Stents
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ist bislang noch unerforscht, da bioresorbierbare Polymer Stents das experimentelle
Stadium, bis auf zwei klinische Anwendungen, noch nicht iiberschritten haben.
Experimentelle und klinische Daten lassen einen synergistischen Effekt von ASS und
Clopidogrel in der Pravention der Thrombozytenaggregation und Thrombose
vermuten [114, 115]. Clopidogrel scheint dabei antithrombotisch wirksamer zu sein
als ASS, bei geringerer Nebenwirkungsrate. Es zeigt ein hoheres Sicherheitsprofil
beim Menschen [116, 117]. Es wurden aufierdem antiinflammatorische Effekte von
Clopidogrel durch eine Reduktion von vaskuldren Entziindungsmediatoren gezeigt
[118]. Eine Kombinations behandlung von ASS und Clopidogrel in der operativen
Chirurgie wird allerdings kritisch beurteilt, weil sie mit einer erhéhten Rate von
Blutungskomplikationen einhergeht. Klinische Daten deuten darauf hin, dass eine
Clopidogrel Monotherapie, einer dualen Therapie ebenbiirtig ist, die Rate an
Nebenwirkungen aber deutlich geringer [119]. Es kann nicht ausgeschlossen werden,
dass die Implantation einer aortoiliakalen Prothese, die eine Entziindungsreaktion der
angrenzenden Gefifdwand auslost, die erhohte Thrombogenitit der PLLA Stents
getriggert hat [120]. Es wurden jedoch auch Metall Stents in die Prothese implantiert,
ohne dass thrombotische Verschliisse auftraten. Der kombinierte Einsatz von PTFE
Prothese und biodegradierbarem PLLA Stent scheint daher kein zusitzlicher Stimulus
fiir die Thrombogenese zu sein.

Fir die 6 Wochen Studie im Anastomosenmodell wurde das antithrombotische
Regime der kombinierten Gabe von ASS und Clopidogrel gewihlt. Dies erfolgte in
Ubereinstimmung zu den Daten eines Single Center Carotid Stent Registry und
gemiss den Empfehlungen einer Gruppe, die Drug Eluting Stents in préklinischen
Modellen evaluiert [120, 121]. Es trat kein thrombotischer Verschluss auf. Im Iliakal
Modell, wie auch im ACC Modell zeigte die Gruppe der unbeschichteten PLLA
Stents eine stirkere inflammatorische und neointimale Reaktion als die Gruppe der

Metall Stents. Diese Resultate wurden von anderen Forschungsgruppen bestitigt [15,

55



84, 92]. Die erhohte neointimale Dicke resultierte in einem kleineren Residuallumen
der PLLA gestenteten Iliakalarterien und Carotiden. Die Erklirung dafiir liegt sowohl
in der grofleren Strutbreite und somit grofieren Oberfliche, als auch im stirkeren
inflammatorischem Potential des Polylaktid Stents. Um der gesteigerten
entziindlichen Reaktion auf den Polymerstent entgegenzuwirken, wurde die
Inkorporation verschiedener Pharmaka, wie Dexamethason, Paclitaxel, Simvastatin
und Everolimus getestet [90 92, 122] . Doch der Einsatz von Wirkstoffen aus der
Reihe von Immunmodulatoren, Zytostatika und Migrationshemmern wird
eingeschrinkt durch die essentielle Anforderung, eine Biokompatibilitit zwischen
Stentoberfliche und flieffendem Blut zu erreichen, in die der Stent einheilen und
von einer diinnen Neointimaschicht iiberzogen werden kann. UURTO et al.
implantierten 2005 in einer Pilotstudie selbstexpandierende bioresorbierbare Poly
D/L Lactidstents als Triger von Dexamethason als auch Simvastatin im
Schweinemodell und untersuchten diese im Vergleich zum unbeschichteten
Metallkontrollstent [92]. Die Resultate ergaben eine signifikant geringere
Neonintimahyperplasie des Dexamethason Stents. Angiographisch ergab sich aber
eine grofiere Stenoserate aufgrund eines erhohten elastischen Recoils, was die
Wirksamkeit des Pharmakons bei insuffizienten mechanischen Eigenschaften des
Stents demonstriert. Dieses Beispiel zeigt, wie komplex die Interaktionen zwischen
physikalischen und biologischen Stellgréfien sind. Offensichtlich ist es durch die
Inkorporation vom Medikament zu einer Schwichung der Stabilitit des Stents
gekommen. Der Simvastatin Stent der Testreihe zeigte eine geringere
inflammatorische Reaktion im Vergleich zum Kontrollstent, hatte jedoch keinen
Effekt auf die Neointimabildung.

