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Verwendete Abkiirzungen:

ADP

AHA

bFGF

BMS

CABG

CAK

CASMC

CDK

CDKI

EGF

ELISA

FCS

IGF

iNOS

IRF

IVUS

MACE

MLD

MPF

PAF

PCI

PCNA

PDGF

PTCA

RD

TLR

TNF

Adenosindiphosphat

American Heart Association

basic Fibroblast Growth Factor

Bare Metal Stent

Coronary Artery Bypass Graft
CDK-Activating Kinase

Coronary Artery Smooth Muscle Cell
Cyclin Dependent Kinase

Cyclin Dependent Kinase Inhibitor
Epidermal Growth Factor
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
Fetal Calf Serum

Insulin-like Growth Factor

inducible NO-Synthase

Interferon Regulatory Factor
IntraVascular UltraSound

Major Adverse Cardiac Event
Minimal Lumen Diameter

Mitosis Promoting Factor

Platelet Activating Factor
Percutaneous Coronary Intervention
Proliferating Cell Nuclear Antigen
Platelet Derived Growth Factor
Percutaneous Transluminal Coronary Angioplasty
Reference Diameter

Target Lesion Revascularization

Tumor Necrosis Factor

Weitere Abkirzungen werden im direkten Kontext mit deren Verwendung erlautert.






1. Einleitung

Kardiovaskulare Erkrankungen stellen die Haupterkrankungs- und Todesursache der
industrialisierten Welt dar. Gemall dem "Heart Disease and Stroke Statistics"-Bericht
der American Heart Association (AHA) belauft sich die Zahl derjenigen Menschen in
den Vereinigten Staaten von Amerika, die im Jahr 2010 von einer Erkrankung des
Herz-Kreislauf-Systems (inklusive der arteriellen Hypertonie) betroffen waren, auf
uber 81 Millionen, die Pravalenz steigt mit dem Alter an, in der Literatur werden
Zahlen von beginnend mit 5% in der Altersgruppe der 20-Jahrigen bis hin zu 75% bei
den Uber 75-Jahrigen angegeben 75 . Trotz aller Fortschritte in der Pravention und
Therapie kardiovaskularer Krankheiten nimmt deren Zahl weiterhin zu. Betrachtet
man den Ruckgang ernahrungs- und infektionsbedingter Todesursachen in Regio-
nen, die heute allgemein zu Schwellenlandern bzw. Landern der 3. Welt gezahit
werden, so werden gemall Schatzungen Herzkreislauf-Erkrankungen im Jahr 2020
nicht nur die Haupttodesursache in der industrialisierten, sondern der gesamten Welt
sein 16 .

Eine Hauptgruppe der als "kardiovaskulare Erkrankungen" zusammengefassten
Krankheitsbilder bildet die koronare Herzkrankheit (KHK), die sich Kklinisch als
stabile bzw. instabile Angina pectoris oder akutes Koronarsyndrom manifestieren
kann. Im "Heart Disease and Stroke Statistics"-Bericht des Jahres 2010 beziffert die
AHA die Anzahl der in den USA an KHK leidenden Patienten auf insgesamt
17,6 Millionen; die Pravalenz von Patienten mit stattgefundendem Myokardinfarkt
wird mit 8,5 Millionen angegeben, die derjenigen mit Angina pectoris-Beschwerden
mit 10,2 Millionen. In der Altersgruppe der unter 75-Jahrigen ist die koronare
Herzkrankheit fur 50% der kardiovaskularen Ereignisse verantwortlich. Pro Jahr
erleiden in den USA ca. 935.000 Menschen einen Herzinfarkt (klinisch manifest oder
auch "stumm"), knapp 600.000 Menschen sterben pro Jahr an den Folgen der KHK.
Die Kosten, die laut AHA durch kardiovaskulare Erkrankungen direkt (z.B. durch
Krankenhausaufenthalte, medizinische Malinahmen und Medikamente) und indirekt
(z.B. Arbeitszeitausfalle und andere Folgekosten) in den USA entstehen, werden flr
das Jahr 2010 mit $503 Milliarden angegeben, darunter $177 Milliarden zu Lasten

der koronaren Herzkrankheit 75 .



1.1. Entwicklung des koronaren Stentings

Lange Zeit galt die Wiedererdéffnung verschlossener Koronargefalde mittels Bypass-
Chirurgie als Goldstandard bei Patienten mit Angina pectoris und Herzinfarkt. Bereits
1956 wurden Werner Forssmann, André Frédéric Cournand und Dickinson W.
Richards "fur ihre Entdeckungen zur Herzkatheterisierung und zu den pathologischen
Veranderungen im Kreislaufsystems" 190 mit dem Nobelpreis fur Medizin ausgezeich-
net. Basierend auf der von Mason Sones in den sechziger Jahren des 20. Jahr-
hunderts weiterentwickelten Methode mit Darstellung der Herzkranzgefalde durch
Kontrastmittelinjektion direkt in die Koronararterien mittels eines in Judkins-Technik
(Punktion der A. femoralis im Inguinalbereich) eingebrachten Herzkatheters 146 ,
stellte dann der in Dresden geborene Andreas Roland Grintzig im Jahr 1976 eine
neue Methode zur Reperfusion verengter bzw. verschlossener Koronarien vor. Bei
der als "perkutane transluminale Koronarangioplastie" (percutaneous transluminal
coronary angioplasty, kurz PTCA) bezeichneten Technik, die als Grundstein zur
Schaffung eines neuen Bereichs innerhalb der Kardiologie - der interventionellen
Kardiologie - qilt, wird der analog zur diagnostischen Koronarangiographie ins
koronare Gefallbett eingebrachte flexible steuerbare Fulhrungsdraht genutzt, um
dariber hinweg einen Ballon in den Bereich der GefalRengstelle vorzuschieben.
Durch Insufflation des Ballons erfolgt schlieBlich die Aufdehnung der Stenose und
somit die Verbesserung bzw. Wiederherstellung der Koronarperfusion 43 .

Anfangs bestand eine enge Indikationsstellung bezuglich der Anwendung der PTCA,
sie kam vornehmlich bei Patienten mit koronarer Eingefallerkrankung und stamm-
naher Lokalisation der Stenose zum Einsatz bzw. dann, wenn beim Patienten eine
der medikamentdsen Therapie refraktare Angina pectoris vorlag; eine weitere Vor-
aussetzung stellte eine nicht wesentlich eingeschrankte linksventrikulare Pumpfunk-
tion dar 11 . Im Verlauf der Jahre nahm die Anzahl der durchgefuhrten katheterbasier-
ten Koronarinterventionen stetig zu, einerseits wegen der im Vergleich zur Bypass-
chirurgie geringeren Invasivitat und des verminderten Zeit- bzw. Personalaufwandes,
andererseits wurde es durch Verbesserung von Technik und verwendeten Materia-
lien moglich, auch komplexe Lasionstypen therapeutisch anzugehen 120 . Als proble-
matisch erwies sich von Anfang an, dal} es bei etwa 30% bis knapp Uber 50% der
Patienten nach PTCA zur Ausbildung einer sogenannten Restenose kommt 42 101.
Als Restenose bezeichnet man eine erneute Verengung am Ort der Dilatation der

Gefalengstelle, die sich meist innerhalb 6 Monaten postinterventionell entwickelt 42
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und mit rekurrenten Symptomen einhergehen kann. Als Antwort auf dieses funda-
mentale Problem der konventionellen PTCA wurde im Jahr 1986 durch die Arbeits-
gruppe um Ulrich Sigwart erstmalig eine koronare Stentimplantation an einem Pa-
tienten durchgeflhrt 139, 137 . Unter koronarem Stenting versteht man die Einbringung
einer auf einen speziellen Ballon angebrachten metallischen Endoprothese an den
Ort der Gefaliengstelle, dort erfolgt dann die Entfaltung des Stents; diese Technik
per se wurde bereits 1985 vom Radiologen Julio Palmaz vorgestellt 13 . Heute,
knapp 25 Jahre ihrem erstmaligem Einsatz, hat sich zur Wiederherstellung der
koronaren und somit myokardialen Perfusion die Methode des koronaren Stentings
alleine oder komplementar zur PTCA zur dominierenden unter den perkutanen koro-
naren Interventionsformen entwickelt 57 . Im Vergleich zur alleinigen PTCA ermoglicht
koronares Stenting stabile und vorhersagbare initiale angiographische Ergebnisse
auch in komplexen Lasionen 51 bei gleichzeitiger Verminderung des periprozeduralen
Risikos (z.B. wird die Notwendigkeit zur operativen Myokardrevaskularisation als Fol-
ge eines periinterventionellen GefalverschluRes reduziert) 3¢ . Die Methode des ko-
ronaren Stentings ermdglichte eine deutliche Erweiterung des Indikationsspektrums
fur perkutane Katheterinterventionen, sie besteht heute nicht mehr nur fir Patienten
mit den oben genannten Kriterien, heute ist die sichere Durchfiihrung einer perku-
tanen koronaren Katheterintervention unter anderem auch bei Patienten mit (kom-
plexer) koronarer Mehrgeféal3erkrankung so und im akutem Myokardinfarkt moglich 4 .
Zwar gab es alternativ zum koronaren Stenting neben der konventionellen PTCA
auch weitere neuentwickelte Interventionsmdglichkeiten wie etwa der Atherektomie
oder Laser-Verfahren, diese konnten sich jedoch nicht dauerhaft durchsetzen. Eine
wesentliche Weiterentwicklung stellte jedoch die Entwicklung medikamenten-
beschichteter Stents und PTCA-Ballone in den letzten Jahren dar. So wurden geman
"Heart Disease and Stroke Statistics"-Bericht im Jahr 2006 in den USA in 75% der
Stentimplantationen medikamentenbeschichtete, sogenannte "Drug-eluting"-Stents
verwendet 75 . In 80 - 90% aller interventionellen kardiologischen Eingriffe werden
heutzutage Stents verwendet 51 . Trotz der anspruchsvolleren Technik des koronaren
Stentings im Vergleich zur alleinigen PTCA liegt die Erfolgsrate des Primareingriffs
bei ca. 94 - 97% 122, 120 . Pro Jahr werden in den USA ca. 1,3 Millionen perkutane
Katheterinterventionen vorgenommen, im Gegensatz dazu steht eine Zahl von
aktuell ca. 253.000 Patienten, bei denen ein bypasschirurgischer Eingriff notwendig
war 7s , wahrend diese Zahl im Jahr 2004 noch bei 350.000 lag 3s .
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1.2. Problem der In-Stent Restenose

Wie oben beschrieben wurde der langfristige Therapieerfolg der PTCA von Anfang
an durch Restenoseausbildung in 30-50% der Falle innerhalb 6 Monaten nach dem
Eingriff beeintrachtigt. Lange als alleinige Konsequenz uberschiel3ender Heilungs-
prozesse durch Proliferation glatter GefaBmuskelzellen in der Tunica media be-
trachtet 75 , wurde mit der Zeit durch tierexperimentelle oder auch Studien am
Patienten klar, da® die Entstehung einer Restenose nach PTCA vor allem auf
elastische Ruckstellkrafte des Gefaldes, dem sogenannten "elastic recoil", sowie auf
adaptiven Umbauvorgangen der arteriellen Wand, dem sogenannten "remodeling"
zuruckzufuhren ist 120 . Da Stents den Ruckstellkraften durch "elastic recoil" und
Remodeling entgegenwirken, ging man anfangs davon aus, daf} so das Problem der
Restenoseausbildung nach PTCA gel6st sei. Grolze randomisierte Studien wie die
STRESS- (STent REStenosis Study) und BENESTENT- (BElgium NEtherland
STENT) Studie bestatigten zwar eine signifikante Reduktion der Restenoserate nach
koronarem Stenting im Vergleich zur PTCA alleine 35, 129 , trotzdem lasst sich auch
nach Implantation eines unbeschichteten, sogenannten "Bare metal"-Stents weiterhin
je nach Studienlage in bis zu 30-50% der Patienten angiographisch eine relevante
Restenose nachweisen g9 . Diese sogenannte In-Stent Restenose unterscheidet sich
histologisch von der Restenose nach konventioneller Ballonangioplastie. Mehr als
90% des Lumenverlustes nach koronarem Stenting werden der Bildung einer

sogenannten neointimalen Hyperplasie zugeschrieben gg 153 .

In Reaktion auf die stentinduzierte Verletzung migrieren glatte Muskelzellen der koro-
naren arteriellen GefalRwand (coronary artery smooth muscle cells, kurz CASMC)
aus der Tunica media in die Tunica intima, proliferieren dort und stellen letzten
Endes einen Grolteil des zellularen Anteils der auf diesem Weg neu gebildeten

"Neointima" dar 39, 67, 90 -
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Abbildung 1. Schematische Darstellung der Ausbildung der neointimalen Hyperplasie, modifiziert nach Mitra und Agrawal g :
glatte GefaRmuskelzellen (SMC) liegen in der Tunica media in einem sogenannten "ruhenden" Phanotyp vor; nach stentindu-
zierter Verletzung der Endothelzellen werden SMC aktiviert, migrieren von der Tunica media in die Tunica intima und pro-
liferieren dort. Desweiteren kommt es zur Synthese von extrazellularer Matrix (ECM); weitere Zelltypen wie Thrombozyten oder

Entzlindungszellen tragen durch Freisetzung von z.B. PDGF oder Matrix-Metalloproteinasen (MMP) zu diesen Vorgéngen bei.

Zum genaueren Verstandnis der Hintergriinde des nach wie vor aktuellen Problems
der In-Stent Restenose durch neointimale Hyperplasie sollen nun, anhand von Er-
kenntnissen aus der Grundlagen- und klinischen Forschung, die grundsatzlichen
zugrundeliegenden Pathomechanismen der neointimalen Hyperplasie erortert
werden; in Bezug auf diese Modelle wird dann im weiteren Verlauf das als Reaktion
auf die In-Stent Restenose entwickelte Therapieverfahren mit medikamenten-
beschichteten bzw. "Drug-eluting"-Stents erlautert. Da sich die weitere Arbeit (vgl.
Punkt 2 - Problemstellung) mit Pradiktoren fur die Entwicklung einer In-Stent Re-
stenose beschaftigt, erfolgt zudem eine Abhandlung Uber die wesentlichen, in der

aktuellen Literatur aufgeflhrten Risikofaktoren fur die Entwicklung einer Restenose.
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1.3. Molekularbiologische Grundlagen der neointimalen Hyperplasie
1.3.1. Zellzyklus

Voraussetzung zur Proliferation von Zellen ist die Fahigkeit zur Mitose, d.h. zur Zell-
teilung. Dazu durchlaufen die Zellen einen sogenannten Teilungszyklus, auch Zell-
zyklus genannt. Bei diesem Zellzyklus werden grundsatzlich funf verschiedene
Entitaten unterschieden: die Go- ("gap"), Gi- und G,-Phase, die S- ("Synthese")
Phase sowie die M- (Mitose) Phase, wobei die Sequenz von G4-, S- und G,-Phase
auch als Interphase bezeichnet wird 26 . Ruhende, dafl® heil’t nicht proliferierende
Zellen, befinden sich in der Gyo-Phase, in der sie auch Uber langere Zeitrdume ver-
bleiben koénnen. Durch bestimmte Mitose-auslésende Signale (z.B. Wachstums-
faktoren) kdnnen diese Zellen in die G-Phase Ubertreten, hier wachst die Zelle durch
Synthese von RNA, Proteinen und weiteren Zellbestandteilen. Die anschlielende S-
Phase dient neben der DNA-Replikation auch der Synthese weiterer fur die Zelle zur
Mitose notwendiger Bestandteile wie etwa Histonen oder Zentrosomen. Die Gy-
Phase stellt die unmittelbare Vorbereitung der Zelle zur Teilung dar. In der M-Phase
erfolgt die Teilung der Zelle mit Chromosomentrennung, es entstehen zwei iden-
tische Tochterzellen gg . Nach abgeschlossener Teilung kann die Zelle erneut in die
G1- und somit in eine neue Teilungsphase eintreten, alternativ verlasst die Zelle die

G1-Phase und verbleibt in der Gg-Phase 5 .

Differenzierung

Apoptose

Abbildung 2. Schematische Darstellung der Zellzyklusphasen, nach Denk und Zatloukal 5 : "ruhende" Zellen befinden sich in
der Go-Phase, nach Eintritt in den Zellzyklus werden die G-, S-, G,- und zuletzt die M-Phase durchschritten; nach Abschlu® der
Mitose tritt die Zelle erneut in den Zellzyklus ein oder kehrt in die Go-Phase zuriick, durch spezielle Kontrollmechanismen kann

aber fiir den Fall irregular bzw. fehlerhaft ablaufender Zellteilungsvorgange auch die Apoptose induziert werden.

Da die Teilung der Zelle eine besonders kritische Phase darstellt, in der Stérungen
schwerwiegende Folgen wie z.B. das Auftreten von Mutationen oder den Zelltod

nach sich ziehen konnen, missen diese einzelnen Phasen exakt kontrolliert und

14



reguliert werden. Gewahrleistet wird dies unter anderem durch zwei R- (Restriktions)
Punkte, diese befinden sich jeweils zwischen der G4- und S- bzw. der G,- und M-
Phase, hier wird durch bestimmte biochemische Signale Uber den Stop bzw. die

Weiterfuhrung des Zellzyklus entschieden gg .

1.3.1.1. Regulation durch Cycline, CDK’s und CDKI's

Die Regulation des Zellzyklus erfolgt Uber die Synthese, Aktivierung und Inaktivier-
ung verschiedener Molekile g5 . Cycline und ihre Co-Enzyme, die Cyclin-abhangigen
Kinasen (cyclin dependent kinase, kurz CDK), bilden in ihrer aktivierten Form stabile
Komplexe und fordern die weitere Progression durch den Zellzyklus. Die Aktivitat
dieser Holoenzyme ist abhangig von ihrer Menge sowie vom Phosphorylierungs-
status der als Katalysator dienenden CDK's 55 . Durch phasenspezifische Cyclin/
CDK-Komplexe wird der regelrechte Fortlauf von der Gq-Phase bis hin zur Mitose
garantiert 139 . Den Zellzyklus-fordernden Cyclin/CDK-Komplexen stehen die CDK-
Inhibitoren (cyclin dependent kinase inhibitor, kurz CDKI) als negative Regulatoren
gegenuber 135 . Aktiviert und reguliert durch verschiedenste antimitogene Signale,
bewirken z.B. CDKl's der KIP/CIP-Familie (z.B. p27, p21 oder p57) direkt oder

indirekt eine Inhibition des Zellzyklus durch Hemmung der Cyclin/CDK-Komplexe 139 .

1.3.1.2. G4- und S-Phase

Das Fortschreiten durch die G4-Phase wird reguliert durch diverse Cycline in Ko-
operation mit den entsprechenden Cyclin-abhangigen Kinasen; die frihe G4-Phase
wird bestimmt durch Cycline des Typs D, fur die spate Phase stellen sich Cycline des
Typs E und A als entscheidend dar. Die durch eine Akkumulation der Cycline des
Typs D mit ihren komplementaren CDK’s (CDK4, CDKg) entstehenden Komplexe
bewirken eine Erhdhung des Proteins PCNA (proliferating cell nuclear antigen), die
freien Cyclin D/CDK/PCNA-Komplexe bewirken eine Absenkung der biologisch wirk-
samen Menge von p27 15 . In ruhenden, d.h. in der Go-Phase befindlichen Zellen,
liegt p27 normalerweise in hohen Spiegeln vor 13 und hemmt in seiner Funktion als
CDKI die jeweilige katalytische Untereinheit der fur die Passage durch die Gi-Phase

notwendigen Proteinkinase (CDK4, CDK?) 144 , €s wird so das Fortschreiten durch die
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G1-Phase und konsekutiv die Proliferation der Zelle inhibiert. Am Ende der G4-Phase
erfolgt durch die aktivierten Cyclin-/CDK-Komplexe eine Phosphorylierung des
Retinoblastoma-Genprodukts Rb, einer Art Synchronisator der Transkriptions-
vorgange innerhalb der Zelle und zugleich Bestandteil des Mechanismus des
Restriktionspunktes zwischen der G- und S-Phase 147. Unter Ruhebedingungen
liegt Rb zusammen mit dem Transkriptionsfaktor E2F in stabilen und gleichzeitig
inaktiven Komplexen vor; erfolgt nun der mitogen-induzierte Eintritt der Zelle in die
G1-Phase, wird Rb durch das Cyclin D/CDK4-Holoenzym hyperphosphoryliert und der
Komplex aus E2F und Rb dissoziiert 139 . In der Folge wird durch die aktive Form des
E2F die Expression von Genen hochreguliert, die flr die Progression durch die S-,
G2- und M-Phase bendtigt werden, die Zelle kann nun in die S-Phase eintreten. Eine
weitere Regulation des Zellzyklus erfolgt durch p21, welches zu Beginn der Gs-
Phase in niedrigen Pegeln vorliegt, dessen Spiegel dann aber ansteigen, durch die
Bindung mehrerer p21-Untereinheiten kommt es zu einer Inaktivierung der Cyclin/
CDK-Komplexe 15 136 . Als wichtiger Regulator des Zellzyklus gilt p53, welches Uber
die Induktion verschiedener Zielgene den programmierten Zelltod - die Apoptose -
oder DNA-Reperaturmechanismen einzuleiten vermag, aber auch z.B. Uber eine
Aktivierung der p21-Expression die Arretierung des Zellzyklus in der Gs-Phase

bewirken kann 14 72 .
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Abbildung 3. Vereinfachtes Schema der Zellzyklusregulation nach Braun-Dullaeus et al. 15 : es zeigt sich der im Text be-
schriebene Einflul von Cyclinen, CDK’s und CDKI’s auf die Regulation der einzelen Phasen des Zellzyklus. Wahrend Cyclin/
CDK-Komplexe das Fortschreiten durch den Zellzyklus férdern, hemmen CDKI's wie z.B. p21 oder p27 diese Prozesse; Proto-

onkogene wie c-fos oder c-myc modulieren die Aktivitat der Cyclin/CDK-Komplexe.
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1.3.1.3. G,-Phase und Mitose

Nach vollstandiger DNA-Replikation und Fortschreiten der Zelle durch die G,-Phase
tritt die Zelle schliel3lich in die M-Phase ein. Eine SchlUsselrolle hierfur nimmt eine
spezifische Serin/Threonin-Kinase ein, die als MPF (mitosis promoting factor) be-
zeichnet wird s . MPF besteht aus einer regulatorischen Untereinheit, dem Cyclin B,
dessen Konzentration in der Interphase ansteigt und in der M-Phase ihren maxima-
len Wert erreicht, und aus einer katalytischen Untereinheit, der CDK4, auch bekannt
als cdc2 (cell division cycle 2) 15 . Aktives MPF phosphoryliert verschiedene an der
Mitose beteiligte Proteine und Enzyme und leitet somit die Prophase ein gs . Auch
diese Prozesse unterliegen einem Regulationsmechanismus dadurch, dal® der ak-
tivierte MPF-Komplex neben den oben genannten Elementen auch Enzyme aktiviert,

die einen proteolytischen Abbau des Cyclin B Uber Proteasomen bewirken g3 .