Vogt et al. untersuchten einen Paclitaxel elutierenden biodegradierbaren PDLLA
Stent im Bereich der Herzkranzgefifie des Schweins und konnten suffiziente

mechanische Eigenschaften sowie eine signifikante Reduktion der Stenosierung im

56



Vergleich zu unbeschichteten PDLLA und Metall Stents zeigen[91]. Neben
zahlreichen Daten zur Wirksamkeit Sirolimus freisetzender Metall Stents gibt es
keine validen Untersuchungen im Bereich der Polymerstents. Jedoch existiert aktuell
eine klinische Studie in diesem Bereich, die den Einsatz des Sirolimusderivats
Everolimus testete, der ABSORB Trial [90]. In dieser Multicenterstudie, die erstmals
einen komplett bioresorbierbaren, mit einem Pharmakon beladenen Stent in
koronarer Applikation anwendete, wurde ein Everolimus beschichteter Polylaktid
Stent erfolgreich bei Patienten mit de novo Koronarldsionen implantiert Die ersten
Ergebnisse zeigten eine sichere Anwendbarkeit und das Fehlen von thrombotischen
Verschliissen oder klinischen Komplikationen nach 30 Tagen. Langzeitresultate {iber
den Verlauf der Degradation bleiben abzuwarten.

Eine Studie, die sich mit Sirolimus beschichteten PTFE Prothesen auseinander setzte,
gibt Anhalt dafiir, das die lokale Applikation von Sirolismus zu einer Verminderung
der anastomotischen neointimalen Hyperplasie beitragen kann [108, 123]. Im
Vergleich zu unbeschichteten PLLA Stents konnte im Anastomosen Modell wie auch
im ACC Modell eine signifikant verminderte inflammatorische und neointimale
Reaktion durch die Sirolimusbeschichtung gezeigt werden. Dieses resultierte in einem
deutlich erh6hten Residuallumen im Vergleich zu den unbeschichteten PLLA Stents.
Doch trotz verminderter neointimaler Hyperplasie bei den SIR PLLA Stents, war die
luminale Durchgingigkeit der Metall Stents grofier. Der Hauptgrund liegt ein
weiteres Mal in der nahezu doppelten Strut Breite (PLLA: 270 pm vs. Metall: 155
pm), die fiir den Polymerstent jedoch notwendig ist, um mit Metall Stents
vergleichbare mechanische Eigenschaften zu erreichen [16]. Hier muss weitere
Forschungsarbeit betrieben werden, um den biodegradierbaren Polymer Stent zu

optimieren und fiir die klinische Anwendung einsatzfahig zu machen.

57



ZUSAMMENFASSUNG

Die iliakalen Anastomosen lassen sich problemlos iiberstenten.

Die A. carotis communis lésst sich nach operativer Freilegung miihelos mit
PLLA und Metall stenten. Die lange Aufdehnungszeit des Polylaktidstents
stellt hier einen Nachteil dar, da die Gefahr einer zerebralen Ischédmie
besteht. Anhaltspunkte fiir ein embolisches Ereignis liegen nicht vor, sind

jedoch im Rahmen der Biodegradation des PLLA Stents nicht ausgeschlossen.

Unter der kombinierten Gabe von ASS und Clopidogrel bleiben alle PLLA
und SIR PLLA Stents durchgingig.

Die PLLA Stents zeigen im Vergleich zu Metall Stents ein hoheres
inflammatorisches Potential sowie eine erhohte neointimale Hyperplasie
bei vergleichbarem Ausmaf$ der stentinduzierten Gefifdverletzung. Daraus

resultiert nach 6 Wochen ein deutlich geringeres Residuallumen.

Die nahezu doppelte Strutbreite, die notwenig ist, um Stabilitdt zu
gewihrleisten, steigert die inflammatorische Reaktion und verringert die
luminale Durchgingigkeit im Vergleich zu Metall Stents. Dies ist ein Punkt,

den es zu optimieren gilt.

Die Inkorporation von Sirolimus in den PLLA Stent fithrt zur

signifikanten Reduktion der Entziindungs und Neointima Reaktion und

damit zu einer Erhohung des luminalen Querschnitts nach 6 Wochen.
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Die Dilatationszeit von 1bar|min birgt die Gefahr einer peripheren Ischidmie

und sollte fiir die klinische Anwendung verkiirzt werden.

Der PLLA Stent zeigt im undilatierten Zustand einen Aufiendurchmesser von
iiber 3 mm. Fiir den interventionellen Einsatz ist damit mindestens eine 10 F
Schleuse notig. Die Herstellung eines PLLA Stents mit niedrigerem
Aufiendurchmesser ist daher von Vorteil. Dieser kénnte durch
Tauchkerne mit einem geringeren Durchmesser erreicht werden, wenn

vergleichbare physikalische Eigenschaften bestehen bleiben.
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(1)

()

(3)

THESEN

Stenosierende GefifSerkrankungen stellen in der modernen Gesellschaft ein
vorrangiges gesundheitsokonomisches Problem dar, deren Auftreten sich in der
koronaren Herzerkrankung, der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit
oder zerebralen und viszeralen Durchblutungsstorungen manifestiert. Durch die
zunehmende Lebenserwartung der Bevolkerung treten diese Krankheiten

immer mehr in den Vordergrund.