1.3.1.4. Regulation durch Protoonkogene

Protoonkogene sind genetische Elemente, deren Genprodukt als Bestandteil von
Signaltransduktionsprozessen an der Kontrolle normaler Wachstums- und
Differenzierungsprozesse beteiligt sind g5 ; es wird ihnen Rolle als Mediatoren bei der
Stimulation des Zellzyklus-Eintritts durch Wachstumsfaktoren zugeschrieben. So
bewirkt z.B. c-fos eine Erhdhung der mRNA-Expression von Cyclin D, Cyclin E und
CDKj4 107 . Ahnlich wie c-Fos bewirkt auch c-myc eine Verstarkung der fir die G-
Phase typischen Cyclin D und -E assoziierten Kinasenaktivitat 141 . Verschiedene
mitogene Signale leiten Uber ras diverse Phosphorylierungsprozesse ein, welche
Zellteilung und -differenzierung induzieren kénnen 7 , so wird z.B. die Cyclin D-
Aktivitat erhoht und konsekutiv die Progression durch die Gi-Phase gefordert 76 . Aus
den erhéhten mRNA-Pegeln von B-myb in der spaten G4/S-Phase kann ebenfalls ein
fordernder Effekt auf die Zellzyklus-Progression abgeleitet werden g1 , fir c-myb wird

eine stimulierende Wirkung auf die cdc2-Transkription vermutet g9 .

1.3.2. Intra- und interzellulare Vorgange nach GefaRverletzung

Ein Vorgang wie Ballonangioplastie bzw. Stentimplantation flhrt aufgrund von

Balloninsufflationsdriicken bis tGber 10 atm unweigerlich zu einer Verletzung des ent-
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sprechenden Gefalles. Aus der Abschilferung des Gefaliendothels und der damit
verbundenen Freilegung von prokoagulatorischen Bestandteilen der Gefalkwand wird
die Bildung von Thromben und Vasospasmen beglnstigt 46 ; eine entscheidende
Rolle in den im Folgenden geschilderten Prozessen spielt dabei jedoch vor allem der
Untergang von glatten GefalBmuskelzellen der Tunica media. Grundsatzlich I0st eine
ballon- bzw. stentinduzierte Verletzung den Beginn einer sich vornehmlich in drei
Schritte untergliedernde Reaktion aus: 1. frihe Phase mit Thrombozytenaktivierung
und Thrombusbildung, 2. Intermediarphase mit Rekrutierung von glatten Gefal3-

muskelzellen und 3. spate Phase mit Proliferation 19 .

1.3.2.1. Zelluldre Reaktion

1.3.2.1.1. Thrombozyten

In der frihen Phase fuhren freigelegte subendotheliale Strukturen zur Adhasion und
Aggregation von Thrombozyten, diese setzen innerhalb weniger Minuten den Inhalt
ihrer Granula wie z.B. PDGF 34 , aber auch andere mitogene (TGF, bFGF) und
chemotaktische Substanzen (z.B. PAF = platelet activating factor) in die verletzte
GefalRwand frei 13 77 . Durch die Ausschittung thrombozyteneigener, aggregations-
fordernder Substanzen wie z.B. Adenosindiphosphat unterliegt dieser Prozel} einer
gewissen Selbstaufrechterhaltung 3o , bis dann nach etwa 24 Stunden die Thrombo-
genitat der arteriellen GefalRoberflache signifikant nachlasst 5 und sich der Thrombo-

zytenumsatz verringert 159 .

1.3.2.1.2. Entziindungszellen

Eine weitere an dieser frihen Phase beteiligte Zelllinie stellen Entziindungszellen
dar. Angezogen von verschiedenen Mediatoren bilden Leukozyten und Makrophagen
einen kleinen aber signifikanten Anteil der Zellen der Neointima, von Leukozyten ist
bekannt, dal3 diese zwischen 1% und 11% der Gesamtzellpopulation darstellen 77 ,
bei T-Lymphozyten wird von einem Anteil von ca. 0,3% an der neointimalen Zell-
population ausgegangen s4 . Die Bedeutung dieser Zelltypen fur die Ausbildung der
neointimalen Hyperplasie konnte z.B. von Rogers et al. aufgezeigt werden, welche
mittels Blockade eines auf Leukozyten exprimierten Zelladhasionsmolekils durch
einen monoklonalen Antikdrpers in vitro eine reduzierte neointimale Verdickung nach

vorausgegangener balloninduzierter Endothelverletzung nachweisen konnten 115 .
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1.3.2.1.3. Glatte GefaBmuskelzellen

Kennzeichnendes histologisches Merkmal einer Restenose nach Angioplastie im
Menschen und in Tiermodellen ist die Akkumulation von glatten GefalBRmuskelzellen
innerhalb der Neointima. Im Rahmen der Angioplastie kommt es unweigerlich zum
Untergang von glatten Gefalimuskelzellen der Tunica media. Etwa 30 Minuten nach
Angioplastie scheinen nach Studien von Perlman et al. ca. 70% der in der Tunica
media befindlichen glatten Gefalimuskelzellen apoptotisch zu sein 106 . In der Folge
werden durch die von Thrombozyten, Leukozyten und im Rahmen des Zellunter-
gangs freigesetzten Stoffe Prozesse initiiert, die zur Aktivierung der glatten Muskel-
zellen flhren. Als friheste Zeichen dafur gilt die Nachweisbarkeit von Protoonko-
genen wie c-fos, c-jun und c-myc schon etwa 30 Minuten nach Verletzung. Durch
Wachstumsfaktoren stimuliert, stellt die erhohte Expression dieser Gene eine
vorubergehende, wenige Stunden anhaltende mitogene Stimulation v.a. der glatten
GefalRmuskelzellen dar g s4 . Unter normalen Bedingungen befindet sich die Mehr-
zahl der glatten GefalRmuskelzellen in der Tunica media, und liegen dort in einem
ruhenden, sogenannten "kontraktilen" Phanotyp vor ,3, gekennzeichnet durch die
reichhaltige Auspragung von aktin- und myosinhaltigen Filamenten 199 . Nach Sti-
mulation bilden glatte Gefalmuskelzellen einen "synthetischen" Phanotyp aus,
charakterisiert durch einen Ruckgang der Myofilamentdichte und konsekutiv der
Kontraktionsfahigkeit g , und fordern durch die Sekretion von Wachstumsfaktoren,
Zytokinen, Proteasen und Extrazellularmatrix die weitere Neointimabildung 23 105 .
Durch Stimulation mittels von Thrombozyten und Zelllyse freigesetzter Wachstums-
faktoren beginnen ca. 20-40% der in der Tunica media befindlichen glatten Gefal3-
muskelzellen im Zeitraum von etwa 24 Stunden bis 3 Tagen nach balloninduzierter
Verletzung zu proliferieren 19 . Danach migriert diese Subpopulation der medialen
glatten Gefallmuskelzellen, angezogen von Chemataxinen wie PDGF, von der
Tunica media in die Tunica intima 33 . Dies geschieht etwa am Tag 4, die Proliferation
setzt sich dabei fur einen Zeitraum von etwa 2 Wochen fort 2o . Im Schnitt durchlau-
fen die Zellen 3 Zellzyklen, etwa 10-20% der glatten GefalRmuskelzellen migrieren,
ohne in den Zellzyklus einzutreten 19 . Nach spatestens 3 Monaten erreicht die Dicke
der neu gebildeten Neointima ihr Maximum 5, , somit kann das zusatzliche Volumen,
welches sich nach Ende der Proliferation zwei Wochen nach Ballondenudation an-
sammelt, der Synthese von extrazellularer Matrix durch neointimale glatte Gefal3-

muskelzellen im synthetischen Phanotyp zugeschrieben werden 3 . Wie von
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Schwarz et al. berichtet stellen zellularen Bestandteile nur etwa 11% des Neointima-
Volumens 125 , 90% hiervon glatte Gefalmuskelzellen 7 , der Rest besteht aus extra-
zellularer Matrix. Nach 2-3 Monaten kehren die glatten Gefallmuskelzellen in den
kontraktilen Phanotyp zurtick 1 , im Rahmen des Remodeling kommt es dann auch
zur Entfernung eines Teils der Uberschiel3end gebildeten Extrazellularmatrix durch

Matrix-Metalloproteinasen 3 .

1.3.2.1.4. Endothel

Uber verschiedene Mechanismen nimmt das Endothel EinfluB auf die Entwicklung
der neointimalen Hyperplasie. So wird z.B. durch Stickoxid (NO), welches normaler-
weise von intakten Endothelzellen freigesetzt wird, die Thrombozytenadhasion sowie
-aggregation inhibiert 112 , zusatzlich wirkt sich NO hemmend auf die Proliferation von
glatten GefaBRmuskelzellen aus 126 . Dies verdeutlicht, da® der Verlust von Endothel
durch den interventionellen Eingriff unter anderem einen Mangel an NO nach sich

zieht, welcher indirekt die Entwicklung der Neointima begunstigt.

1.3.2.2. Interzellulare Signale: Wachstumsfaktoren und Zytokine

Vermittelt werden die jeweiligen Mechanismen der darauffolgenden vaskuloprolifera-
tiven Reaktion Uber von verschiedenen Zellen wie z.B. Thrombozyten, verletzten En-
dothelzellen, glatten GefalRmuskelzellen und Makrophagen sezernierten Zytokinen
und Wachstumsfaktoren, die Uber diverse Mechanismen und Wirkstoffe regulierend
auf Gefaldzellen wirken 139 . Die verschiedenen Molekule stellen sich unterschiedlich

in ihrer Wirkung auf den Zellzyklus dar:

1.3.2.2.1. PDGF

Thrombozyten sind eine wichtige Quelle des platelet derived growth factor 71 , jedoch
kann dieser Wachstumsfaktor auch von anderen Zellen wie z.B. Makrophagen 149
oder glatten GefalRmuskelzellen 145 gebildet werden. Trotz des bekannten mitogenen
Einflud auf mesenchymale Zellen 3, , wie z.B. der PDGF-induzierten Degradierung
von p27 142 oder einer PDGF-assoziierten verstarkten Expression von c-myc 1s ,
zeigten mehrere tierexperimentelle Studien mit PDGF-spezifischen Inhibitoren, daf}
PDGF vor allem chemotaktisch auf glatte Muskelzellen wirkt 3o . Ferns et al. konnten

mittels eines Antikorpers gegen PDGF zwar die Akkumulation glatter Muskelzellen in

20



der Neointima nach experimenteller Angioplastie reduzieren, ein signifikanter Effekt

auf die Proliferationsfahigkeit blieb dabei allerdings aus 3, .

1.3.2.2.2. bFGF

bFGF, ein von verletzten glatten GefalBmuskel- und Endothelzellen sowie von ak-
tivierten Makrophagen freigesetzter Wachstumsfaktor 46 , werden sowohl proliferative
Auswirkungen auf glatte GefalBmuskelzellen 74 und Endothelzellen 73 als auch ein

fordernder Einfluld auf Migration der glatten Gefalmuskelzellen zugeschrieben 53 .

1.3.2.2.3. TGFB

Als weiterer potentiell fur die Ausbildung einer Restenose nach balloninduzierter
Gefalverletzung wichtiger Wachstumsfaktor gilt TGFp, gebildet z.B. in Endothel-
zellen, glatten GefalRmuskelzellen 3 oder Thrombozyten 5 . In tierexperimentellen
Studien konnten nach Angioplastie-induzierter Verletzung signifikant erhdhte TGFf-
Spiegel in glatten GefalRmuskelzellen nachgewiesen werden o9 , die héchsten Pegel

werden dabei in der zeitlichen Phase der Synthese extrazellularer Matrix erreicht g .

1.3.2.2.4. IGF-1

Flr das Somatomedin IGF-1, welches im Rahmen der reaktiven Vorgange nach
balloninduzierter Gefallverletzung z.B. in glatten GefalRmuskelzellen gebildet wird
und dessen mRNA-Pegel in der Woche nach der erfolgten Endothelverletzung um
den Faktor 10 ansteigen 17 , konnten rezeptorvermittelte mitogene Eigenschaften auf

glatte GefaRmuskelzellen aufgezeigt werden 31 .

1.3.2.2.5. IL-1, TNFa und IRF-1

Nach Verletzung des GefalRes infolge Angioplastie kommt es durch die konsekutiv
auftretende entzindliche Reaktion mit Leukozyten-Aktivierung zur Freisetzung von
Zytokinen wie Interleukin 1 (kurz IL-1) und Tumornekrosefaktor a (kurz TNFa.). IL-1
wirkt indirekt durch eine Induktion PDGF-kodierender Gene proliferationsstimulierend
auf glatte GefalRmuskelzellen 143 und férdert im Rahmen der lokalen Entzindungs-
reaktion die Induktion von IGF-1 in Endothelzellen 37 . Tanaka et al. beschrieben
1996 durch im Rahmen von tierexperimentellen Studien gewonnener Ergebnisse,

dald in durch eine balloninduzierte Verletzung alterierten glatten GefalRmuskelzellen
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vermehrt TNFa-mRNA nachweisbar ist; fir TNFa selbst wurde gezeigt, dal® dieser
glatte Gefalimuskelzellen zur Teilung anregen kann 119 . Desweiteren wurde nach-
gewiesen, dall durch Stimulation mit TNFa Endothelzellen PDGF freisetzen 45 .
Einen weiteren Transkriptionsfaktor stellt IRF-1 (interferon regulatory factor-1) dar,
von dem bekannt ist, dald es durch Bindung an die Interferon p-Familie kodierender
Gene zu deren vermehrten Transkription fuhrt g1 . Eine in vivo-Studie an IRF-1 knock
out-Mausen zeigte, dall IRF-1 zu einer verstarkten Expression des CDKI's p21 fuhrt
und hiertber durch Inhibition oben beschriebener Cyclin/CDK-Komplexe arretierend
auf den Zellzyklus wirkt; ein entsprechender Effekt resultiert auch aus der IRF-1
induzierten und durch iINOS vermittelten Freisetzung von NO 145 ; im Rahmen dieser
Studie konnte auch bewiesen werden, dall IRF-1 neben dieser antiproliferativen
Wirkung einen hemmenden Einflul auf die Migrationsfahigkeit von glatten Gefal3-

muskelzellen ausubt.

In der Folge bewirkt die Ligandenbindung an Rezeptoren der Zelloberflache eine se-
kundare Signalreaktion, die zur Stimulation der betroffenen Zelle fihrt. So wird z.B.
ein Signal wie etwa die Bindung von PDGF oder IGF-1 Uber unterschiedliche Signal-
ubertragungsmolekile (zumeist Proteinkinasen) kaskadenartig von extrazellular Gber
ein komplexes intrazellulares Signalverarbeitungsnetzwerk an den Zellkern weiter-
geleitet, in diesem Rahmen kommt es unter anderem durch Protoonkogene wie ras
und raf zu einer Phosphorylierung verschiedener Transkriptionsfaktoren und konse-

kutiv zur Expression unterschiedlicher den Zellzyklus beeinflussender Gene 2 . 143 .

1.3.2.3. Zeitlicher Rahmen der ablaufenden vaskuloproliferativen Reaktion

Verschiedene Studien haben die Aktivierung des Zellzyklus im Rahmen der Ausbild-
ung neointimaler Hyperplasie als Reaktion auf Gefaldverletzung demonstriert, zum
einen durch Nachweis erhéhter Pegel und Aktivitat zellzyklusspezifischer Proteine,
zum anderen konnte durch Zellzyklusinhibition mit z.B. spezifischen Antikérpern
gegen gewisse Botenstoffe bzw. deren korrelierende Rezeptoren die Entwicklung
einer neointimalen Verdickung effektiv verhindert werden 5 . Fasst man die an
verschiedenen Modellen gewonnenen Erkenntnisse zusammen, ergibt sich folgen-
des Bild flir den Ablauf zellularer Prozesse, die letzen Endes zur Aktivierung des

Zellzyklus und zur Zellteilung von glatten Gefalimuskelzellen flihren: Als friheste
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Marker flr eine erhdhte zellulare Aktivitdt nach balloninduzierter Verletzung qilt die
Erhdhung der mRNA von Protoonkogenen z.B. der fos-Familie (innerhalb 15 Minu-
ten) g4 und c-myc (innerhalb 2 Stunden) g5 , diese ist fiir wenige Stunden nachweis-
bar und bewirkt wie oben beschrieben eine vermehrte DNA-Synthese. p27, welches
im unverletzten Gefald in erhéhten Wirkspiegeln vorliegt, fallt nach Verletzung eben-
falls rasch ab 127 . In den ersten 24 bis 48 Stunden steigt dann die Aktivitat der
Cycline E und A sowie der dazugehdrigen CDK; und PCNA an als Ausdruck einer
verstarkten Proliferation, ein Prozel3, der nach einiger Zeit innerhalb der Tunica me-
dia rlcklaufig ist, sich Uber diesen Zeitpunkt hinaus aber noch in der Intima nach-
weisen lalkt 146 . Ein dhnlicher zeitlicher Verlauf gilt auch fur cdc2 g5 . Im Gegensatz
dazu steigen sonst niedrigen Pegel von p53 und p21 innerhalb 7 Stunden flr einen
Zeitraum von 4 Wochen rapide an 4, 152 , €s wird diskutiert, dald so eine Uberschies-
sende Hyperplasieausbildung verhindert werden soll um gleichzeitig weitere Abheil-
ungsprozesse zuzulassen 15 . Ein zweiter kurzzeitiger Anstieg der mRNA-Pegel von
c-myc am Tag 7 nach Gefalverletzung wird im Zusammenhang mit der hier statt-
findenden ausgepragten Proliferationsaktivitat gesehen, eine autokrine Stimulation

durch die beteiligten Zellen wird diskutiert gs .
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1.4. Daten zur Stent-Therapie
1.4.1. Koronares Stenting im Vergleich zur alleinigen Ballondilatation

Einen Durchbruch fir die rasche Etablierung des koronaren Stentings stellten Stu-
dien wie z.B. die BENESTENT- bzw. die STRESS-Studie dar. Beide Studien de-
monstrierten, das die koronare Stentimplantation im Vergleich zur alleinigen PTCA in
ausgewahlten Lasionen in nativen Koronargefalten mit einem Durchmesser = 3mm
eine signifikante Reduktion der angiographischen und klinischen Restenoserate bei
ahnlichen Langzeitergebnissen ermdglicht, bzgl. der Rate an periinterventionellen
Komplikationen konnte kein wesentlicher Unterschied zwischen den beiden Thera-

pieformen nachgewiesen werden 35 129 .

1.4.2. Koronares Stenting bei MehrgefaR-KHK

Die "Arterial Revascularization Therapies Study" (ARTS) zeigte in ihren initialen Er-
gebnissen sowie in der Langzeitbeobachtung Uber 5 Jahre, dal} im Vergleich zur
operativen Myokardrevaskularisation der Einsatz von Stents bei koronarer Mehr-
gefalBerkrankung keine Verschlechterung hinsichtlich des Auftretens von schwer-
wiegenden Komplikationen wie z.B. Tod, Re-Infarkt oder zerebralen Ereignissen
nach sich zieht, jedoch war flr mittels Stent behandelter Patienten haufiger erneute
Reperfusionsmalinahmen notwendig (in etwa 30% der Falle) 132, 134 ; dies stellt den-
noch eine Verbesserung im Vergleich zur alleinigen PTCA dar (hier gemaR Literatur

bis zu 60% der Patienten betroffen) ¢4 .
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1.5. Pradiktoren einer In-Stent Restenose

Weiterhin im Mittelpunkt bis zum heutigen Tag stehend ist das Problem der Entwick-
lung einer In-Stent Restenose. Wie oben erwahnt sicherten die BENESTENT- sowie
die STRESS-Studie der koronaren Stentimplantation signifikant bessere Ergebnisse
fur Gefalke =2 3mm gegenuber der konventionellen PTCA zu, das Hauptproblem der
alleinigen Ballonangioplastie, die hohe Restenoserate, konnte damit jedoch nicht be-
waltigt werden. Bei einer zwar verminderten, aber dennoch hohen Restenoserate (je
nach Studie 15-35%) stellte sich von Anfang an die Frage nach Ursachen und Risi-
kofaktoren flr die Entwicklung einer Restenose nach koronarem Stenting, mehrere
Studien versuchten in der Folge das Risiko zur Entwicklung einer In-Stent Restenose
mit klinischen, angiographischen sowie prozeduralen Parametern zu korrelieren. Fur
die Entwicklung einer Restenose nach Intervention einer de novo-Lasion beschrie-
ben z.B. Kastrati et al. das Vorhandensein eines Diabetes mellitus, die Verwendung
mehrerer Stents pro Lasion und den postinterventionellen minimalen Lumen-Diame-
ter ("minimal lumen diameter", MLD, minimaler Durchmesser innerhalb des steno-
sierten Areals) im Bereich der dilatierten Stenose als unabhangige Pradiktoren fur
die Entwicklung einer binaren sowie klinisch manifesten Restenose bzw. eines hohen
"Late Lumen Loss" (Differenz aus dem MLD unmittelbar nach Intervention und dem
im Rahmen einer Kontrolluntersuchung z.B. nach 6 Monaten ermittelten Verlaufs-
MLD), als weitere Risikofaktoren konnten eine Lokalisation der Lasion im Ramus in-
terventricularis anterior bzw. ein geringer Referenzdurchmesser ("reference diame-
ter", RD, GefalRdurchmesser unmittelbar vor dem stenosierten Areal) indentifiziert
werden g2 ; Mercado et al. konnten nur den RD und den postinterventionellen MLD
als von relevantem Einflul® auf das Ergebnis ausmachen g3 ; Bauters et al. verwiesen
auf vornehmlich prozedurale Faktoren wie die Anzahl platzierter Stents, die Stenose-
lange und den RD als entscheidend flr die Ausbildung einer angiographischen Re-
stenose, initialer Lumengewinn (Differenz aus pra- und postinterventionellem MLD)
und wiederum die Anzahl der verwendeten Stents wirkten sich direkt proportional auf
das Ausmal} des Late Lumen Loss aus; Diabetes mellitus bzw. andere kardiovasku-
lare Risikofaktoren waren nicht bedeutsam 1o ; Kasaoka et al., die angiographisch
bzw. mittels intravaskularem Ultraschall (IVUS) gewonnene Daten im Hinblick auf die
Restenose-Ausbildung auswerteten, nannten als pradisponierende Faktoren flr die
Entwicklung einer angiographischen In-Stent Restenose die Lange des gestenteten

Stenoseareals, den RD, den postinterventionellen MLD, eine vorausgegangene By-
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pass-OP, das Patientenalter und die mittels IVUS ermittelte Querschnittsflache inner-
halb des gestenteten Lumens ("cross sectional area", CSA), diese verhalt sich invers
zum ausgebildeten Late Lumen Loss s5 . Flr die Entwicklung einer rekurrenten Ste-
nose nach Intervention einer In-Stent Restenose nannten Elezi et al. den RD als Ri-
sikofaktor »7 , Reimers et al. eine Lokalisation der Lasion in einem Venenbypass, das
Vorliegen einer Mehrgefalerkrankung, eine verminderte linksventrikulare Pumpfunk-
tion sowie das zeitliche Intervall bis zum Auftreten erneuter Angina pectoris 114, Quig-
ley et al. ebenfalls ein kurzes zeitliches Intervall bis zum Auftreten erneuter Angina

pectoris und das Vorliegen eines Diabetes mellitus bzw. arteriellen Hypertonus 11 .

1.5.1. Koronares Stenting kleiner GefalRe bzw. langstreckiger Stenosen

Im Rahmen vieler wie z.B. der STRESS- und BENESTENT-Studien wurde gezeigt,
dal} sich die klinischen Ergebnisse fur Patienten mit Lasionen in Gefalden mit einem
Lumen < 3mm bzw. einer Stenoselange > 15mm verschlechterten, besonders in
Fallen, in denen eine Kombination aus geringer Gefalgréflle und gleichzeitig langerer
Stenosestrecke vorlag 35, 129 . In der ISAR-SMART-Studie ("Intracoronary Stenting or
Angioplasty for Restenosis Reduction in Small Arteries") konnte kein Vorteil des
koronaren Stentings gegenlber der alleinigen Ballonangioplastie flr die angio-
graphische Restenoserate nach 6 Monaten bzw. des Auftretens klinischer Ereignisse
(wie z.B. Tod, Re-Infarkt, klinische Restenose) innerhalb des gesamten Patienten-
kollektivs aufgezeigt werden g . In einer Subgruppenanalyse, die speziell diejenigen
Patienten der Studie mit einer Stenoselange = 15mm betrachtet, liel3 sich jedoch ein
deutlicher Unterschied zwischen den beiden Behandlungsformen verifizieren: in einer
Kontroll-Koronarangiographie nach 6 Monaten wurde bei 36% der mit Stent inter-
venierten Patienten eine angiographische Restenose nachgewiesen werden, nach
alleiniger PTCA trat diese bei 61% der Patienten auf; bzgl. klinischer Ereignisse
konnte auch hier kein relevanter Unterschied gesichert werden 47 . Eine Meta-
analyse durch Moreno et al., die 11 Studien Uber das Stenting in kleineren Gefalken,
darunter unter anderem eine Subgruppenanalyse des STRESS-Patientenkollektivs,
auswertete, kam zum Schlul®, dal} koronares Stenting der alleinigen Ballondilatation
in kleinen GefalRen Uberlegen ist und eine geringere angiographische Restenoserate
sowie weniger schwerwiegende klinische Ereignisse nach sich zieht g2 115 . Eine im
gemeinsamen Namen von ACC (American College of Cardiology) und AHA (Ameri-

can Heart Association) verodffentliche Leitlinie, welche diverse morphologische
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Lasionscharakteristika einbezieht, korreliert gemaf} Kastrati et al. gut mit dem Risiko
fur angiographische Restenose bzw. relevante klinische Ereignisse g1 . Die Details
dieser Klassifikation nach ACC/AHA finden sich in der folgenden Abbildung erlautert:

Typ A Typ B Typ C
umschrieben (weniger als 1 cm) tubulare Stenose (1-2cm) diffuse Stenosierung (>2cm)
konzentrisch exzentrische Stenose stark geschlangeltes Gefal
glatt konturiert irregulare Kontur starke Angulierung (>90°)
leicht erreichbar geschlangeltes Gefay Einbeziehung groRer Seitenaste
wenig anguliert (<45°) stark anguliert (>45° bzw. <90°) degenerativ veranderter Bypass
kein oder nur wenig Kalk geringe bis ausgedehnte Verkalkung GefaBverschlul®
entfernt vom Ostium Ostiumsstenose
nicht am Abgang von Seitenasten Bifurkationsstenose
kein Thrombus sichtbarer Thrombus

Abbildung 4. ACC/AHA-Klassifikation von Ryan et al 117 , nach Ellis et al. zudem Unterscheidung in Lasionen Typ B1 (Vorlie-
gen eines Kriteriums von B) und B2 (Vorliegen mehrerer Kriterien von B) ,3. Das Risiko fir bindre Restenose oder auch klini-
sche Ereignisse korreliert mit dieser Einteilung, gemaR Kastrati et al. entwickeln z.B. Typ A-Lasionen in 21,7%, Typ C-Lasionen

in 32,6% eine angiographische Restenose ¢4 .

1.5.2. Therapie In-Stent Restenose: PTCA versus konventionelles Stenting

Die Problematik der In-Stent Restenose als Ausdruck einer neointimalen Hyperplasie
nach stentinduzierter Alteration von Endothel- und glatten GefaBmuskelzellen fihrte
zu der Frage, ob bei deren Vorliegen primar mittels alleiniger Ballondilatation oder
wiederum Stenting ("stent in stent"), also einer erneuten mechanischen Beeinfluss-
ung der beteiligten Strukturen, interveniert werden sollte. Mehrere Studien zeigten,
dal} alleinige Ballonangioplastie und konventionelles Stenting im Wesentlichen ahn-
liche Therapieerfolge im jeweiligen Gesamt-Patientenkollektiv bewirken. Hinsichtlich
der GefalRgrole zeigten sich jedoch deutliche Unterschiede: in Gefallen > 3mm
konnte gemal Alfonso et al. eine signifikant niedrigere Restenoserate nach Einsatz
eines Stents nachgewiesen werden (27% im Vergleich zu 49%), es kam in der
1-Jahres-Nachbeobachtung weniger haufig zu relevanten klinischen Ereignissen
(84% gegenuber 62%) » ; gemal Elezi et al. zeigte sich nach Stenting in Gefallen
< 2,7mm eine deutlich erhdhte Restenoserate von 66% (38% in Gefalken > 2,7mm),
fur die Anwendung einer alleinigen PTCA konnte hier kein signifikanter Unterschied
in Gefalken kleiner oder groRer 2,7mm nachgewiesen werden ,7 . Pradiktive Aus-
sagen Uber den zu erwartenden klinischen Verlauf nach erneuter Intervention einer
In-Stent Restenose ermdglicht eine von Mehran et al. entwickelte und auf angio-

graphischen Parametern basierende Klassifizierung: wie in Abbildung 5 aufgefuhrt
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wird anhand der Lange der Rezidivstenose, der Einbeziehung des proximalen
und/oder distalen Stentendes in die gebildete Neointima bzw. des Vorliegens eines
kompletten Gefaldverschlusses eine Einteilung in "fokale" (Klasse I) bzw. "diffuse"
(Klasse 1I-1V) Verteilungsmuster der In-Stent Restenose vorgenommen, aus welcher
sich dann das Risiko fur die Entwicklung des klinischen Ereignisses TLR ("target
lesion revascularization", Notwendigkeit zur erneuten Intervention im Bereich der

Ziellasion) ableiten laft g, .

Verteilungsmuster der In-Stent .
Restenose, nach Mehran et al. ST UL
“ » In-Stent Restenose Uber eine Lange von < 10mm, kein o
Klasse | - focal kompletter GefallverschluR 19.1%
o . » In-Stent Restenose (iber eine Léange von > 10mm, das proximale o
Klasse Il - "diffuse intrastent bzw. distale Stentende wird nicht tiberschritten 34.5%
. . - In-Stent Restenose ber eine Lange von > 10mm, diese reicht o
Klasse Ill - "diffuse proliferative Uiber das proximale und/oder distale Stentende hinaus 50,0%
Klasse IV — “total occlusion” kompletter GefanersghluB mne_rhalb des gestenteten 83.4%
GefaRabschnittes

Abbildung 5. Uberblick tiber die von Mehran et al. g, entwickelte Klassifizierung der Verteilungsmuster einer In-Stent Resteno-
se (eigene Darstellung): die Zuordnung einer Lasion in eine hohere Klasse steigert auch das Risiko flr die Entwicklung eines
relevanten klinischen Ereignisses (TLR) nach Intervention dieser Rezidivstenose.
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1.6. "Drug-eluting”-Stents

Wie oben beschrieben resultiert die In-Stent Restenose aus der Entwicklung einer
neointimalen Hyperplasie mittels Migration und Proliferation glatter Gefallmuskel-
zellen. Als Reaktion hierauf fokussierte sich die weitere Forschung auf die Entwick-
lung entsprechender Substanzen, welche z.B. die Migrationsfahigkeit glatter Ge-
falBmuskelzellen einschranken bzw. deren Proliferation hemmen; neben der lokalen
Applikation, wie etwa der Beschichtung eines koronaren Stentsystems mit der ent-
sprechenden Substanz, wurde dabei auch die Effekte einer systemischen Gabe
evaluiert. Es soll an dieser Stelle auf einige der entsprechenden Substanzen

eingegangen werden.

1.6.1. Sirolimus

Sirolimus, auch Rapamycin genannt, ist ein Makrolidantibiotikum, welches 1964 erst-
mals aus einem Streptomyces hygroscopicus genannten Bakterium isoliert und initial
als Fungizid eingesetzt wurde, dessen immunsuppressive Eigenschaften dann aber
immer mehr in den Vordergrund traten 128 . Durch eine Bindung von Sirolimus an
einen FKBP12 (fir "FK506 binding protein") genannten zytosolischen Rezeptor wird
die Kinase mTOR ("mammalian Target Of Rapamycin") gehemmt. In proliferierenden
Zellen kommt es nach mitogeninduzierter Aktivierung von mTOR zu verminderten
p27-Pegeln, daraus resultiert, wie im vorangegangenen Text beschrieben, eine
Aktivierung entsprechender Cyclin/CDK-Komplexe mit konsekutiv einer Hyper-
phosphorylierung des Retinoblastoma-Genprodukts, das weitere Fortschreiten von
der G1 in die S-Phase wird ermdglicht; auf diesem Weg inhibiert Sirolimus die Zell-
zyklusprogression 1o3 .

Im Jahr 1995 wurde mit der Entwicklung eines Sirolimus-beschichteten Stentsystems
begonnen, welches Uber einen Zeitraum von 90 Tagen seinen Wirkstoff in das um-
gebende Gewebe abgibt. Nach einer zweijahrigen Erprobung im Rahmen klinischer
Studien wie RAVEL erfolgte 2002 die Einfuhrung auf dem europaischen Markt 24 .
Gemal den Daten der RAVEL ("Randomized Study with the Sirolimus-Coated Bx
VELocity Balloon-Expandable Stent in the Treatment of Patients with de Novo Native
Coronary Artery Lesions")-Gruppe bewirkt der sogenannte Cypher-Stent eine

deutliche Reduktion des Late Lumen Loss im Vergleich zu konventionellen
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unbeschichteten "Bare metal"-Stents (BMS); wahrend 26% der mit einem BMS ver-
sorgten Patienten eine angiographische Restenose > 50% aufwiesen, so traf dies fur
keinen der mittels Cypher-Stent behandelten Patienten zu ¢4 . Die Uberlegenheit der
Rapamycin-freisetzenden Stentsysteme gegenlber unbeschichteten Stents konnte in
weiteren Studien unter anderem auch flr den Einsatz in Patienten mit komplexen
Koronarlasionen (SIRIUS) ¢¢ oder flr Lasionen mit einer Lange > 15mm bei gleich-
zeitigem Vorliegen eines Gefalldurchmessers < 3mm bestatigt werden 121 ; auch
Diabetiker profitieren gemal einer Substudie des SIRIUS-Patientenkollektivs o7 ,
dasselbe gilt flr die Intervention chronischer Koronargefal3verschlisse s, bzw. dem
Einsatz im Rahmen eines akuten Koronarsyndroms 102, 133 . Als Risikofaktoren flr
das Auftreten einer In-Stent Restenose nach Koronarintervention mit einem Rapa-
mycin-freisetzenden Stent konnten wiederum verschiedene (klinische, prozedurale
oder angiographische) Parameter wie z.B. Diabetes mellitus, Stenting einer resteno-
tischen Lasion bzw. in kleinen Gefalden, ein mit Stent versorgter Gefallabschnitt von
> 26mm, eine ostiumsnahe Lokalisation bzw. auch die Lage der Lasion selbst inner-
halb des Koronarsystems ausgemacht werden 7o . In einer Studie betreffend den
Einsatz Sirolimus-beschichteter Stents in koronaren Bypassgefaten konnten den der
Intervention in NativgefaRen gleichwertige Ergebnisse erhoben werden 25 . Ahnliche
Effekte konnten anhand der SPIRIT-Studien fur Everolimus, einem Strukturver-

wandten des Sirolimus gesichert werden 31 .

1.6.2. Paclitaxel

Eine weitere flr den Einsatz in medikamentenfreisetzenden Stentsystemen relevante
Substanz stellt Paclitaxel dar, gewonnen aus der pazifischen Eibe (Taxus brevi-
folia) 124 . Paclitaxel stabilisiert zum einen die fur die Mitose wichtigen Mikrotubuli g7 ,
zum anderen kann Uber verschiedene Mechanismen auch Apoptose induziert wer-
den 151 . Gegenuber konventionellen unbeschichteten Stents konnte z.B. infolge der
TAXUS-Studie samt ihren Folgeuntersuchungen verbesserte Ergebnisse der mit
Paclitaxel beschichteten Stentsysteme belegt werden, neben einer verbesserten
angiographischen Restenoserate (in der Kontrolluntersuchung nach 6 Monaten lief3
sich bei 10% der mit "Bare metal"-Stent behandelten Patienten ein solcher Befund
nachweisen, jedoch bei keinem der Paclitaxel-Gruppe) konnte dies auch fur den

Parameter Late Lumen Loss sowie das Auftreten schwerwiegender klinischer
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Ereignisse aufgezeigt werden 41. Obwohl in einigen Vergleichstudien gleichwertige
Ergebnisse beim Einsatz von Rapamycin- und Paclitaxel-beschichteten Stent-
systemen in de novo-, d.h. nicht vorbehandelten koronaren Gefalllasionen
beschrieben werden o3 , so wird doch in der Mehrzahl der Untersuchungen (z.B.

anhand Metaanalysen) besserere Resultate fur Sirolimus verzeichnet s6 123 .

1.6.3. Weitere Substanzen

Angesichts der Therapieerfolge Sirolimus-, Everolimus- und Paclitaxel-beschichteter
Stentsysteme kam es auch zum Einsatz diverser anderer Substanzen entweder in
Form einer lokalen Applikation (z.B. medikamentenfreisetzender Stent) oder einer
systemischen Gabe. Im Folgenden finden sich Beispiele fur verwendete Stoffe,
welche sich jedoch in der klinischen Praxis nicht bewahren konnten. Durch Imatinib,
einem selektiven Inhibitor der PDGF-zugehoérigen Rezeptortyrosinkinase 10 , konnte
in vitro die Migration und Proliferation glatter GefalBmuskelzellen gehemmt werden,;
eine an Schweinen durchgeflihrte in vivo-Untersuchung mit Imatinib-beschichteten
Stents konnte jedoch keine Hemmung der Ausbildung einer neointimalen Hyper-
plasie nachweisen 44 , ein die orale Applikation beinhaltender Studienansatz wird
weiter unten beschrieben. Eine Beschichtung von Stents mit Phosphorylcholin,
einem synthetischen Phospholipidpolymer, welches die Oberflacheneigenschaften
des naturliches Endothels imitieren und so z.B. die Adhasion von Thrombozyten
vermindern sollte, erbrachte ebenfalls keine signifikante Reduktion der angio-
graphischen Restenoserate nach koronarer Stentimplantation 4 . Auf dem Boden der
nachgewiesenen Inhibition der Zellproliferation durch Bindung von Actinomycin an
DNA-Bestandteile gg wurden Experimente mit entsprechend beschichteten Stents
durchgefuhrt; hier konnte sogar ein vermehrter Late Lumen Loss und eine erhdhte
Rate an schwerwiegenden kardiovaskularen Ereignissen innerhalb der Follow-Up-

Zeitraumes von einem Jahr nachgewiesen werden 433 .
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1.7. Therapie der In-Stent Restenose: neue Ansatze

Fir die Behandlung in nativen KoronargefaRen befindlicher Stenosen konnte eine
deutliche Verbesserung des weiteren klinischen Verlaufs bzw. eine Reduktion der
angiographischen Restenoserate durch mit Sirolimus bzw. Paclitaxel beschichtete
Stents aufgezeigt werden. Dal} dies auch fir die Intervention einer In-Stent Re-
stenose zutrifft, wurde z.B. anhand der Ergebnisse der ISAR-DESIRE-Studie
demonstriert. Im Vergleich zur alleinigen Ballonangioplastie betrug die angio-
graphische Restenoserate nach Impantation eines Sirolimus-beschichteten Stents
14%, mit Paclitaxel 22%, die in Punkt 1.5.3. beschriebenen Daten zeigen hier deut-
lich hdhere Restenoseraten nach Implantation von unbeschichteten Stents; mit 8% in
der Sirolimus- und 19% in der Paclitaxel-Gruppe stellt sich auch die Haufigkeit einer
erneuten Notwendigkeit zur "target lesion revascularization" (TLR), der Notwendigkeit
fur erneute ReperfusionsmalRnahmen im Bereich der intervenierten Lasion, als be-
deutend reduziert dar (33% nach alleiniger PTCA) 59 . Auch flr eine systemische
Sirolimus- bzw. Everolimusgabe konnte ein entsprechender Benefit nachgewiesen
werden. Farb et al. konnten an tierexperimentellen Studien (Kaninchen) beweisen,
dald die orale Applikation von Everolimus zu einer signifikanten Reduktion der Aus-
bildung einer neointimalen Hyperplasie nach Stentimplantation bewirkt 59 . Im "Oral
Sirolimus to Inhibit Recurrent In-stent Stenosis (OSIRIS) Trial" von Hausleiter et al.
wurde bei Patienten mit In-Stent Restenose Uber einen periinterventionellen Zeitraum
von 9 Tagen Sirolimus peroral verabreicht, dabei wurden zwei unterschiedliche
Dosierungsschemata (Nieder- u. Hochdosis) verwendet. In der Kontroll-Koronar-
angiographie nach 6 Monaten fand sich bei 42% der Kontroll-Gruppe (mit Placebo
behandelt) eine erneute relevante angiographische Stenose, dagegen nur bei 39% in
der Niederdosis- bzw. 22% der Hochdosis-Sirolimus-Gruppe. Ein ahnlicher Trend
konnte fur das Auftreten des Ereignisses "TLR" gezeigt werden 49 .