Die gefifichirurgischen Eingriffe weisen, abhingig von der Lokalisation der
Erkrankung wund der Operationsmethode, unterschiedliche peri und
postoperative Morbiditit und Mortalitit auf. Mit der fortschreitenden
Verbesserung der Kathetertechniken und der Implantatmaterialien geht die
Entwicklung immer mehr in die Richtung der minimal invasiven Behandlung
von Gefiferkrankungen. Perkutane transluminale Angioplastie,
Stentimplantationen oder endovaskuldre Prothesenversorgung sind aus dem

Alltag der Therapie von Gefifierkrankungen nicht mehr wegzudenken.

In der endovaskuldren Therapie haben sich mit Bare Metall Stents und
beschichteten Prothesen Materialien etabliert, die nach der Implantation als
Fremdkorper im Gefafd verbleiben. Idealerweise aber sollte ein Implantat nach
Erreichen der therapeutischen Zielstellung entfernbar sein oder sich im
Organismus riickstandsfrei auflosen. Bisherige Studien haben noch nicht zur
Entwicklung eines Stents fithren konnen, der die Biodegradierbarkeit mit
gleichwertigen mechanischen FEigenschaften der etablierten Metall Stents

verbindet.
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(4)

(5)

(6)

(7)

Die bisher verfiigbaren biodegradierbaren Magnesium oder Polymer Stents
weisen sowohl im komplizierten Herstellungsprozess als auch in der
Applikation und dem Degradationsverhalten noch Nachteile auf. Diese Situation
erfordert eine weitere Forschung auf dem Gebiet der Materialien, der

Verarbeitung und der Applikation dieser Stents.

Das angewandte Vorgehen mit einer praktischen Anwendung am
Schweinemodell basiert auf der Vergleichbarkeit menschlicher und porciner
Gefifle. Durch die Gegeniiberstellung der Ergebnisse der Implantation
biodegradierbarer Stents und etablierter, fiir die Anwendung am Menschen
zugelassener Bare Metall Stents wird eine moglichst praxisnahe Analyse
vorgenommen, deren Ziel die Weiterentwicklung biodegradierbarer

Endoprothesen auf dem Weg zur humanmedizinischen Therapie ist.

Die Durchfithrung der Studie mit Schweinen als Modelltiere erfordert
besondere Sorgfalt, da Schweine eine hohe Stressempfindlichkeit aufweisen und
die retroperitonealen operativen Eingriffe den Darm als besonders

empfindliches Organ beeintrichtigen konnen.

Unter der kombinierten Gabe von Acetylsalicylsiure und Clopidogrel als
antithrombotisches Regime bleiben alle Metall Stents, sowie alle
Sirolimusbeschichteten und  unbeschichteten  Poly L Lactid Stents

durchgingig.
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Biodegradierbare PLLA- Stents zeigen im Vergleich zu Metall-Stents ein
hoheres inflammatorisches Potential sowie eine erhohte neointimale
Hyperplasie bei vergleichbarem Ausmaf} der stentinduzierten Gefifdverletzung.

Daraus resultiert nach 6 Wochen ein deutlich geringeres Residuallumen.

Bisher weisen die Polylactid-Stents eine nahezu doppelte Strutbreite auf, um
eine mit Metall-Stents vergleichbare Stabilitit zu gewihrleisten. Dies steigert
jedoch die inflammatorische Reaktion und verringert die luminale

Durchgingigkeit. Dieser Punkt muf$ optimiert werden.

Die Inkorporation von Sirolimus in den Polylactid-Stent fiihrt zur
signifikanten Reduktion der Entziindungs- und Neointima-Reaktion und damit

zu einer Erhohung des luminalen Querschnitts nach 6 Wochen.

Die Dilatationszeit von 1 bar|/min, die aufgrund der speziellen viskoelastischen
Eigenschaften des Polymer- Stents notwenig ist, birgt die Gefahr einer

peripheren Ischdmie und sollte fiir die klinische Anwendung verkiirzt werden.

Biodegradierbare Polymer- Stents sind in ihrer Anwendung in zweifacher
Funktion vorstellbar: Neben der Rekonstruktion des Gefdf$lumens durch die
radiale  Aufstellkraft konnen die Stents auch als temporires
Medikamentenreservoir mit kontrollierter Freisetzung einer pharmakologischen
Substanz im Rahmen der Degradation einsetzbar werden und neue

Moglichkeiten in der lokalen Pharmakotherapie er6ffnen.
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