Im Vergleich hierzu konnte ein ahnlicher Studienansatz mit einer systemischen
Imatinib-Gabe keinen signifikanten Einflul auf die Entwicklung einer neointimalen

Hyperplasie nach koronarer Stentimplantation nachweisen 154 .
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2. Problemstellung

Wie oben verdeutlicht resultiert die Ausbildung der neointimalen Hyperplasie nach
koronarem Stenting nicht aus der Proliferation und Migration von koronararteriellen
glatten GefaBmuskelzellen alleine. Es findet eine komplexe Interaktion diverser Zell-
linien und -typen statt, zentrale Mechanismen der dabei ablaufenden intra- und inter-
zellularen Prozesse werden mediatorvermittelt Uber eine Vielzahl partiell redundanter
Signaltransduktionwege gesteuert. Die Grundlage dieser Dissertation ist die Hypo-
these, dal} infolge einer perkutanen Katheterintervention und der konsekutiv auftre-
tenden Gefaliverletzung diverse Mediatoren in das Serum freigesetzt werden, dort in
vermehrtem Ausmal zirkulieren, und letzten Endes eine Proliferation von glatten Ge-
faBmuskelzellen auslésen. Die potentiell proliferationsfordernde Eigenschaft von
humanem Serum aufgrund der darin enthaltenen Wachstumsfaktoren titulieren wir
als "Serumkapazitat". Im Rahmen dieser Arbeit soll der Parameter Serumkapazitat
anhand von im zeitlichen Zusammenhang mit einer Koronarintervention ent-
nommenen Serumproben und eines geeigneten Testverfahrens in vitro quantifiziert
werden. Hierfur wird unmittelbar nach koronarer Stentimplantation eine Serum-
probe entnommen, diese sollte gemall obigem Denkansatz in vermehrtem Malde
migrations- und proliferationsférdernde Botenstoffe sowie aktivierte Zellen enthalten
und dementsprechend eine differente Fahigkeit z.B. zur Induktion der Proliferation
quieszenter Zellen besitzen als zu einem anderen (pra- oder postinterventionellen)
Zeitpunkt enthommenes Patientenblut. Desweiteren ist angesichts des Faktums, daf}
manche Individuen mehr zur Entwicklung einer In-Stent Restenose bzw. eines rele-
vanten klinischen Ereignisses nach einer katheterbasierten Koronarintervention nei-
gen als andere, die Vermutung zu aufdern, dal’ die Basis hierfur ein interindividueller
Aktivitatszustand der beteiligten Signaltransduktionswege und -mechanismen ist,
sich Patienten also auch unabhangig von einer zuvor erfolgten Koronarintervention
im Ausmald der Serumkapazitat unterscheiden. Das in vitro abgebildete und quanti-
fizierte Ausmald der Serumkapazitat soll im Rahmen dieser Arbeit darlber hinaus
dazu verwendet werden, um mit anderen patienten- bzw. lasionsbezogenen Charak-
teristika und dem Auftreten von klinisch relevanten Ereignissen korreliert zu werden;
untersucht werden sollen dabei nicht nur de novo-Lasionen, d.h. Koronarstenosen
welche erstmalig mittles alleiniger PTCA und/oder Stenting interveniert werden, es
sollen auch solche Falle begutachtet werden, in denen es zur erneuten Intervention

einer In-Stent Restenose kommt.
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Anhand der so gewonnenen Ergebnisse sollen folgende Fragen erdrtert werden:

LaRlt sich anhand der in vitro ermittelten indiviuellen Serumkapazitat die
Entwicklung bzw. das Ausmal} einer In-Stent Restenose oder das Eintreten

eines anderen relevanten klinischen Ereignisses in vivo vorhersagen?

Zeigen sich bzgl. der Serumkapazitat signifikante Unterschiede bei Pa-

tienten mit de novo- bzw. mit In-Stent Restenose?

Ermdglichen die gewonnenen Erkenntnisse z.B. die Beurteilung der

Wirksamkeit einer speziellen Therapieform?
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3. Materialien und Methoden

Teil dieser Arbeit ist die Quantifizierung des Parameters "Serumkapazitat" in vitro;
inwiefern Patientenserum proliferationsférdernde Eigenschaften aufweist soll anhand
des folgenden Versuchsansatzes ermittelt werden: entsprechende Zellen, in diesem
Falle Kulturen humaner koronararterieller glatter Gefallmuskelzellen (CASMC), wer-
den mit den jeweiligen Serumproben inkubiert; die in der Folge ablaufende Zell-
proliferation soll dann anhand eines geeigneten Verfahrens, hier ein BrdU-ELISA
(Enzyme-linked Immunosorbent Assay), quantifiziert werden.

Verwendet wurden Materalien folgender Firmen (in alphabetischer Reihenfolge):

Amersham Pharmacia Biotech, Camebridge/UK
BioWhittaker Inc., Walkersville/USA
Cambrex, East Rutherford/USA
Clonetics Cooperation, San Diego/USA
Eppendorf AG, Hamburg
NALGENE/NUNC International, Rochester/USA
Roche Diagnostics Deutschland GmbH, Mannheim
Sarstedt, NUumbrecht
Sigma-Aldrich, St. Louis/lUSA

Die jeweiligen Eigennamen und Produktbezeichnungen unterliegen dem Marken-

rechtsschutz.

3.1. Probengewinnung und -verarbeitung

Serumproben wurden jeweils einen Tag vor bzw. 3 Tage nach Koronarintervention
mittels vendser Blutabnahme in Ublicher Technik sowie unmittelbar postinerventionell
aus dem im Rahmen der Koronarangiographie verwendeten intraarteriellen Schleu-
sensystem enthommen. Als Entnahmegefal’ diente eine Serum-Monovette der Firma
Sarstedt, nach Zentrifugation mit 2000g Uber 15 Minuten bei Raumtemperatur und
hierdurch Auftrennung in zellulare Bestandteile und Serum wurden diese bis zur wei-

teren Verarbeitung in einem handelstblichen Gefrierschrank bei -18°C tiefgefroren.
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Koronarangiographie Koronarangiographie Koronarangiographie

BE venos

BE arteriell

entrifugation mit 20009 fur Minuten bel Raumtemperatur

Bestimmung . Bestimmung 'Bestirﬁmung :
PI_PRAE PI_POST PI_3D

=%

Abbildung 6. Flowchart betreffend Probengewinnung und -verarbeitung (eigene Darstellung). An drei verschiedenen Zeit-
punkten werden Blutproben entnommen, aus welchen die Serumproben zur Bestimmung der Proliferationsindizes als Maf} der

Serumkapazitat gewonnen werden. BE: Blutentnahme.

3.2. Verwendete Zellen

Verwendet wurden ausschlieRlich Kulturen humaner koronararterieller glatter Ge-
faBmuskelzellen (Cambrex, # CC-2583). Die Lieferung der Zellkulturen erfolgte
standardisiert in Passage 3, im Rahmen dieser Arbeit wurden Zellen bis maximal

Passage 10 verwendet.

3.3. Zelllagerung

Die langerfristige Lagerung der CASMC erfolgte bei -190°C in einem Stickstofftank;

in der Vorbereitung hierfir wurden die Zellen, nach Zugabe von 10% Dimethyl-

sulfoxid (kurz DMSO, Sigma-Aldrich, # D-8418) zur Kryokonservierung, in sterilen

"Cryogenic Vials" der Firma NALGENE/NUNC verteilt (# 5000-0020). Zur Schonung
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der Zellen erfolgte die endglltige Lagerung im Stickstofftank erst nach einem vor-
bereitenden 24-stliindigen Verbleib bei -70°C. Zum Auftauen wurden die Zellen
wiederum rasch bei 37°C im Wasserbad erwarmt, danach im auf ebenfalls 37°C

warmen Kulturmedium (siehe Punkt 3.4.) resuspendiert.

3.4. Zellkultivierung

Als Kulturmedium diente Smooth Muscle Cell Basal Medium (kurz SmBM, # CC-
3181) der Firma Clonetics, hiervon wurden jeweils 500ml supplementiert mit einer
Einheit Smooth Muscle Cell Growth Medium (SmGM, # CC-4149) des selben Her-
stellers; SmGM beinhaltet gemald Herstellerangaben neben 25ml FCS (fetal calf
serum) zudem 0,5ml hEGF (human epidermal growth factor), 1,0ml hFGF-B (human
fibroblast growth factor-basic), 0,5ml Insulin und 0,5ml GA-1000 (Gentamicin/Ampho-
tericin B). In Zellkulturflaschen der Firma Sarstedt (# 83.1813.002) wurden die
CASMC dann im Brutschrank bei 37°C und 5% CO; inkubiert, alle 48-72 Stunden
erfolgte routinemallig eine Erneuerung des Kulturmediums, bei Erreichen einer
Konfluenz von 80-90% wurde ein Splitting der Zellen im Verhaltnis 1:3 durchgefuhrt
(vgl. gemall Angaben des Herstellers belauft sich die Zellzyklusdauer der verwen-
deten CASMC auf 15-48 Stunden).

3.5. Zellpassagierung

Verwendet wurde das sogenannte "ReagentPack" (# CC-5034) der Firma Clonetics,
dieses bestehend aus 100ml HBSS (HEPES-buffered Saline Solution), 100mi
Trypsin/EDTA-Lésung sowie 100ml TNS (Trypsin Neutralizing Solution). Nach griind-
lichem Waschen des Zellrasens mit HBSS zur Entfernung samtlicher Bestandteile
des Kulturmediums wurde die enzymatische Ablésung der am Boden der Zellkultur-
flasche adharenten CASMC durch Trypsin/EDTA eingeleitet; nach Inkubation im
Brutschrank bei 37°C/5% CO; fur 2 Minuten wurde die Enzymreaktion durch Zugabe
einer der verwendeten Trypsin/EDTA-LOsung agivalenten Menge an TNS gestoppt.
Nach Zentrifugation der so erhaltenen Suspension mit 1000 Umdrehungen/Minute
bei Raumtemperatur fur eine Dauer von 5 Minuten dann vorsichtiges Absaugen des
Flissigkeitsiberstandes und Resuspension der Zellen in zunachst 3ml Kultur-
medium, je 1ml davon wird mit weiteren 9 ml Kulturmedium erneut in Zellkultur-

flaschen ausgebracht.
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3.6. Messung der Zellproliferation mittels BrdU-ELISA
3.6.1. Prinzip BrdU-ELISA

Der BrdU-ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) ermoglicht in exakter Art
und Weise eine indirekte Quantifizierung von Zellproliferationsvorgangen. Prinzip
dieses kolorimetrischen Immunoassays ist die Messung der Inkorporation von 5-
Brom-2'-deoxyuridin (BrdU), welches als Thymidin-Analogon in die DNA von pro-
liferierenden Zellen eingebaut wird. Nach Fixierung und Denaturierung der Zellen
wird BrdU durch einen monoklonalen Antikérper (Klon BMG 6H8, aus Maus-Maus-
Hybridzellen) gebunden, das an diesen Antikérper gekoppelte Enzym Peroxidase
ermdglicht durch Umsetzung der chromogenen Substanz TMB (Tetramethylbenzidin)
und anschliefender photospektrometrischer Messung der Extinktion die indirekte
Quantifizierung der synthetisierten DNA und somit der Zellproliferation. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde das Cell Proliferation ELISA-Kit der Firma Roche verwendet
(#11647229001), obige Angaben zur Methode des BrdU-ELISA entstammen eben-
falls Angaben des Herstellers. Ein Cell Proliferation ELISA-Kit enthalt eine jeweils
eine Einheit "BrdU labeling reagent" (BrdU zur Inkorporation in den proliferierenden
Zellen), "Anti-BrdU-POD Fab Fragments" (Konzentrat mit Peroxidase-gebundenen
Anti-BrdU-Antikérpern), "Antibody Dilution Solution" (Lésung zur Verdiunnung des
Antikérperkonzentrats), "Washing Buffer® (Pufferlésung zum Abwaschen der Anti-
korperfragmente), FixDenat-Loésung (zur Denaturierung und Fixierung) sowie "TMB

Substrate Solution" (Substrat fur die Peroxidase-vermittelte Farbreaktion).

3.6.2. Vorbereitung der Patientenproben

Die Inkubation von CASMC mit den jeweiligen Serumproben erfolgte in 96Well-Zell-
kulturplatten (Sarstedt, # 83.1835.300). Pro Well wurden fur den Versuchsansatz je
100ul einer Probe bestehend zu 80% aus SmBM und 20% aus Patientenserum aus-
gebracht, pro Probe wurde - zur Minimierung potentiell auftretender untersucher-
bedingter Messungenauigkeiten - eine Vierfachbestimmung durchgefihrt. Zur Vor-
bereitung der Testldsung wurden in einer 1,5ml-Kivette (Eppendorf, # 0030.120.086)
zu 100pl der zu analysierenden Serumprobe (nach Auftauen der tiefgefrorenen
Patientenproben im Wasserbad bei 37°C) je 400yl SmBM ohne Supplementierung
und 50ul "BrdU labeling reagent" gegeben und mittels eines Vortex gut vermischt.

Als Positivkontrolle diente 100ul fotales Kalberserum ("fetal calf serum", kurz FCS

38



von BioWhittaker, # DE14-801F) verdinnt mit 400ul SmBM plus 50ul BrdU-Labeling-

Solution, als Negativkontrolle reines SmBM ohne jegliches Supplement.

3.6.3. Versuchsansatz

Zunachst wurden 2000 CASMC pro Well in den 96Well-Platten ausgesat und fur 24
Stunden mit supplementiertem Kulturmedium bei 37°C/5% CO; inkubiert. Nach Ab-
lauf dieser Zeit Absaugen des Mediums und zweimaliges Waschen mit HBSS,
danach Aufbringen von jeweils 100ul der zu untersuchenden Proben je Well (pro
96Well-Platte wurde eine jeweils eine Positv- bzw. Negativkontrolle ebenfalls in Vier-
fachbestimmung angelegt), im Anschlul} wurden die Platten erneut fir 16 Stunden
bei 37°C/5% CO; inkubiert. Zur quantitativen Bestimmung der neusynthetisierten
DNA als Ausdruck der jeweiligen Serumkapazitat erfolgte nach 16 Stunden die De-
naturierung und Fixierung mittels Zugabe von 150ul "FixDenat" pro Well, die Dauer
bis zum Abschlul® der Denaturierungs- und Fixierungsprozesse bei Raumtemperatur
betrug gemall Empfehlung des Herstellers 30 Minuten. Zur Markierung des inkor-
porierten BrdU wurden die Platten danach pro Well mit jeweils 100ul Anti-BrdU-POD-
Antikorperldosung fur weitere 90 Minuten inkubiert. Nicht gebundener Antikorper wur-
de durch dreimaliges Waschen mit pro Well 300ul PBS im Biotrak Plate Washer der
Firma Amersham Pharmacia Biotech, Camebridge (# 80211262) entfernt. Durch Zu-
gabe von 100ul TMB-Substratldsung pro Well erfolgte danach die Initierung der
Farbreaktion, diese wurde nach 5-10 Minuten mittels Zugabe von pro Well 25ul einer
einmolaren Schwefelsaure gestoppt und die Absorption bzw. Extinktion im Biotrak |l
Visible Plate Reader (Version 1.3, Amersham Pharmacia Biotech, Camebridge,
#80211580) bei einer Wellenlange von 450nm (Referenzwellenlange 690nm)

bestimmt.

3.6.4. Bestimmung Proliferationsindizes als MaR der Serumkapazitat

Zur Quantifizierung der jeweiligen Serumkapazitdt wurde die Proliferation von
CASMC gemal’ obiger Beschreibung gemessen. Um eine Vergleichbarkeit der
Ergebnisse untereinander zu gewahrleisten (vgl. es wurden in verschiedenen
Passagen befindliche Zellen verwendet), wurde der Mittelwert der in Vierfach-
bestimmung gemessenen Extinktionswerte einer Patientenprobe (Epatient) Mit dem

der auf der entsprechenden 96Well-Platte untersuchten FCS-Positivkontrolle (Ercs)
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standardisiert, die hieraus resultierende Ratio wird als Proliferationsindex (PI)

bezeichnet:

Pl = Epatient / Ercs

Wie oben beschrieben wurden pro Patient drei Serumproben angelegt, somit liefert
die Auswertung mittels BrdU-ELISA fur jeden in die Arbeit eingeschlossenen Pa-
tienten drei Proliferatinsindizes. Analog zum Zeitpunkt der erfolgten Probenentnahme
erfolgte eine weitere Unterteilung und Benennung des Parameters Pl wie in der

folgenden Tabelle verdeutlicht:

Pl-Wert Zeitpunkt der Blutentnahme
Pl_PRAE prainterventionell
Pl_POST unmittelbar postinterventionell

P1_3D 3 Tage nach Intervention

Abbildung 7. Klassifizierung der PI-Werte in Abhangigkeit des Zeitpunkts
der jeweiligen Blutentnahme.

3.7. Weitere erhobene Daten

Im Rahmen der Index-Koronarangiographie zum Zeitpunkt O, der Re-Koronarangio-
graphie nach 180 Tagen sowie der klinischen Follow up-Beobachtung flr einen
Zeitraum von 360 Tagen nach Einschluf} in die Studie wurden weitere |asions- bzw.
interventionsbezogene Parameter sowie das Auftreten klinisch relevanter Ereignisse
dokumentiert.

Als Zielgrolke bzw. Endpunkte, welche in erster Linie mit den ermittelten Pro-
liferationsindizes korreliert werden sollen, wurden hierfur die in der folgenden Tabelle

aufgeflihrten Parameter registriert:

ZielgroRe Beschreibung
binare Vorliegen einer bindren bzw. angiographischen Restenose, d.h. einem
Restenose Stenosegrad = 50% zum Zeitpunkt der Re-Koronarangiographie
Late Lu- Ausmal} des ermittelten Late Lumen Loss (in mm) zum Zeitpunkt der Re-
men Loss Koronarangiographie
TLR Auftreten des Ereignisses TLR ("target lesion revascularization") innerhalb 360
Tagen nach Index-Koronarangiographie
MACE Auftreten des Ereignisses MACE ("major adverse cardiac event") innerhalb 360
Tagen nach Index-Koronarangiographie

Abbildung 8. Beschreibung der Zielgréfien, die im Zusammenhang mit den Proliferationsindizes untersucht werden.
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Die Parameter binare Restenose, TLR und MACE stellen kategorielle Merkmale dar,
fur welche jeweils eine binare Unterteilung in 0 = "Abwesenheit des Merkmals" und
1 = "Vorhandensein des Merkmals" unternommen wird; der Parameter Late Lumen
Loss weist einen stetigen Merkmalscharakter auf und wird, wie in der Tabelle be-
schrieben, in Millimeter (mm) angegeben. Die Definition des Parameters Late Lumen
Loss wurde bereits in Punkt 1.5. erlautert, die des Ereignisses TLR in Punkt 1.5.3,;
MACE stellt einen kombinierten Endpunkt dar beinhaltend das Auftreten von TLR,
Re-Infarkt und Tod.

Im Hinblick auf die unter Punkt 1.5. aufgeflihrten Daten wurden zudem die in der
folgenden Tabelle aufgefihrten Parameter als mogliche StérgroRen bzw. "Con-

founder" mit in die statistische Analyse einbezogen:

Parameter Beschreibung

prainterventioneller MLD | prainterventionell bemessener minimaler Lumen-Diameter, in mm

postinterventioneller MLD | postinterventionell bemessener minimaler Lumen-Diameter, in mm

prainterventioneller RD prainterventionell bemessener Referenzdurchmesser, in mm
postinterventioneller RD postinterventionell bemessener Referenzdurchmesser, in mm
Stenoselange Stenoselange, in mm
Stentlange Lange des mit Stent versorgten GefaRabschnittes, in mm
ACC/AHA Einteilung der Koronarstenose nach ACC/AHA-Klassifikation
Okklusion Art des Koronarverschlusses: keiner, akut oder chronisch

Abbildung 9. Weitere fiir die Auswertung erfasste Parameter sowie deren Erlauterung; jeder dieser Parameter wurde zum
Zeitpunkt der Index-Koronarangiographie erhoben.

Die Parameter pra- und postinterventioneller MLD, pra- und postinterventioneller RD,
"Stenoselange" und "Stentlange" stellen stetige Merkmale dar, welche in Millimeter
(mm) angegeben werden; die Definition des pra- und postinterventionellen MLD bzw.
pra- und postinterventionellen RD finden sich in Punkt 1.5. aufgeflhrt. Die Ubrigen in
dieser Tabelle aufgefihrten Parameter weisen kategoriellen Charakter auf: das Mer-
kmal "ACC/AHA-KIlassifikation" kann die Auspragung "A", "B+", "B2" oder "C" (gemal}
Einteilung nach Ryan 117 bzw. Ellis et al. 25 ), das Merkmal "Okklusion" die Ausprag-
ung "akut", "chronisch" oder "keine" aufweisen. Samtliche in dieser Tabelle aufge-

fuhrten Parameter wurden zum Zeitpunkt der Index-Koronarangiographie erhoben.
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3.8. Patienteneinschluf

Samtliche eingeschlossene Patienten unterzogen sich zuvor einer Katheterinterven-
tion im Deutschen Herzzentrum Minchen.

Far die Patienten mit de novo-Lasionen, bei welchen wie im Punkt 4.1.1. erldutert im
Zeitraum von April bis August 2002 die Index-Koronarangiographie durchgefihrt
wurde und konsekutiv der Einschlufy in diese Arbeit erfolgte, konnten pro Person zum

Teil mehrere Koronarlasionen erfasst werden.

Studienpopulation de novo-Stenosen

Abbildung 10. Studienpopulation de novo-Stenosen zum Zeitpunkt der Index-Koronarangiographie bzw. der Re-Koronarangio-

graphie nach 180 Tagen (eigene Darstellung).

Das Patientenkollektiv mit In-Stent Restenose wurde im Zeitraum November 2001
bis Februar 2003 im Rahmen zweier weiterer Studien rekrutiert 49 154 , welche den
Einflu® einer periinterventionellen p.o.-Applikation eines Antiproliferativums auf die
Entwicklung klinischer Endpunkte wie TLR und MACE untersuchten; bzgl. der
weiteren Details sei auf die jeweilige Publikation verwiesen. Die Bezeichnung der
Patientengruppen in dieser Arbeit erfolgte analog zur Einteilung der jeweiligen
Studienarme in den originaren Publikationen (Gabe von "Rapamycin", "Placebo" oder
"Imatinib"). Fir die Patienten mit In-Stent Restenose wurden pro Person nur eine

Koronarlasion erfasst.
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Studienpopulation In-Stent Restenosen

@ Rapamycin Placebo Imatinib
n=092(58%) || n=44(28%) || n=23(15%)

w Rapamycin Placebo Imatinib
n=83(59%) || n=40(29%) || n=17 (12%)

Abbildung 11. Studienpopulation In-Stent Restenosen zum Zeitpunkt der Index-Koronarangiographie bzw. der Re-Koronar-

angiographie nach 180 Tagen (eigene Darstellung). n beziffert jeweils die Patientenzahl in der Gesamt- bzw. Subgruppe als
Absolutwert, in Klammern ist ergdnzend der prozentuale Anteil der jeweiligen Subgruppe am Gesamtkollektiv aufgefiihrt; es

zeigt sich, da zu beiden Zeitpunkten eine dquivalente Verteilung der Patienten auf die einzelnen Therapieformen besteht.

3.9. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe
"Medizinische Biometrie" (Leiter: Herr Prof. Dr. K. Ulm, mit dieser Arbeit betrauter
wissenschaftlicher Mitarbeiter: Herr Dr. rer. nat. T. Schuster) des Instituts fir me-
dizinische Statistik und Epidemiologie der TU Munchen.

Fir die statistische Auswertung wurde die Methode der logistischen Regression
angewandt; um die Erfassung mehrerer Lasionen pro Person in der Gruppe der
Patienten mit de novo-Stenosen bei der statistischen Analyse adaquat zu bertck-
sichtigen, wurden in diesen Fallen verallgemeinerte Schatzgleichungsmodelle
("Generalized Estimation Equation (GEE) models" nach Liang und Zeger, siehe
unten) verwendet; die GEE-Modelle ermdglichen dabei laut Herrn Dr. Schuster eine
konservative Berechnung der Standardfehler, welche bei Nicht-Berlcksichtigung zu
uberoptimistischen Effektschatzungen (kleinere Standardfehler und p-Werte) flhren
wirde.

Samtliche statistischen Berechnungen und Graphiken wurden erstellt mit "IBM SPSS
Statistics 19", IBM Corporation/USA, "GraphPad Prism 5", GraphPad Software Inc./
USA und "Microsoft Excel“, Microsoft Corporation/USA.

Die Theorie zu den angewandten GEE-Modellen entstammt: Zeger, S.L., Liang, K.Y,
Albert, P.S. "Models for Longitudinal Data: A Generalized Estimating Equation
Approach", Biometrics, 44 (1988), 1049-60.
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4. Ergebnisse - Patienten mit de novo-Stenosen
4.1. Grundcharakteristika und primare Endpunkte

Im Zeitraum vom 02.04.2002 - 22.08.2002 wurden 189 Patienten mit insgesamt 314
erfolgreich im Rahmen der Index-Koronarangiographie intervenierten de novo-La-
sionen in die Studie eingeschlossen. Die zum Zeitpunkt der Index-Koronarangio-

graphie erhobenen Grundcharakteristika finden sich in Tabelle 1 und 2 aufgefuhrt.

patientenbezogene Merkmale lasionsbezogene Merkmale
n = 189 Patienten n = 314 de novo-Lasionen
n % n %
Geschlecht =m 148 78,3 ACC/AHA-Klass. A 14 4,5
mittleres Alter Manner 65+ 11 -- B1 80 25,5
mittleres Alter Frauen 69 +10 -- B2 156 | 49,7
koronare MehrgefaBerkrankung 154 81,5 C 64 20,4
Raucher 33 17,5 Okklusion akut 18 57
Hypercholesterinamie 99 52,4 chronisch 13 41
arterielle Hypertonie 119 63 keine 283 | 90,1
Diabetes 42 22,2 Stentimplantation (iibrige: plain-PTCA) 301 ] 959
- Insulintherapie 12 28,6 mittlerer prainterventioneller MLD (in mm) 1,06 £ 0,54
- orale Antidiabetika 21 50 mittlerer prainterventioneller RD (in mm) 2,68 + 0,54
Tabelle 1. Grundcharakteristika patientenbezogene Merkmale Tabelle 2. Grundcharakteristika lasionsbezogene Merkmale

(Anmerkung: prozentuale Angaben hinsichtlich der einzelnen Diabetes-Therapieregimen beziehen sich nicht auf das Gesamt-
kollektiv, sondern ausschlieRlich auf die Gruppe der Diabetespatienten).

Bezug nehmend auf diese Werte kann fur die Gruppe der Patienten mit de novo-
Lasionen somit von einem reprasentativem Kollektiv im Vergleich zu anderen
Publikationen ausgegangen werden; beispielsweise werden in der ISAR-REACT-
Studie von Kastrati et al. flr das dort erfasste Gesamtkollektiv folgende Zahlen ge-
nannt: Anteil der Manner 76%, Altersdurchschnitt 65 Jahre, Vorliegen einer
arteriellen Hypertonie bei 55%, eines Diabetes mellitus bei 21%, einer
Hypercholesterindmie bei 54% und eines Nikotinabusus bei 17% der Patienten;
betreffend die angiographisch erhobenen GréRen wurde das Vorliegen einer
Mehrgefalderkrankung in 75%, ein Anteil komplexer Lasionen gemal® ACC/AHA-
Klassifikation (kumulative Gruppe beinhaltend Lasionen vom Typ B2 und C) in 66%

bzw. eine totale Okklusion in 5% der Falle diagnostiziert sg .

Von den initial eingeschlossenen 189 Patienten nahmen 149 an der Re-Koronar-

angiographie nach 180 Tagen teil (entspricht einem Anteil von 78,8%); bei 30,0% der
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hierbei kontrollierten 247 de novo-Lasionen zeigte sich eine bindare Restenose, bei
21,3% der Patienten kam es innerhalb der Follow up-Beobachtung tber 360 Tage zu
einem Ereignis TLR, bei 25,1% zu einem MACE.

In Tabelle 3 (im Anschlul) werden die Absolutwerte n flir das Auftreten der Ereig-
nisse binare Restenose, TLR und MACE in den mdglichen Merkmalsauspragungen 0
(Ereignis tritt nicht ein) bzw. 1 (Ereignis tritt ein) aufgeflhrt, ebenso ist der
zugehorige prozentuale Anteil des Merkmals am Gesamtkollektiv angegeben
(Anmerkung: da im Rahmen der Follow up-Beobachtung im Zeitaum von 360 Tagen
nach Index-Koronarangiographie die Ereignisse TLR und MACE auch fur diejenigen
Patienten registriert wurden, die nicht an der Re-Koronarangiographie nach 180

Tagen teilnahmen, kommt es zu einer Differenz in der jeweiligen Gesamtsumme).

binédre Restenose

TLR

MACE

0

1

0

1

0

1

in %

173
70,0

74
30,0

248
78,7

67
21,3

236
74,9

79
25,1

Tabelle 3: Fir jeden der Endpunkte bindre Restenose, TLR und MACE wird der absolute sowie rela-
tive Anteil von Patienten mit (bindre Restenose/TLR/MACE = 1) bzw. ohne Eintreten des entsprechen-

den Ereignisses (binare Restenose/TLR/MACE = 0) am Gesamtpatientenkollektiv aufgefiihrt.

Die Abbildungen 12-14 visualisieren diese Daten flr jedes Ereignis in Form eines

Tortendiagramms:

binire Restenose TLR MACE
keine bin. i
Rilsr'lcinolrsle kein TLR kein MACE
¥ bin. Restenose
B TLR B MACE

Abbildung 12 - 14. Tortendiagramme - Auftreten binare Restenose, TLR bzw. MACE: es werden jeweils die Anteile der Patien-
ten ohne Eintreten des Ereignisse (roter Sektor) denen derjenigen Patienten mit nachgewiesenem Eintritt des Ereignisses

(blauer Sektor) gegeniibergestellt.
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4.2. Auswertung Proliferationsindizes

Wie in der Problemstellung aufgefiihrt ist ein Ziel dieser Arbeit die Klarung der Frage,
ob sich aus den neu eingefihrten und in vitro ermittelten patientenindiviuellen Prolife-
rationsindizes (als Aquivalent des Konstrukts der "Serumkapazitat") die Entwicklung
bzw. das Ausmal} einer In-Stent Restenose oder das Eintreten eines anderen rele-
vanten klinischen Ereignisses in vivo vorhersagen laldt. Hierfir wurde, wie in Punkt
3.9. beschrieben, eine logistische Regression mit dem jeweiligen Proliferationsindex
als unabhangiger sowie den Zielgréien "binare Restenose", "Late Lumen Loss" und

"TLR" als abhangigen Variablen durchgefuhrt.

Tabelle 4 zeigt, dal’ sich die Zahl der eingetretenen Ereignisse TLR und MACE nur
geringflgig unterscheidet (Anmerkung: TLR geht neben den Ereignissen Re-Infarkt
und Tod mit in den kombinierten Endpunkt MACE ein); unter der Annahme, daf} auf-
grund der in etwa korresponierenden Zahlen fur TLR und MACE kein signifikanter
Unterschied in den jeweiligen Auswertungen der Proliferationsindizes mit diesen Ziel-
grofden zu erwarten ist, wurde im Vorfeld der Auswertung eine Kontingenztafel be-
inhaltend die Parameter TLR und MACE inklusive der Randhaufigkeiten erstellt
(Tabelle 4); die im Weiteren durchgeflhrte statistische Analyse (Chi-Quadrat-Test
nach Pearson, Exakter Test nach Fisher) zeigte, dal} die Ereigisse TLR und MACE
mit hoher Signifikanz miteinanander korrelieren (Tabelle 5, jeweils p < 0,001), kon-
sekutiv 1aRt sich in puncto einer Auswertung der Proliferationsindizes mit der Ziel-
grolle MACE kein Unterschied zu der mit der Zielgrolle TLR erwarten, auf eine

Einzelanalyse dieser Grolie wurde daher verzichtet.

MACE =0 MACE =1 Gesamt
TLR=0 235 12 247
TLR=1 0 67 67
Gesamt 235 79 314

Tabelle 4. Kontingenztafel beinhaltend das Auftreten der Merkmale TLR sowie MACE = 0 (Ereignis tritt nicht ein) bzw. TLR so-
wie MACE = 1 (Ereignis tritt ein) samt Randhaufigkeiten.

—_— Asymptotische | Exakte Signifikanz | Exakte Signifikanz
Signifikanz (2-seitig) (1-seitig)
Chi-Quadrat nach Pearson 253,366 < 0,001
Exakter Test nach Fisher < 0,001 < 0,001
Anzahl der giiltigen Falle 314

Tabelle 5. Auswertung der in Tabelle 4 abgebildeten Kontingenztafel mittels Chi-Quadrat bzw. Fisher’s Exact-Test: das Auf-
treten oder Nicht-Auftreten des Ereignisses TLR und MACE korreliert miteinander in statistischer Signifikanz (jeweils p < 0,001),

relevante Unterschiede einer Auswertung der Proliferationsindizes mit diesen ZielgréBen sind daher nicht zu erwarten.
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4.2.1. Auswertung Parameter PI_PRAE

Der Parameter PI_PRAE stellt einen patientenindividuellen Ausgangswert fur die fol-
gende Begutachtung und Interpretation aller Proliferationsindizes dar. Zudem soll
durch die Korrelation des Parameters PI_PRAE mit den ZielgroRen eine Uberpriifung
des Theorems erfolgen, ob ein interindividueller Aktivitatszustand der an der Prolife-
ration von glatten GefalRmuskelzellen beteiligten Signaltransduktionswege und -me-
chanismen flr das Eintreten eines relevanten klinischen oder angiographischen End-

punktes verantwortlich ist.

95% -
Auswertung PI_PRAE : o Hypothesentest
Regressions- | Standard- Konfidenzintervall Exp(B)
- Xp
L koeffizient fehler Unterer Oberer Wald-Chi-
ZielgrofRe p
Wert Wert Quadrat

bindre Restenose -0,066 0,5194 -1,084 0,951 0,016 0,898 0,936
Late Lumen Loss -0,111 0,1557 -0,416 0,195 0,504 0,478 0,895
TLR 0,034 0,5759 -1,095 1,163 0,003 0,953 1,035

Tabelle 6. Log. Regression mit bin. Restenose, Late Lumen Loss, TLR als abhangiger, PI_PRAE als unabhangiger Variable.

Zwischen dem Parameter PI_PRAE und den Zielgrofien bindre Restenose (p =
0,898), Late Lumen Loss (p = 0,478) und TLR (p = 0,953) konnte kein statistisch

signifikanter Zusammenhang nachgewiesen werden.

4.2.2. Auswertung Parameter PI_POST

Pl_POST wurde anhand der unmittelbar postinterventionell abgenommenen
Serumprobe ermittelt. Jede ballon- oder stentinduzierte Endothelverletzung fluhrt
unweigerlich zu einer Freisetzung diverser intrazellularer Strukturen und Mediatoren,
welche direkt oder indirekt die Migration und Proliferation von CASMC beeinflussen
konnen; diese Faktoren sollten daher in héherem Male vorliegen als in der
prainterventionell abgenommenen Probe. Diese Auswertung soll klaren, ob der
Parameter PI_POST einen zuverlassigen Pradiktor fir das Eintreten von binarer

Restenose und TLR bzw. das Ausmal} des Late Lumen Loss darstellt.
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95% -
Auswertung PI_POST . o Hypothesentest
Regressions- | Standard- Konfidenzintervall —
- Xp
L koeffizient fehler Unterer Oberer Wald-Chi-
ZielgrofRe p

Wert Wert Quadrat
bindre Restenose -0,087 0,2529 -0,582 0,409 0,118 0,732 0,917
Late Lumen Loss -0,097 0,0762 -0,246 0,052 1,618 0,203 0,908
TLR -,0231 0,3084 -0,836 0,373 0,562 0,453 0,794

Tabelle 7. Log. Regression mit bin. Restenose, Late Lumen Loss, TLR als abhangiger, PI_POST als unabhangiger Variable.

Zwischen dem Parameter PI_POST und den Zielgrofien bindre Restenose (p =
0,732), Late Lumen Loss (p = 0,203) und TLR (p = 0,453) konnte kein statistisch

signifikanter Zusammenhang nachgewiesen werden.

4.2.3. Auswertung Parameter PI_3D

Wie auf Seite 22 beschrieben sind die zur Migration und Proliferation von CASMC
fuhrenden molekularbiologischen Prozesse nicht nur auf den Zeitpunkt unmittelbar
nach ballon- bzw. stentinduzierter Endothelverletzung beschrankt, sondern lassen
sich flr einen Zeitraum von Tagen bis hin zu Wochen nachweisen, diese zeitliche
Phase wird durch den Proliferationsindex Pl_3D charakterisiert. Diese Auswertung
soll klaren, ob der Parameter Pl_3D einen zuverlassigen Pradiktor fur das Eintreten

von binarer Restenose und TLR bzw. das Ausmal des Late Lumen Loss darstellt.

95% -
Auswertung PI_3D : o Hypothesentest
Regressions- | Standard- Konfidenzintervall Exp(B)
- Xp!
L koeffizient fehler Unterer Oberer Wald-Chi-
ZielgroRe p

Wert Wert Quadrat
bindre Restenose -0,776 0,6813 -2,111 0,560 1,296 0,255 0,460
Late Lumen Loss -0,331 0,2329 -0,788 0,125 2,021 0,155 0,718
TLR -0,456 0,8354 -2,093 1,182 0,297 0,586 0,634

Tabelle 8. Log. Regression mit bin. Restenose, Late Lumen Loss, TLR als abhangiger, PI_3D als unabhangiger Variable.

Zwischen dem Parameter Pl_3D und den Zielgrélien binare Restenose (p = 0,255),
Late Lumen Loss (p = 0,155) und TLR (p = 0,586) konnte kein statistisch signifikanter

Zusammenhang nachgewiesen werden.
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Zum Abschlul® der Auswertung der Proliferationsindizes soll anhand von Box-Plot-
Diagrammen die Verteilung bzw. Streuung der fur PI_PRAE, PI_POST und PI_3D
ermittelten Werte in Bezug auf das Eintreten einer binaren Restenose demonstriert

werden.

Pl-Werte in Bezug auf das Eintreten bindre Restenose

5 p =0,898 p=0,732 p =0,255 M binare Restenose = 0
* M binare Restenose = 1
-
=
S 3+
r °
a
G 8
t ° T
]
$ o ’
p ° o
o 9 8
l- .
) o 8 4
o
T T T
PI_PRAE PI_POST PI_3D

Pl-Kategorie (nach Zeitpunkt der Blutentnahme)

Abbildung 15. Die Box-Plot-Diagramme zeigen den Median bzw. die Streuung der jeweiligen Pl-Werte im Gesamtkollektiv der
Patienten mit bzw. ohne bindrer Restenose. Die PI_POST-Werte der Patienten mit bindrer Restenose liegen insgesamt auf
héherem Niveau als in der Gruppe ohne Nachweis einer bindren Restenose, was sich auch in einem hoéheren Median aufiert.
Wie in Punkt 4.2.2. aufgezeigt stellt dieser Fakt nur einen statistisch nicht signifikanten Trend dar, stiitzt jedoch die Theorie
dafiir, dal® im Rahmen der ballon- oder stentinduzierten Endothelverletzung in vivo Mediatoren freigesetzt werden, welche in
vitro glatte GefaBmuskelzellen zur Proliferaton stimulieren kénne. Fiir PI_PRAE und PI_3D ist dieser Trend zu erhéhten Werten

in der Gruppe mit nachgewiesener binarer Restenose schwacher ausgepragt bzw. nicht nachweisbar.

4.3. Analyse des Einflusses weiterer Parameter

In der Einleitung wurden mehrere anerkannte Risikofaktoren fir die Entwicklung
einer In-Stent Restenose vorgestellt. Auch fir diese Arbeit wurde im Vorfeld eine
Untersuchung des Einflusses der unter Punkt 3.7. aufgefihrten potentiellen Risiko-
faktoren auf die ZielgroRen binare Restenose, Late Lumen Loss und TLR festgelegt:
hiermit soll einerseits ermittelt werden, ob es sich beim eingeschlossenen Patienten-
kollektiv um ein reprasentatives in Bezug auf andere etablierte Studien handelt, an-

dererseits sollten solche Parameter - im Falle eines nachgewiesenen statistisch
50



signifikanten Zusammenhangs der Proliferationsindizes mit den Zielgroflen - als
potentielle Storgréllen bzw "Confounder" in das statistische Analysemodel mit

einbezogen werden.

4.3.1. Auswertung pra- und postinterventioneller minimaler Lumen-Diameter

Sowohl pra- als auch postinterventioneller minimaler Lumen-Diameter (MLD) stellen
wesentliche Risikofaktoren fur die Entwicklung einer In-Stent Restenose dar; Tabel-
le 9 zeigt die Ergebnisse der Auswertung des Einflusses des prainterventionellen
MLD, Tabelle 10 die des postinterventionellen MLD auf die Entwicklung von binarer

Restenose, Late Lumen Loss und TLR.

Auswertung 95% -
i : X Hypothesentest
"préinterventioneller MLD" | Regressions- | Standard- Konfidenzintervall

- Exp(p)

. koeffizient fehler Unterer Oberer Wald-Chi-

ZielgroRe p

Wert Wert Quadrat
bindre Restenose -0,955 0,2550 -1,455 -0,456 14,040 < 0,001 0,385
Late Lumen Loss -0,208 0,0959 -0,396 -0,020 4,713 0,030 0,812
TLR -0,722 0,2487 -1,210 -0,235 8,434 0,004 0,486

Tabelle 9. Log. Regression mit bindre Restenose, Late Lumen Loss, TLR als abhangiger sowie dem prainterventionellen MLD
als unabhangiger Variable.

Es konnte ein statistisch signifikanter Zusammenhang des prainterventionellen MLD
mit jeder der Zielgrofien binare Restenose (p < 0,001), Late Lumen Loss (p = 0,030)
und TLR (p = 0,004) aufgezeigt werden: der negative Regressionskoeffizient bzw.
< 1 gelegene Effektkoeffizient Exp(f) zeigen an, dald flir den prainterventionellen
MLD eine inverse Relation zu den ZielgroRen besteht, d.h. je kleiner der Parameter
ausgepragt ist, desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit fur das Eintreten von binarer

Restenose und TLR bzw. das Ausmal} des Late Lumen Loss.

Auswertung 95% -
Hypothesentest

"postinterventioneller MLD" | Regressions- | Standard- Konfidenzintervall ®)
. Exp(p

. koeffizient fehler Unterer Oberer Wald-Chi-

ZielgroRe p

Wert Wert Quadrat
bindre Restenose -1,685 0,3722 -2,414 -0,955 20,489 < 0,001 0,186
Late Lumen Loss -0,013 0,0876 -0,185 0,159 0,022 0,882 0,987
TLR -1,002 0,2889 -1,569 -0,436 12,036 0,001 0,367

Tabelle 10. Log. Regression mit bindre Restenose, Late Lumen Loss, TLR als abhangiger sowie dem postinterventionel-
len MLD als unabhéangiger Variable.
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FUr den postinterventionellen MLD zeigt sich eine statistisch signifikante inverse
Relation mit den ZielgréRen binare Restenose (p < 0,001) und TLR (p = 0,001), nicht
aber dem Late Lumen Loss (p = 0,882). Analog zum prainterventionellen MLD ist die
Wahrscheinlichkeit fur das Eintreten von binarer Restenose und TLR umso héher, je

geringer der postinterventionelle MLD ausgepragt ist.

4.3.2. Auswertung pra- und postinterventioneller Referenzdurchmesser

Wie z.B. in der ISAR-SMART-Studie behandelt geht die Intervention von Koronar-
lasionen in Gefallen < 3mm mit einem erhdhten Restenoserisiko einher; bemessen
wird die GefalRgrole anhand des Referenzdurchmessers (RD). Tabelle 11 zeigt die
statistische Auswertung des prainterventionell erhobenen RD im Hinblick auf die

Entwicklung der Zielgrof3en, Tabelle 12 die des postinterventionell erhobenen RD.

Auswertung 95% -
i : X Hypothesentest
"préinterventioneller RD" Regressions- | Standard- Konfidenzintervall

- Exp(p)

koeffizient fehler Unterer Oberer Wald-Chi-

ZielgroRe p

Wert Wert Quadrat
bindre Restenose -1,853 0,3870 -2,612 -1,095 22,928 < 0,001 0,157
Late Lumen Loss -0,172 0,0936 -0,355 0,012 3,373 0,066 0,842
TLR -0,647 0,2740 -1,184 -0,110 5,576 0,018 0,524

Tabelle 11. Log. Regression mit binare Restenose, Late Lumen Loss, TLR als abhangiger sowie dem prainterventionellen RD
als unabhangiger Variable.

Zwischen dem prainterventionellem RD und den ZielgroRen bindre Restenose
(p <0,001) und TLR (p = 0,018) besteht eine statistisch signifikante inverse Relation:
mit steigendem Ausmald des prainterventionellem RD nimmt die Wahrscheinlichkeit
fur das Eintreten von binarer Restenose und TLR ab; ein relevanter Zusammenhang

mit dem Ausmal} des Late Lumen Loss ist nicht nachweisbar (p = 0,066).

Auswertung 95% -
) i : X Hypothesentest
"postinterventioneller RD" Regressions- | Standard- Konfidenzintervall

- Exp(p)

. koeffizient fehler Unterer Oberer Wald-Chi-

ZielgroRe p

Wert Wert Quadrat
bindre Restenose -1,512 0,3436 -2,185 -0,839 19,371 < 0,001 0,220
Late Lumen Loss -0,134 0,0933 -0,317 0,049 2,062 0,151 0,875
TLR -0,838 0,3001 -1,426 -0,250 7,800 0,005 0,432

Tabelle 12. Log. Regression mit binare Restenose, Late Lumen Loss, TLR als abhangiger sowie dem postinterventionellen RD

als unabhangiger Variable.
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Analog zum prainterventionellen RD laf3t sich auch flr den postinterventionellen RD
ein statistisch signifikanter Zusammenhang mit den ZielgréRen binare Restenose
(p < 0,001) und TLR (p = 0,005), nicht aber dem Late Lumen Loss nachweisen
(p = 0,151): mit steigendem Ausmal} des postinterventionellen RD nimmt die Wahr-

scheinlichkeit fir das Auftreten von binarer Restenose und TLR ab.

4.3.3. Auswertung Parameter "Stentlange"

Wie z.B. durch Kasaoka et al. demonstiert wurde, ist das Risiko zur Entwicklung
einer In-Stent Restenose direkt proportional zur Lange des gestenteten Stenose-
areals s5. Tabelle 13 zeigt die Ergebnisse der statistischen Auswertung des Para-

meters "Stentlange" mit den Zielgrolen.

95% -

Auswertung "Stentlange" . i Hypothesentest
Regressions- | Standard- Konfidenzintervall e
- Xp
B koeffizient fehler Unterer Oberer Wald-Chi-
ZielgroRe p

Wert Wert Quadrat
bindre Restenose 0,036 0,0127 0,011 0,061 8,194 0,004 1,037
Late Lumen Loss 0,015 0,0051 0,005 0,025 8,366 0,004 1,015
TLR -0,001 0,0152 -0,030 0,029 0,001 0,972 0,999

Tabelle 13. Logistische Regression mit bindrer Restenose, Late Lumen Loss und TLR als abhangiger sowie der Stentlange als
unabhangiger Variable.

Statistisch signifikant ist die direkte Korrelation zwischen der Lange des gestenteten
Gefalabschnittes mit den ZielgroRen binare Restenose (p = 0,004) und Late Lumen
Loss (p = 0,004), nicht aber TLR (p = 0,972); je langer der mit Stent versorgte
Gefallabschnitt ist, desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit fur das Auftreten einer

binaren Restenose bzw. das Ausmal} des Late Lumen Loss.

4.3.4. Auswertung Parameter "ACC/AHA-Klassifikation" und "Okklusion"

Wie von Kastrati et al. belegt wurde, ermdglicht die Zuordnung einer Lasion in die
jeweilige Gruppe der ACC/AHA-Klassifikation prognostische Aussagen Uber das
Eintreten einer binaren Restenose bzw. anderer klinischer Ereignisse wie TLR und

MACE; es werden dabei einfache (Typ A und B1) von komplexen Lasionen (Typ B2

53



und C) unterschieden g1 . Gemal der Einteilung von Ryan et al. werden Lasionen mit

nachgewiesener Okklusion der Gruppe C zugeteilt 117 .

Auswertung "ACC/AHA- 95% -
L : i Hypothesentest
Klassifikation™ Regressions- | Standard- Konfidenzintervall ®)
. Exp(B
S .. koeffizient fehler Unterer Oberer Wald-Chi-
ZielgroBRe Lasionstyp p
Wert Wert Quadrat

A 0 . . . . . 1
binire B1 -1,222 0,9342 -3,053 0,609 1,711 0,191 0,295
Restenose B2 0,713 0,4138 1,524 0,098 2,969 0,085 0,490
c -0,101 0,3178 -0,724 0,522 0,101 0,751 0,904

A 0 1
Late Lumen B1 0,156 0,1952 -0,226 0,539 0,640 0,424 1,169
Loss B2 0,451 0,1777 0,103 0,800 6,449 0,011 1,570
c 0,517 0,2121 0,102 0,933 5,953 0,015 1,678

A 0 . . . . . 1
B1 -0,019 0,7636 -1,516 1,477 0,001 0,980 0,981

TLR

B2 0,286 0,7746 -1,232 1,804 0,136 0,712 1,331
c 0,136 0,7773 -1,387 1,659 0,031 0,861 1,146

Tabelle 14. Log. Regression mit bindre Restenose, Late Lumen Loss und TLR als abhangiger, der jeweiligen ACC/AHA-Sub-

gruppe als unabhangiger Variable.

Als ACC/AHA Typ B2 (p = 0,011) oder Typ C (p = 0,015) klassifizierte Lasionen
weisen einen signifikant hoheren Late Lumen Loss auf wie die als Referenz
dienende Gruppe vom Typ A. Ahnliche Effekte bzgl. der ZielgroRen binére
Restenose und TLR sind nicht nachweisbar.

Der Mittelwert des Late Lumen Loss (inkl. Standardabweichung) fir die jeweiligen
Gruppen der modifizierten ACC/AHA-Klassifikation ist in Tabelle 15 aufgefuhrt:

ACC/AHA A ACC/AHA B1 ACC/AHA B2 ACC/AHA C

Late Lumen Loss (in mm) 0,67 + 0,60 0,84 + 0,54 1,15+ 0,63 1,22+ 0,76

Tabelle 15. Mittlerer Late Lumen Loss (¢ Standardabweichung) in den ACC/AHA-Einzelklassen. Die entsprech-
enden p-Werte betreffend den Unterschied der Subgruppe zur Referenzgruppe A sind in Tabelle 14 aufgefiihrt.

Zur besseren Visualisierung wird die Verteilung der Werte nochmals anhand eines

Box-Plot-Diagramms aufgezeigt:
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Abbildung 16. Vorhergesagtes Ausmalf} des Late Lumen Loss in Abhangigkeit der Gruppierung nach ACC/AHA-Klassifikation:

Lasionen vom Typ B2 oder C weisen einen signifikant hoheren Late Lumen Loss auf als Lasionen vom Typ A.

In der oben erwahnten Publikation von Kastrati et al. 1 wurde fur Lasionen vom
"komplexen" Typ (B2 und C) ein erhdhtes Restenoserisiko aufgezeigt. Auch wenn
sich in dieser Arbeit kein statistisch signifikanter Zusammenhang dieser Klassifikation
mit der Entwicklung einer binaren Restenose nachweisen liel3, soll dennoch kurz auf
die entsprechenden Werte eingegangen werden. Tabelle 16 zeigt hierfir die mittlere

Restenoserate in den jeweiligen Subgruppen analog zur ACC/AHA-KIassifikation:

ACC/AHA A ACC/AHA B1 ACC/AHA B2 ACC/AHA C

mittlere bindre Restenoserate 30,9% 33,7% 43,0% 44, 7%

Tabelle 16. Mittlere bindre Restenoserate in den Subgruppen analog zur ACC/AHA-Klassifikation. Die ent-
sprechenden p-Werte betreffend den Unterschied der jeweiligen Gruppe zur Referenzgruppe A sind in Ta-
belle 14 aufgefiihrt.

Auch im fur diese Arbeit eingeschlossenen Patientenkollektiv kommt es flr Lasionen
vom Typ B2 oder C haufiger zum Auftreten einer binaren Restenose als flr Lasionen
des Typs A oder B1. Zwar ist dieser Trend nicht statistisch signifikant, demonstriert
aber, dal sich die Kastrati et al. und in dieser Arbeit eingeschlossenen Patienten-
kollektive in ihrer Struktur ahneln.
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95% -

Auswertung "Okklusion™ : i Hypothesentest
Regressions- | Standard- Konfidenzintervall —
. Xp!
] . ] koeffizient fehler Unterer Oberer Wald-Chi-
ZielgroBRe Art Okklusion p
Wert Wert Quadrat
keine 0 1
binére
akut 1,189 1,1118 -0,990 3,368 1,144 0,285 3,284
Restenose
chronisch 0,637 0,6178 -0,574 1,848 1,064 0,302 1,891
keine 0 1
Late Lumen
akut 0,067 0,4436 -0,803 0,936 0,023 0,880 1,069
Loss
chronisch -0,171 0,2003 -0,563 0,222 0,727 0,394 0,843
keine 0 1
TLR akut -0,940 1,1118 -3,119 1,239 0,715 0,398 0,391
chronisch -0,643 0,5342 -1,691 0,404 1,450 0,228 0,525

Tabelle 17. Log. Regression mit binarer Restenose, Late Lumen Loss und TLR als abhéngiger sowie dem Parameter

"Okklusion" als unabhangiger Variable.

Aus einer Untereilung des Patientenkollektivs in Gruppen je nach Merkmalsaus-
pragungen des Parameters "Okklusion" (keine, akut bzw. chronisch) lassen sich

keine statistisch signifikanten Aussagen Uber das Risiko des Eintretens von binarer

Restenose und TLR bzw. das Ausmal} des Late Lumen Loss ableiten.
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4.4. Auftreten klinischer Ereignisse in Abhangigkeit des Pl < 1,0 oder 21,0

In den unter 4.2.1. - 4.2.3. durchgeflihrten Auswertungen konnte kein statistisch
signifikanter Zusammenhang zwischen den Absolutwerten der Proliferationsindizes
und den ZielgrolRen binare Restenose, Late Lumen Loss und TLR nachgewiesen
werden, jedoch zeigten Patienten mit nachgewiesener binarer Restenose insgesamt
einen Trend zu héheren PI_POST-Werten. Es soll daher eine erneute Auswertung
vorgenommen werden, in welcher die Proliferationsindizies nicht quantitativ, sondern
qualitativ in Kategorien < 1,0 oder = 1,0 mit einbezogen werden (die Grenze von 1,0
erscheint angesichts der unter 3.6.4. aufgefihrten Formel zur Ermittlung der
Proliferationsindizes als sinnvoll, da so eine Unterteiltung erfolgt in Patientenproben,
welche in vitro eine geringere bzw. hdhere Proliferationsrate von glatten
GefalRmuskelzellen bewirken wie die als Positivkontrolle eingesetzte FCS-Probe).
Die so ermittelten PI-Kategorien werden in Bezug mit dem Auftreten klinischer
Endpunkte (TLR und MACE) gesetzt.

Log-rank (Mantel-Cox) | Gehan-Breslow-Wilcoxon Uberlebensrate Hazard-Ratio
Test Test PI1<1,0 P121,0
ZielgroRe | Pl-Kategorie | Chi-Quadrat p Chi-Quadrat p % % Ratio Konfidzflz‘i];\tervall
PI_PRAE 0,400 0,527 0,296 0,586 74,7 69,9 0,835 0,4762 - 1,462
TLR PI_POST 0,212 0,645 0,196 0,658 68,5 72,3 1,157 0,6212 - 2,156
PI_3D 0,008 0,927 0,008 0,928 72,0 72,6 1,026 0,5929 - 1,775
PI_PRAE 0,089 0,766 0,058 0,810 69,3 67,0 0,923 0,5459 - 1,562
MACE PI_POST 0,259 0,611 0,161 0,688 62,3 68,1 1,161 0,6529 - 2,065
PI_3D 0 0,996 0,006 0,937 68,3 68,9 0,999 0,5973 - 1,670

Tabelle 18. Ereigniszeitanalyse (Ereignis TLR oder MACE) in Abhangigkeit des jeweiligen Pl < 1,0 oder = 1,0.

Die Ereigniszeitanalyse konnte fir die PIl-Kategorien < 1,0 oder = 1,0 keinen
signifikanten Unterschied im Auftreten klinischer Ereignisse wie TLR und MACE

nachweisen, samtliche p-Werte liegen oberhalb des Signifikanzniveaus von 0,05.
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5. Ergebnisse - Patienten mit In-Stent Restenosen
5.1. Grundcharakteristika und primare Endpunkte

Im Zeitraum vom 12.11.2001 - 19.02.2003 wurden insgesamt 159 Patienten mit der
entsprechenden Anzahl an koronarangiographisch gesicherten Lasionen in diese
Arbeit eingeschlossen, die Patientenrekrutierung erfolgte im Rahmen von zwei
weiteren im Deutschen Herzzentrum Muinchen durchgefihrter Studien 49 , 154 . Die
zum Zeitpunkt der Index-Koronarangiographie erhobenen Grundcharakteristika
finden sich in Tabelle 19 und 20 aufgefuhrt.

patientenbezogene Merkmale n=159 Patienten lasionsbezogene Merkmale n=159 Lisionen

n % n %
Geschlecht =m 121 76,1 A 7 4,4
mittleres Alter Manner 64 +8 - B1 67 42,1

ACC/AHA-Klass.

mittleres Alter Frauen 68 +8 - B2 61 38,4
koronare MehrgefaBerkrankung 130 81,8 C 24 15,1
Raucher 13 8,2 akut 0 0
Hypercholesterinamie 104 65,4 Okklusion chronisch 7 4,4
arterielle Hypertonie 106 66,7 keine 152 95,6
Diabetes 42 26,4 Stentimplantation (iibrige: plain-PTCA) 21 13,2
- Insulintherapie 17 40,5 mittlerer prainterventioneller MLD (in mm) 0,94 + 0,41
- orale Antidiabetika 18 42,9 mittlerer postinterventioneller MLD (in mm) 2,16 + 0,53

Tabelle 19 und 20. Grundcharakteristika Patienten mit In-Stent Restenose, Gesamtpatientenkollektiv (Anmerkung: prozentuale
Angaben hinsichtlich der einzelnen Diabetes-Therapieregimen beziehen sich nicht auf das Gesamtkollektiv, sondern
ausschlieRlich auf die Diabetespatienten).

In den folgenden Tabellen 21 und 22 erfolgt erganzend eine erneute Auflistung der
Grundcharakteristika, diesmal unterteilt in die jeweiligen Einzelgruppen "Rapamycin”,
"Placebo" und "Imatinib". Anhand dieser Daten kann festgestellt werden, dal} per se
Homogenitat in den jeweiligen Einzelgruppen besteht, signifikante Unterschiede bzgl.
eines klinischen oder angiographischen Merkmals bestehen nicht, es fallt lediglich
eine geringere Teilnahme der "Imatinib"-Patienten an der Re-Koronarangiographie

nach 180 Tagen auf.
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patientenbezogene Merkmale lasionsbezogene Merkmale
n (Rapamycin) =92 n (Placebo) =44 n (Imatinib) =23 n (Rapamycin) =92 n (Placebo) =44 n (Imatinib) = 23
n % P n % P

Geschlecht =m Rapamycin 67 72,8 0,356 Gruppe Rapamycin: A 4 4,3 0,869

Placebo 34 77,3 ACC/AHA-Klass. B1/B2 75 81,5

Imatinib 20 87,0 Cc 13 14,1
mittleres Alter Rapamycin 65+8 0,058 Gruppe Placebo: A 3 6,8
Méanner Placebo 65+9 ACC/AHA-Klass. B1/B2 35 79,5

Imatinib 63+8 Cc 6 13,6
mittleres Alter Rapamycin 688 0,737 Gruppe Imatinib: A 0 0
Frauen Placebo 67+8 ACC/AHA-Klass. B1/B2 18 78,3

Imatinib 64+5 Cc 5 21,7
koronare Mehr- Rapamycin 75 81,5 0,993 Gruppe Rapamycin: akut 0 0 0,702
geféaBerkrankung Placebo 36 81,8 Okklusion chronisch 5 54

Imatinib 19 82,6 keine 87 94,6
Raucher Rapamycin 9 9,8 0,578 Gruppe Placebo: akut 0 0

Placebo 2 4,5 Okklusion chronisch 1 2,3

Imatinib 2 8,7 keine 43 97,7
Hypercholesterin- Rapamycin 57 62,0 0,169 Gruppe Imatinib: akut 0 0
amie Placebo 28 63,6 Okklusion chronisch 1 4,3

Imatinib 19 82,6 keine 22 95,7
art. Hypertonie Rapamycin 60 65,2 0,268 Gruppe Rapamycin: plain-PTCA 75 81,5 0,068

Placebo 31 70,5 Intervention Stent 17 18,5

Imatinib 15 65,2 Gruppe Placebo: plain-PTCA 41 93,2
Wiedervorstellung Rapamycin 83 90,2 <0,001 Intervention Stent 3 6,8
Re-Koronar- Placebo 40 90,9 Gruppe Imatinib: plain-PTCA 22 95,7
Angiographie Imatinib 17 73,9 Intervention Stent 1 4,3

Tabelle 21 und 22. Grundcharakteristika Patienten mit In-Stent Restenose, aufgegliedert in die einzelnen Therapiegruppen.

Von den 159 initial eingeschlossenen Patienten nahmen 140 an der Kontroll-
Koronarangiographie nach 180 Tagen teil (88,1%); bezogen auf das Gesamt-
Patientenkollektiv wiesen 29,3% der intervenierten Lasionen eine binare Restenose
auf, im Rahmen der klinischen Follow up-Beobachtung tUber 360 Tage nach Index-
Koronarangiographie konnte zudem in 20,1% aller Falle der Eintritt eines Ereignisses
TLR, in 22,6% das Auftreten eines MACE dokumentiert werden. Im Hinblick auf
diese Endpunkte a3t sich, wie in den Tabellen 23 bis 25 aufgefiihrt, jedoch eine

deutliche Differenz zwischen den einzelnen Therapiegruppen aufweisen:
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Haufigkeit des Auftretens einer bindren Restenose im Gesamtkollektiv bzw. in den Subgruppen

ohne bindre | mit binarer o
Restenose | Restenose p
Gesamt-Patientenkollektiv 99 41 29,3
Gruppe "Rapamycin" 62 21 25,3
Gruppe "Placebo” 27 13 32,5 0,369
Gruppe "Imatinib" 10 7 41,2

Tabelle 23. Im Gesamt-Patientenkollektiv lasst sich fiir 29,3% der Patienten die Entwicklung einer binaren Restenose
nachweisen. In der Subgruppenanalyse findet sich fiir Patienten der "Rapamycin"-Gruppe die niedrigste binare Restenoserate
(25,3%), die hochste fir Patienten der "Imatinib"-Gruppe (41,2%).

Haufigkeit des Auftretens des Ereignis TLR im G ntkollektiv bzw. in den Subgruppen

ohne TLR mit TLR %
p
Gesamt-Patientenkollektiv 127 32 20,1
Gruppe "Rapamycin" 77 15 16,3
Gruppe "Placebo” 34 10 22,7 0,281
Gruppe "Imatinib" 16 7 30,4

Tabelle 24. Im Gesamt-Patientenkollektiv lasst sich flir 20,1% der Patienten das Auftreten eines Ereignisses TLR innerhalb 360
Tagen nach Index-Koronarangiographie nachweisen, in der Subgruppenanalyse findet sich fiir Patienten der "Rapamycin”-
Gruppe die niedrigste TLR-Rate (16,3%), die hochste flir Patienten der "Imatinib"-Gruppe (30,4%).

Haufigkeit des Auftretens des Ereignisses MACE im Gesamtkollektiv bzw. in den Subgruppen

ohne MACE | mit MACE %
p
Gesamt-Patientenkollektiv 123 36 22,6
Gruppe "Rapamycin" 75 17 18,5
Gruppe "Placebo” 33 11 25,0 0,225
Gruppe "Imatinib" 15 8 34,8

Tabelle 25. Im Gesamt-Patientenkollektiv 1asst sich fir 22,6% der Patienten das Auftreten eines MACE innerhalb 360 Tagen
nach Index-Koronarangiographie nachweisen, in der Subgruppenanalyse findet sich fiir Patienten der "Rapamycin”-Gruppe die
niedrigste MACE-Rate (18,5%), die hochste fiir Patienten der "Imatinib"-Gruppe (34,8%).

Die Betrachtung der Subgruppen zeigt, daf3 im Vergleich zur Placebogabe eine peri-
interventionelle Applikation von Rapamycin eine deutliche, wenn auch statistisch
nicht signifikante Reduktion der Haufigkeit des Auftretens aller Endpunkte bewirkt,
wohingegen Patienten mit Imatinib-Therapie keinen Vorteil gegenuber Placebo auf-
weisen; diese Ergebnisse korrelieren gut mit den Veroéffentlichungen von Hausleiter
49 bzw. Zohlnhofer et al. 154 und demonstrieren, daf fur diese Arbeit ein reprasenta-

tiver Anteil aus den fUr diese Studien rekrutierten Patienten eingeschlossen wurde.
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5.2. Auswertung Proliferationsindizes

Analog zu der fur die Patienten mit de novo-Stenosen erfolgten Auswertung soll an
dieser Stelle fur das Studienkollektiv mit In-Stent Restenosen eine Analyse dartber
erfolgen, ob sich aus den in vitro ermittelten patientenindividuellen Proliferations-
indizes in vivo-Ereignisse wie das Auftreten von rekurrenter In-Stent Restenose, TLR
oder MACE vorhersagen lassen. In jeder der folgenden Auswertungen wird dabei
initial das Ergebnis betreffend das Gesamtkollektiv in Form von Box-Plot-Diagram-

men aufgeflhrt, danach in tabellarischer Form das Resultat der Subgruppenanalyse.

5.2.1. Auswertung Parameter PI_PRAE

p=0,105 p=0050 p=0062
250 * 250 250
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w e w o w o
E 150 E 150+ E 1.50
1 1 1
[ = =
050 0,50 0,50
T T T T T T
0 1 o 1 o 1
bindre Restenose TLR MACE

Abbildung 17 - 19. Box-Plot-Diagramme Ausmal PI_PRAE je ZielgroRe. Patienten mit Vorliegen von binarer Restenose, TLR
oder MACE (bin. Restenose/TLR/MACE = 1) weisen allsamt im Mittel erhohte PI_PRAE-Werte auf, dabei wird das Signifikanz-
niveau von 0.05 betreffend die Zielgréen TLR und MACE nur knapp nicht erreicht.

Es lasst sich im Gesamtkollektiv kein statistisch signifikanter Zusammenhang des
Parameters PI_PRAE mit den Zielgrof3en binare Restenose, TLR und MACE verifi-
zieren, jedoch wird das Signifikanzniveau von < 0.05 in den Auswertungen betreffend
die Zielgroflen TLR und MACE nur knapp nicht erreicht (p=0,050 bzw. p=0,062).

. Regressions- Standard-
ZielgroRe Gruppe Wald p Exp(B)
koeffizient fehler
bini Rapamycin 0,575 0,698 0,678 0,410 1,777
inére
Placebo 0,868 1,133 0,587 0,444 2,382
Restenose
Imatinib 2,019 1,702 1,408 0,235 7,534
Rapamycin 1,260 0,753 2,796 0,095 3,525
TLR Placebo 0,582 0,997 0,340 0,560 1,789
Imatinib 0,567 1,390 0,166 0,684 1,763
Rapamycin 0,862 0,730 1,396 0,237 2,369
MACE Placebo 0,395 0,978 0,163 0,686 1,485
Imatinib 1,689 1,415 1,426 0,232 5,416

Tabelle 26. Log. Regression mit bin. Restenose, TLR, MACE als abhéngigen, PI_PRAE als unabhangiger Variable.
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In der Analyse der Subgruppen kann jeweils kein relevanter Effekt des Parameters
Pl_PRAE auf die ZielgroRen bindre Restenose, TLR und MACE nachgewiesen

werden.

5.2.2. Auswertung Parameter PI_POST
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Abbildung 20 - 22. Box-Plot-Diagramme AusmaR PI_POST je Zielgrofte. Patienten mit Vorliegen von bindren Restenose, TLR
oder MACE (bin. Restenose/TLR/MACE = 1) weisen allsamt im Mittel erhdhte PI_POST-Werte auf, dabei wird das

Signifikanzniveau von 0.05 betreffend die Zielgréfien binare Restenose und TLR nur knapp nicht erreicht.

Ein statistisch signifikanter Zusammenhang des PI_POST mit den ZielgréRen ist im
Gesamtkollektiv wiederum nicht nachweisbar, es zeigt sich erneut ein ent-
sprechender Trend von hoheren PIl-Werten fur Patienten mit dokumentiertem
Eintreten von rekurrenter In-Stent Restenose (p = 0,085) bzw. TLR (p = 0,074).

Regressions- Standard-
ZielgroRe Gruppe Wald p Exp(B)
koeffizient fehler
. Rapamycin 1,029 0,823 1,564 0,211 2,798
binére
Placebo 0,070 0,956 0,005 0,942 1,073
Restenose
Imatinib 1,474 1,375 1,149 0,284 4,367
Rapamycin 0,494 0,869 0,323 0,570 1,638
TLR Placebo 2,185 1,229 3,160 0,075 8,891
Imatinib 0,159 1,146 0,019 0,889 1,173
Rapamycin 0,166 0,834 0,039 0,843 1,180
MACE Placebo 1,715 1,130 2,302 0,129 5,554
Imatinib 0,065 1,103 0,004 0,953 1,068

Tabelle 27. Log. Regression mit bin. Restenose, TLR, MACE als abhangigen, PI_POST als unabhangiger Variable

In der Subgruppen-Analyse kann kein relevanter Effekt des Parameters PI_POST

auf die ZielgroRen binare Restenose, TLR und MACE nachgewiesen werden.
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5.2.3. Auswertung Parameter PI_3D
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Abbildung 23 - 25. Box-Plot-Diagramme Ausmalf PI_3D je ZielgroRe. Es zeigt sich eine statistisch signifikante direkte
Relation zwischen dem AusmaR des PI_3D und dem Risiko fiir das Auftreten von MACE (p = 0,031), fiir die ZielgroRRe
TLR besteht ein ahnlicher Trend (p = 0,064).

Im Gesamtkollektiv besteht eine statistisch signifikante Relation des Parameters
P1_3D mit der Zielgrole MACE: mit steigenden Pl_3D-Werten erhéht sich auch
die Wahrscheinlichkeit fiir das Eintreten von MACE. Fir die ZielgroRe TLR
besteht im Gesamtkollektiv ein ahnlicher Trend (p = 0,064).

. Regressions- Standard-
ZielgroRe Gruppe Wald p Exp(B)
koeffizient fehler
bini Rapamycin 0,399 0,721 0,306 0,580 1,490
indre
Placebo 1,046 1,196 0,764 0,382 2,846
Restenose
Imatinib 1,926 1,581 1,485 0,223 6,865
Rapamycin 0,891 0,764 1,362 0,243 2,438
TLR Placebo 1,618 1,273 1,616 0,204 5,042
Imatinib 0,273 1,159 0,055 0,814 1,313
Rapamycin 0,714 0,744 0,920 0,337 2,041
MACE Placebo 1,391 1,223 1,294 0,255 4,020
Imatinib 1,662 1,427 1,357 0,244 5,270

Tabelle 28. Log. Regression mit bin. Restenose, TLR, MACE als abhangigen, PI_3D als unabhangiger Variable.

Der flr das Gesamtkollektiv nachgewiesene statistische Zusammenhang zwischen
dem PI_3D und dem Risiko fur das Eintreten des Ereignisses MACE kann in der

Subgruppenanalyse nicht auf eine der einzelnen Therapiegruppen projiziert werden.
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5.2.4. Auswertung ZielgroRe TLR adjustiert mit Parameter "Stenoselange"

In der spater unter Punkt 5.3.3. folgenden Auswertung betreffend den EinfluR des
Parameters "Stenoselange" auf die ZielgroRen kann ein gewisser, wenn auch sta-
tistisch nicht signifikanter Trend zwischen dem Ausmal® des Parameters "Stenose-
lange" und dem Risiko fur das Eintreten des Ereignisses TLR nachgewiesen werden.
Die obige Auswertung des Einflusses der Proliferationsindizes auf die Zielgrofien
konnte ebenfalls einen statistisch nicht signifikanten Trend flir die Entwicklung von
TLR aufzeigen. Es soll daher an dieser Stelle eine erneute Analyse der Relation
zwischen den Proliferationsindizes und der ZielgroRe TLR unter Adjustierung mit

dem Parameter "Stenoselange" erfolgen.

Auswertung TLR Regressions- Standard- Wald 0 Exp(B)
koeffizient fehler

PI_PRAE 1,126 0,549 4,204 0,040 3,083
“Stenoselénge” 0,050 0,028 3,298 0,069 1,052
PI_POST 1,072 0,564 3,609 0,057 2,921
“Stenoselénge” 0,054 0,029 3,616 0,057 1,056
PI_3D 1,060 0,568 3,477 0,062 2,887
“Stenoselénge” 0,055 0,029 3,469 0,063 1,056

Tabelle 29. Log. Regression mit TLR als abhangiger Variable, Adjustierung mit dem Parameter "Stenoselange"

Adjustiert mit der Co-Variable "Stenoselange" zeigt sich ein statistisch signifikanter
Einflull des PI_PRAE auf die Entwicklung eines TLR sowie ein entsprechender
Trend fur die Parameter PI_POST und PI_3D. Fur dieses Modell gilt: mit steigenden
PI_PRAE-Werten nimmt auch das Risiko fiir die Entwicklung eines Ereignisses
TLR zu.

5.2.5. Auswertung Parameter "Late Lumen Loss"

Die Zielgrolle Late Lumen Loss beschreibt die Differenz aus minimalem Lumen-
Diameter im Bereich der Stenose postinterventionell und minimalem Lumen-
Diameter ebenfalls im Bereich der Stenose zum Zeitpunkt der Re-Koronarangio-
graphie nach 180 Tagen; sie ist somit ein Mal3 flr die Auspragung der neointimalen

Hyperplasie. In dieser Auswertung (vgl. Tabelle 30) soll der Zusammenhang
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zwischen den Proliferationsindizes und dem Ausmaf des Late Lumen Loss als

Aquivalent der neointimalen Hyperplasie analysiert werden.

ZielgroRe 95%-Konfidenzintervall
" Regressions-| Standard-
Late Lumen Gruppe . P untere obere
" koeffizient fehler
Loss Grenze Grenze
Gesamt 0,047 0,153 0,436 0,252 0,346
Rapamycin -0,058 0,216 0,789 -0,488 0,372
PI_PRAE
Placebo 0,121 0,267 0,654 -0,421 0,662
Imatinib 0,578 0,334 0,104 -0,135 1,291
Gesamt 0,306 0,128 0,566 0,055 0,558
Rapamycin 0,462 0,198 0,023 0,067 0,858
PI_POST
Placebo 0,276 0,215 0,207 -0,161 0,713
Imatinib 0,080 0,295 0,789 -0,548 0,709
Gesamt 0,035 0,152 0,816 -0,263 0,334
Pl 3D Rapamycin -0,091 0,225 0,686 -0,540 0,358
- Placebo 0,322 0,278 0,255 -0,242 0,886
Imatinib 0,151 0,278 0,596 -0,445 0,747
Tabelle 30. "Late Lumen Loss" als abhangige Variable, PI_PRAE, PI_POST und PI_3D als unabhangige
Variablen.

Es kann fur die Subgruppe "Rapamycin" ein statistisch signifikanter Zusammenhang
des PI_POST mit dem Late Lumen Loss nachgewiesen werden: je hoher PI_POST
ist, desto hoher wird auch der Late Lumen Loss ausfallen, der adjustierter
Anstieg des Late Lumen Loss je PI_POST-Einheit betragt 0,462 + 0,198 mm. Diese

Relation wird in der folgenden Abbildung visualisiert:
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Abbildung 26. Der Parameter "Late Lumen Loss" in Abhangigkeit des PI_POST (Rapamycin-Gruppe). Die Regressionsgerade
wird durch die Formel y = 0,061 + 0,462 x x beschrieben, R? = 0,269, p =0,023.
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5.3. Analyse des Einflusses weiterer Parameter

Auch fur die Gruppe der Patienten mit In-Stent Restenosen soll eine Begutachtung
des Einflusses weiterer Parameter auf die Entwicklung der Zielgréfien erfolgen. Jede
Tabelle zeigt das Ergebnis der logistischen Regression fir Gesamtkollektiv ("Ge-

samt") sowie Subgruppen ("Rapamycin”, "Placebo" bzw. "Imatinib").

5.3.1. Auswertung pra- und postinterventioneller minimaler Lumen-Diameter

Auswertung "pra-
i i v Regressions-| Standard-
interventioneller MLD! ERi g S Wald 5 Exp(B)
koeffizient fehler
ZielgroRe
Gesamt -0,943 0,525 3,229 0,072 0,389
. Rapamycin -0,710 0,662 1,148 0,284 0,492
bindre Restenose
Placebo -1,304 1,101 1,403 0,236 0,272
Imatinib -1,670 1,548 1,164 0,281 0,188
Gesamt -0,533 0,507 1,105 0,293 0,587
TLR Rapamycin -0,177 0,648 0,075 0,784 0,837
Placebo -0,844 1,142 0,547 0,460 0,430
Imatinib -1,534 1,267 1,465 0,226 0,216
Gesamt -0,413 0,480 0,741 0,389 0,661
Rapamycin -0,069 0,608 0,013 0,909 0,933
MACE
Placebo -0,820 1,110 0,546 0,460 0,440
Imatinib -1,299 1,187 1,198 0,274 0,273

Tabelle 31. Log. Regression mit bin. Restenose, TLR und MACE als abhangigen, dem prainterventionellen

MLD als unabhéangiger Variable.

Kein Nachweis eines statistisch signifikanten Zusammenhangs des prainterven-

tionellen MLD mit den ZielgroRRen.

Auswertung "post-

i i " Regressions-| Standard-
interventioneller MLD Fean 9 S Wald o Exp(p)
koeffizient fehler
ZielgroRe
Gesamt -0,936 0,401 5,447 0,020 0,392
. Rapamycin -0,602 0,502 1,440 0,230 0,547
bindre Restenose
Placebo -1,904 0,863 4,868 0,027 0,149
Imatinib -0,236 1,167 0,041 0,839 0,789
Gesamt -0,190 0,380 0,251 0,617 0,827
TLR Rapamycin 0,034 0,495 0,005 0,945 1,035
Placebo -0,665 0,742 0,805 0,370 0,514
Imatinib 0,159 1,045 0,023 0,879 1,172
Gesamt -0,314 0,370 0,722 0,396 0,731
Rapamycin -0,019 0,476 0,002 0,968 0,981
MACE
Placebo -0,767 0,725 1,119 0,290 0,464
Imatinib -0,344 1,012 ,116 0,734 0,709

Tabelle 32. Log. Regression mit bin. Restenose, TLR und MACE als abhangigen sowie dem postinterventio-

nellem als unabhangiger Variable.
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FUr das Auftreten einer binaren Restenose, nicht aber TLR und MACE, besteht eine
signifikante Korrelation mit dem postinterventionellen MLD, welche sich auch in der

Subgruppe "Placebo" nachweisen laft.

5.3.2. Auswertung pra- und postinterventioneller Referenzdurchmesser

Auswertung "pra-
interventioneller RD" Gruppe Regressions-| Standard- Wald o Exp(p)
koeffizient fehler
ZielgroRe
Gesamt -0,487 0,370 1,739 0,187 0,614
. Rapamycin -0,680 0,509 1,789 0,181 0,507
bindre Restenose
Placebo -0,582 0,687 0,718 0,397 0,559
Imatinib 0,694 1,084 0,410 0,522 2,001
Gesamt 0,147 0,372 0,156 0,693 1,158
TLR Rapamycin 0,054 0,518 0,011 0,917 1,055
Placebo 0,063 0,680 0,009 0,926 1,065
Imatinib 0,839 1,013 0,687 0,407 2,315
Gesamt 0,091 0,358 0,065 0,799 1,096
Rapamycin 0,143 0,488 0,086 0,770 1,154
MACE
Placebo -0,119 0,665 0,032 0,859 0,888
Imatinib 0,498 0,974 0,261 0,609 1,645

Tabelle 33. Log. Regression mit bin. Restenose, TLR, MACE als abhéngigen, dem prainterventionellen RD

als unabhangiger Variable

Auswertung "post-
. . " Regressions-| Standard-
interventioneller RD Eriaes 9 S Wald o Exp(B)
koeffizient fehler
ZielgroRe
Gesamt -0,373 0,391 0,911 0,340 0,689
. Rapamycin -0,536 0,538 0,995 0,319 0,585
bindre Restenose
Placebo -0,487 0,731 0,443 0,505 0,615
Imatinib 0,911 1,179 0,596 0,440 2,486
Gesamt 0,365 0,389 0,882 0,348 1,441
TLR Rapamycin 0,375 0,523 0,514 0,473 1,455
Placebo 0,061 0,739 0,007 0,934 1,063
Imatinib 1,355 1,113 1,484 0,223 3,878
Gesamt 0,319 0,375 0,721 0,396 1,375
Rapamycin 0,488 0,498 0,961 0,327 1,629
MACE
Placebo -0,179 0,724 0,061 0,805 0,836
Imatinib 1,020 1,050 0,944 0,331 2,774

Tabelle 34. Log. Regression mit bin. Restenose, TLR, MACE als abhéngigen sowie dem postinterventionellen

RD als unabhangiger Variable.

Kein Nachweis eines statistisch signifikanten Zusammenhangs der Parameter pra-
und postinterventioneller RD mit den jeweiligen ZielgroRen sowohl im Gesamt-

kollektiv als auch in den Einzelgruppen.
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5.3.3. Auswertung Parameter "Stenoselange” und "Stentlange"

Auswertung
" 5 " Regressions-| Standard-
Stenoselénge Gruppe 9 Wald P Exp(B)
koeffizient fehler
ZielgroRe
Gesamt 0,024 0,026 0,838 0,360 1,024
. Rapamycin -0,006 0,038 0,026 0,872 0,994
bindre Restenose
Placebo 0,059 0,057 1,085 0,298 1,061
Imatinib 0,053 0,058 0,843 0,358 1,054
Gesamt 0,046 0,027 2,878 0,090 1,048
TLR Rapamycin 0,033 0,041 0,642 0,423 1,034
Placebo 0,051 0,060 0,711 0,399 1,052
Imatinib 0,067 0,054 1,503 0,220 1,069
Gesamt 0,036 0,026 1,815 0,178 1,036
Rapamycin 0,025 0,039 0,401 0,527 1,025
MACE
Placebo 0,039 0,059 0,432 0,511 1,039
Imatinib 0,052 0,051 1,027 0,311 1,053

Tabelle 35. Log. Regression mit bin. Restenose, TLR, MACE als abhéngigen, dem Parameter "Stenoselange"

als unabhangiger Variable

Es zeigt sich ein nicht-signifikanter Trend (p=0,090) zwischen dem Parameter "Ste-
noselange" und dem Risiko flr das Eintreten des Ereignisses TLR im Gesamt-

patientenkollektiv.

Auswertung "Stentlénge” Regressions-| Standard-
Gruppe . Wald P Exp(B)
. . koeffizient fehler
ZielgroRe
Gesamt 0,076 0,087 0,769 0,381 1,079
. Rapamycin 0,032 0,122 0,067 0,795 1,032
bindre Restenose
Placebo 9,190 3466,220 0,000 0,998 9795,733
Imatinib -- - - -- -
Gesamt 0,114 0,090 1,608 0,205 1,121
TLR Rapamycin 0,113 0,135 0,692 0,405 1,119
Placebo 9,190 3466,220 0,000 0,998 9795,733
Imatinib -- - - -- -
Gesamt 0,114 0,090 1,608 0,205 1,121
MACE Rapamycin 0,113 0,135 0,692 0,405 1,119
Placebo 9,190 3466,220 0,000 0,998 9795,733
Imatinib -- - - -- -

Tabelle 36. Log. Regression mit bin. Restenose, TLR, MACE als abhéngigen, dem Parameter "Stentlange" als

unabhéangiger Variable.

Es lalt sich kein statistisch signifikanter Zusammenhang des Parameters "Stentlange"

mit ZielgroRen nachweisen.
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5.3.4. Auswertung Parameter "ACC/AHA-Klassifikation" und "Okklusion™

Auswertung TR
"ACCIAHA- "Okklusiong'!
Klassifikation" | Gruppe Wald p Gruppe Wald p
ZielgroBRe ZielgroBRe
Gesamt 3,169 0,366 Gesamt 0,461 0,497
binire Rapamycin 0,202 0,977 binire Rapamycin 0 0,999
Restenose Placebo | 4,629 0,201 Restenose Placebo 0 1
Imatinib 0,343 0,842 Imatinib 0 1
Gesamt 2,468 0,481 Gesamt 0,153 0,696
Rapamycin 1,209 0,751 Rapamycin 0 0,999
TLR TLR
Placebo 2,894 0,408 Placebo 0 1
Imatinib 2,293 0,318 Imatinib 0 1
Gesamt 2,002 0,572 Gesamt 0,284 0,594
Rapamycin 1,019 0,797 Rapamycin 0 0,999
MACE MACE
Placebo 2,081 0,556 Placebo 0 1
Imatinib 1,023 0,6 Imatinib 0 1

Tabelle 37 und 38. Log. Regression mit bin. Restenose, TLR, MACE als abhéngigen, der Einteilung der Lasion nach
ACC/AHA-Klassifikation bzw. Okklusion als unabhangiger Variable.

Aus der Untergliederung der Koronarlasionen nach ACC/AHA-Klassifikation bzw.
nach Art der Okklusion &Rt sich kein Ruckschluf® auf die Entwicklung einer binaren

Restenose bzw. das Eintreten von TLR und MACE ableiten.

70



5.4. Auftreten klinischer Ereignisse in Abhangigkeit des Pl < 1,0 oder 21,0

Auch fir Patienten mit In-Stent Restenosen soll eine Auswertung vorgenommen
werden, in welcher die Proliferationsindizies nicht quantitativ, sondern qualitativ in
Kategorien < 1,0 oder = 1,0 mit einbezogen werden. Die so ermittelten Pl-Kategorien
sollen in Bezug mit dem Auftreten klinischer Endpunkte (TLR und MACE) gesetzt

werden, praktischerweise auch in Form einer Ereigniszeitanalyse nach Kaplan-Meier.

5.4.1. Auswertung hinsichtlich des Eintretens des Ereignisses TLR

Zunachst wurde eine Auswertung der Daten bezogen auf das Gesamtkollektiv

vorgenommen:
Pl-Klasse Merkmal PI<1,0 PI21,0 Total E';::‘teT'ess .
TLR=0 63 64 127
PI_PRAE TLR=1 9 23 32 p=0,031
Total 72 87 159
TLR=0 34 77 111
PI_POST TLR=1 7 24 31 p=0,503
Total 41 101 142
TLR=0 50 67 117
PI_3D TLR=1 9 19 28 p=0,393
Total 59 86 145

Tabelle 39. Fir jede Pl-Klasse wird eine Kontingenztafel beinhaltend die Merkmale Pl-Kategorie (Pl < 1,0 bzw. = 1,0) sowie

Nicht-Auftreten bzw. Auftreten des Ereignisses TLR (TLR = 0 bzw. 1) inkl. p-Wert gemaR Fisher’s Exact-Test aufgezeigt.

Im Gesamtkollektivs zeigt sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Aus-
malf des PI_PRAE und dem Eintreten des Ereignsses TLR: bei Patienten, welche
Pl_PRAE-Werte = 1,0 aufweisen, trat TLR haufiger auf (p = 0,031).

PI_PRAE <1,0 PI_PRAE 21,0

kein TLR kein TLR

ETLR ETLR

Abbildung 27 und 28. Die Tortendiagramme zeigen jeweils fir die Patienten mit einem PI_PRAE < 1,0 oder = 1,0 den Anteil
derjenigen, bei denen es zum Eintritt des Ereignisses TLR kam,; dies trifft fir Patienten mit einem PI_PRAE = 1,0 (23 Patienten
= 36,0%) signifikant haufiger zu als bei Patienten mit einem PI_PRAE < 1,0 (9 Patienten = 14,3%).
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Angesichts des obigen Ergebnisses der Analyse des Gesamtkollektivs wurde eine
Auswertung bzgl. des Parameters PI_PRAE vorgenommen, in welcher die Studien-

Subgruppen jeweils separat begutachtet werden:

Gruppe Merkmal PI<1,0 PI21,0 Total Fisher’s
Exact Test

TLR=0 41 36 77 0= 0,406
Rapamycin TLR=1 6 9 15
Total 47 45 92

TLR=0 19 15 34 5= 0.281
Placebo TLR=1 3 7 10
Total 22 22 44

TLR=0 3 13 16 p =0,526
Imatinib TLR=1 0 7 7
Total 3 20 23

Tabelle 40. Fir jede Subgruppe wird eine Kontingenztafel beinhaltend die Merkmale PI_PRAE-Kategorie (< 1,0 bzw. = 1,0)
sowie Nicht-Auftreten bzw. Auftreten des Ereignisses TLR (TLR = 0 bzw. 1) inkl. p-Wert gemaR Fisher’s Exact-Test aufgezeigt.

Der im Gesamtkollektiv nachgewiesene signifikante Zusammenhang zwischen

P1_PRAE und dem Risiko flr TLR laf3t sich in keiner der Subgruppen nachweisen.

5.4.2. Auswertung hinsichtlich des Eintretens des Ereignisses MACE

Analog zu 5.4.1. wird primar das Gesamtkollektiv begutachtet:

Pl-Kategorie | Merkmal PI<1,0 PIZ1,0 Total eii::te{;zt
MACE=0 60 63 123

PI_PRAE MACE=1 12 24 36 p=0,128
Total 72 87 159
MACE=0 32 75 107

PI_POST MACE=1 9 26 35 p=0,675
Total 41 101 142
MACE=0 49 64 113

PI_3D MACE=1 10 22 32 p=0,308
Total 59 86 145

Tabelle 41. Fir jede Pl-Klasse wird eine Kontingenztafel beinhaltend die Merkmale Pl-Kategorie (Pl < 1,0 bzw. = 1,0) sowie
Nicht-Auftreten bzw. Auftreten des Ereignisses MACE (MACE = 0 bzw. 1) inkl. p-Wert gemaR Fisher’s Exact-Test aufgezeigt.

Es kann keine statistisch signifikante Relation des Auftretens eines MACE mit den
jeweiligen Pl-Kategorien < 1,0 oder = 1,0 nachgewiesen werden, konsekutiv wird auf

eine seperate Auswertung der Subgruppen verzichtet.
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5.4.3. Ereigniszeitanalyse nach Kaplan-Meier

Aufgrund des in 5.4.1. ermittelten Ergebnisses wurde erganzend eine Ereignis-

zeitanalyse nach Kaplan-Meier sowohl fur das Ereignis TLR als auch das Ereignis

MACE vorgenommen, zunachst bezogen auf das Gesamtkollektiv:

Log-rank (Mantel-Cox) | Gehan-Breslow-Wilcoxon Uberlebensrate Hazard-Ratio
PI<1,0 PI21,0
ZielgrofRe Pl-Kategorie Chi square P Chi square P % % Ratio 95%-Konfidenz-
intervall
PI_PRAE 4,788 0,029 4,790 0,029 87,5 73,6 0,461 0,2300 to 0,9224
TLR PI_POST 0,796 0,372 0,839 0,360 82,9 76,2 0,705 0,3266 to 1,520
PI_3D 1,048 0,306 1,061 0,303 84,7 77,9 0,675 0,3186 to 1,432
PI_PRAE 2,511 0,113 2,305 0,129 83,3 72,4 0,589 0,3056 to 1,134
MACE PI_POST 0,212 0,645 0,195 0,659 78,0 74,3 0,843 0,4068 to 1,746
PI_3D 1,538 0,215 1,583 0,208 83,1 74,4 0,641 0,3179to 1,294

Tabelle 42. Ereigniszeitanalyse (Ereignis TLR oder MACE) in Abhangigkeit Pl < oder = 1,0 (Gesamtkollektiv).

Es kann gezeigt werden, dal} bzgl. des Auftretens von TLR die Patientengruppe mit

einem PI_PRAE = 1,0 eine signifikant schlechtere Prognose aufweist als die Gruppe
mit einem PlI_PRAE < 1,0; nur 73,6% der Patienten mit einem PI_PRAE = 1,0

schlie3en die klinische Follow up-Beobachtungphase von 360 Tagen ohne Eintreten
von TLR ab, bei den Patienten mit einem PI_PRAE < 1.0 trifft dies flr 87,5% zu.

Abbildung 29 visualisiert in einem Kaplan-Meier-Diagramm das haufigere Auftreten

eines TLR-Ereignisses fur Patienten mit einem PI_PRAE = 1,0:

Gesamtkollektiv: TLR in Abhangigkeit PI_PRAE-Gruppe

i 100 87 5% =+ P| PRAE <1.0
G =~ P| PRAE =10
2 B804
E 73 6%
2 601 ,
2 p=0,029
3 40+
£ 204
=
[T}
3 D L} L] L} L]

0 100 200 300 400

Zeit (d)

Abbildung 29. Kaplan-Meier-Kurven Ereignis TLR in Abhangigkeit der Gruppenzugehdérigkeit bzw. des Pl < oder 2 1,0. Es zeigt
sich, daR Patienten mit einem PI_PRAE-Wert = 1,0 eine deutlich schlechtere Prognose aufweisen als die librigen Patienten.
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Fir PI_POST und PI_3D kann kein statistisch signifikanter Unterschied fir das
Eintreten des Ereignisses TLR nachgewiesen werden, bzgl. des Ereignisses MACE
kann fur keinen der Proliferationsindizes ein signifikanter Effekt nachgewiesen
werden; auffallend ist jedoch, dall in all diesen Analysen die Patienten mit
Proliferationsindizes = 1,0 weniger haufig den Studienendpunkt nach 360 Tagen

erreichen als diejenigen mit Proliferationsindizes < 1,0 (vgl. Tabelle 43).

Erganzend wurde zudem eine Ereigniszeitanalyse durchgefihrt, in welcher das

Auftreten von TLR und MACE in den Subgruppen bewertet wurde:

Log-rank (Mantel-Cox) Logrank test for trend Uberlebensrate innerhalb Subgruppen
Rapamycin Placebo Imatinib
ZielgroRe Chi square P Chi square P % % %
TLR 3,006 0,223 2,940 0,086 83,7 77,3 69,6
MACE 3,591 0,166 3,429 0,064 81,5 75,0 65,2

Tabelle 43. Ereigniszeitanalyse (Ereignis TLR oder MACE) in Abhangigkeit der Einzelgruppenzugehdrigkeit.

Innerhalb des Gesamtpatientenkollektivs zeigen Patienten der "Imatinib"-Gruppe
eine Tendenz fur das haufigere Auftreten eines TLR- oder MACE-Ereignisses auf,
die beste Prognose kann jeweils fur Patienten der "Rapamycin"-Gruppe nachgewie-
sen werden; diese Ergebnisse stellen jedoch nur einen statistisch nicht signi-ikanten
Trend dar (p = 0,086 bzw. p = 0,064), korrelieren aber wiederum gut mit den Ver-
offentlichungen von Hausleiter et al. (reduzierte binare Restenose- und TLR-Rate im
Vergleich zur Placebogruppe) 49 bzw. Zohlnhoéfer et al. (keine Reduktion von binarer

Restenose- bzw. TLR-Rate im Vergleich zur Placebogruppe) 154 .
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6. Zusammenfassung der Ergebnisse

An dieser Stelle erfolgt eine Zusammenfassung der in puncto der Proliferations-

indizes ermittelten relevanten Ergebnisse.

6.1. Patientenkollektiv mit de novo-Stenosen

Abbildung 30 zeigt flir das Patientenkollektiv mit de novo-Stenosen die Ergebnisse
der statistischen Auswertung des Zusammenhangs der ermittelten Proliferationsindi-
zes (als Absolutwerte bzw. in Kategorien < oder = 1.0) mit den Zielgro3en binare Re-

stenose, Late Lumen Loss und TLR auf:

Parameter Ergebnis der statistischen Analyse

PI_PRAE (Absolutwert) kein signifikanter Zusammenhang mit den Zielgréf3en binare Restenose, Late Lumen Loss, TLR

PI_POST (Absolutwert) kein signifikanter Zusammenhang mit den Zielgréf3en binare Restenose, Late Lumen Loss, TLR

PI_3D (Absolutwert) kein signifikanter Zusammenhang mit den Zielgréf3en binare Restenose, Late Lumen Loss, TLR

Pl-Kategorien (< oder 2 1.0) kein signifikanter Zusammenhang mit TLR und MACE fiir PI_PRAE, PI_POST und PI_3D

Abbildung 30. Zusammenfassung der Ergebnisse der Auswertung des Patientenkollektivs mit de novo-Stenosen.

6.2. Patientenkollektiv mit In-Stent Restenosen

Abbildung 31 zeigt flr das Patientenkollektiv mit In-Stent Restenosen die Ergebnisse
der statistischen Auswertung des Zusammenhangs der ermittelten Proliferationsindi-
zes (als Absolutwerte bzw. in Kategorien < oder = 1.0) mit den Zielgro3en binare Re-
stenose, Late Lumen Loss, TLR und MACE auf:

Parameter Ergebnis der statistischen Analyse

PI_PRAE (Absolutwert) signifikant: im Gesamtkollektiv direkt proportional zum Risiko fiir das Auftreten einer binaren
- Restenose wenn adjustiert mit dem Parameter "Stenoselénge”

PI_POST (Absolutwert) signifikant: in der Subgruppe "Rapamycin" direkt proportional zum Ausmaf des Late Lumen Loss

PI_3D (Absolutwert) signifikant: im Gesamtkollektiv direkt proportional zum Risiko fiir das Auftreten eines MACE

Pl-Kategorie (< od. = 1,0) signifikant: im Gesamtkollektiv vermehrtes Auftreten von TLR wenn PI_PRAE = 1,0

Abbildung 31. Zusammenfassung der Ergebnisse der Auswertung des Patientenkollektivs mit In-Stent Restenosen.
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7. Diskussion

"Die Erkenntnisse in der Medizin unterliegen einem standigen Wandel durch wissen-
schaftliche Forschung und klinische Erfahrungen." 1, Dieser oder ein ihm inhaltlich
aquivalenter Leitsatz findet sich in nahezu jedem gangigen medizinischen Lehr- oder
Fachbuch. Als Beispiel hierfir bietet sich die interventionelle Kardiologie an:
Basierend auf zahlreichen Vorarbeiten wurden durch die Arbeitsgruppen um Andreas
Roland Griuntzig und Ulrich Sigwart die Techniken der perkutanen transluminalen
koronaren Angioplastie (1976) bzw. des koronaren Stentings (1986) initiiert und
etabliert; bis zum heutigen Tage unterlagen diese - im Vergleich zur bis dahin
gangigen offenen operativen Myokardrevaskularisation - minimalinvasiven Strategien
der myokardialen Reperfusionstherapie einem standigen Prozel3 von zahlreichen
Modifikationen und Optimierungen.

Ein fundamentales Problem stand von Anfang an im Blickpunkt von Wissenschaft
und Forschung: die Entwicklung einer Restenose nach primar erfolgreicher Koronar-
intervention. Als potentiellen Lésungsansatz fur die mit bis zu 60% bemessene Re-
stenoserate nach alleiniger PTCA (siehe auch Punkt 1.4.2.) bewertete man zunachst
die Methode des koronaren Stentings, hier wird nach PTCA auftretenden erneuten
Lumenverlusten infolge "elastic recoil" und "negatives Remodeling" zunachst prinzi-
piell rein mechanisch entgegengewirkt. Dal3 es auch weiterhin zu einer im mittleren
zweistelligen Prozentzahlenbereich gelegenen Rate an Restenosen, sogenannten In-
Stent Restenosen kam, findet seine Ursache in der Ausbildung der neointimalen
Hyperplasie als Ausdruck einer vaskuloproliferativen Erkrankung. Die Erforschung
der zugrundeliegenden molekularbiologischen Mechanismen der neointimalen
Hyperplasie befand sich seither zunehmend im Fokus vieler Arbeitsgruppen und
stellt, samt hieraus abgeleiteter diverser Therapieansatze, auch weiterhin ein sehr

aktuelles und breites Forschungsgebiet dar.

Basierend auf den bisherigen Erkenntnissen betreffend die der neointimalen Hyper-
plasie zugrundeliegenden molekularbiologischen Pathomechanismen wurde flr
diese Arbeit die Hypothese postuliert, dal® aus der vorausgegangenen stentindu-
zierten Gefaldverletzung eine vermehrte Freisetzung bzw. Aktivierung diverser
zellularer und non-zellularer Mediatoren im involvierten Gewebe und Blut resultiert;
diese fUhren Uber diverse, partiell redundante Signaltransduktionswege, welche sich

potentiell auch patientenindividuell im Grad ihres Aktivierungszustandes zu unter-
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scheiden vermdgen, zu einer vermehrten Migration und Proliferation koronarar-
terieller glatter GefalBmuskelzellen und somit zur Bildung der neointimalen Hyper-
plasie.

Ziel der vorliegenden Dissertation ist zum einen die in vitro-Quantifizierung dieser
promitogenen Prozesse mittels entnommener Serumproben und eines geeigneten
Testverfahrens, zum anderen die Klarung der Frage, ob sich aus den in Korrelation
mit weiteren klinischen Fakten und Befunden gewonnenen Erkenntnissen weitere flr
den klinischen Alltag relevante Aussagen hinsichtlich Diagnostik und Therapie im-

plizieren und etablieren lassen.

Patientenkollektiv mit de novo-Lasionen

Der erste Teil der Quantifizierung der Serumkapazitat in vitro befasst sich mit Pa-
tienten, welchen im Rahmen der Intervention von ausschlie3lich de novo-Koronar-
|lasionen ein Stent implantiert wurde. Hier zeigt sich, dal® die Ausbildung einer bi-
naren bzw. relevanten angiographischen Restenose (d.h. mit = 50% Lumeneineng-
ung bemessen) in 30% der Falle als primarer Endpunkt zum Zeitpunkt der Kontroll-
Koronarangiographie nach 180 Tagen nachweisbar war, weitere Endpunkte (TLR
und MACE) traten in 21% bzw. 25% der Falle ein. Im Hinblick auf der in diesem
Kollektiv vorliegenden "small vessel disease" mit einem mittleren Referenzdurch-
messer von 2,68mm entsprechen diese Ergebnisse prinzipiell denjenigen anderer
Publikationen wie z.B. von Kastrati et al. (Referenzdurchmesser < 2,80mm, binare
Restenose in 36%, TLR in 20%, MACE in 23% der Falle) g0 bzw. einer Metaanalyse
von Al Suwaidi et al. (Referenzdurchmesser < 3,00mm, bindre Restenoseraten von
16-38%, fur TLR und MACE finden sich Zahlen von 8-39% bzw. 6-28%) 1 .

In der Analyse der Risikofaktoren, welche einen relevanten Einfluld auf die Entwick-
lung einer binaren Restenose bzw. von TLR-/MACE-Ereignissen und des Late Lu-
men Loss auslben, war keine entsprechende Beteiligung der ermittelten Prolifera-
tionsindizes nachweisbar; zwar wiesen Patienten, welche zum Zeitpunkt der Kon-
troll-Koronarangiographie eine binare Restenose ausgebildet hatten, im Mittel hdhere
Werte fur PI_PRAE, PI_POST oder auch PI_3D auf (vgl. Abbildung 15), jedoch ba-
sierte keine dieser Tendenzen auf dem Boden einer statistischen Signifikanz; es ist
in diesem Fall somit nicht moglich, aus einem biologischen Vorgang in vitro (Zell-

proliferation nach Exposition gegenitber einem potentiellen Stimulans) relevante Aus-

78



sagen Uber eine klinische Entwicklung bzw. angiographische Messgrofien abzu-
leiten.

Als statistisch signifikante Pradiktoren fur die ZielgroRen binare Restenose, Late Lu-
men Loss oder TLR zeigen sich in dieser Arbeit vornehmlich angiographische Merk-
male wie z.B. pra- und postinterventioneller minimaler Lumen-Diameter, pra- und
postinterventioneller Referenzdurchmesser, die Lange des gestenteten GefalRab-
schnittes oder die Zugehorigkeit einer Lasion zu den ACC/AHA-Klassen B2 und C;
diese Ergebnisse korrelieren somit gut mit der unter 1.5. aufgefihrten Datenlage in

der gangigen Literatur.

Zusammenfassend laldt sich flr die Auswertung der im Rahmen der Intervention von
de novo-Koronarlasionen gewonnenen Daten postulieren, dafld hierin im Wesent-
lichen die fur die Entwicklung einer Restenose bekannten Risikofaktoren, soweit im
Rohdatensatz erfasst, reproduziert und bestatigt werden kdnnen. Eine statistisch
signifikante Relation der in dieser Arbeit eingefuhrten Proliferationsindizes als Aus-
druck einer veranderten Serumkapazitat nach einer Koronarintervention a3t sich
jedoch nicht verifizieren, dementsprechend kann aus diesem Teil der Dissertation
auch keine weitere Aussage bzgl. der Wertigkeit der Prolifierationsindizes fur
Diagnostik und Therapie im Zusammenhang mit de novo-Koronarlasionen und der

Entwicklung einer In-Stent Restenose abgeleitet werden.

Patientenkollektiv mit In-Stent Restenosen

Das zweite Patientenkollektiv, welches im Hinblick auf den Parameter Serumkapa-
zitat untersucht wurde, umfasst ausschlief3lich Patienten mit Lasionen, fur die als
sogenannte "culprit lesion" eine In-Stent Restenose nachgewiesen wurde. Als pro-
blematisch an der Therapie einer In-Stent Restenose erweist sich die hohe Rate an
erneuter Restenosierung bzw. des Auftretens klinisch relevanter Ereignisse trotz
weiterentwickelter Interventionsverfahren; so wird z.B. die bindre Restenoserate
nach Dilatation einer In-Stent Restenose mit einem Sirolimus-beschichteten Stent mit
14% beziffert 59 , ahnliche Studienansatze in de novo-Koronarlasionen zeigten fur
Sirolimus-beschichtete Stents wesentlich geringere Restenoseraten o3 70, diese
Analogie lasst sich auch fur klinische Ereignisse (TLR, MACE) oder den Late Lumen

Loss fortsetzen.
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Rekrutiert wurden die in dieser Dissertation registrierten Patienten im Rahmen
weiterer Studien, es sei an dieser Stelle auf die entsprechenden Veroéffentlichungen
verwiesen 49 154 ; beide Publikationen basieren auf demselben theoretischen Ansatz
wie die vorliegende Dissertation: nach ballon- oder stentinduzierter Gefaliverletzung
werden koronararterielle glatte Gefallmuskelzellen Uber eine Vielzahl partiell redun-
danter Signaltransduktionswege zur Migration und Proliferation stimuliert, es resul-
tiert die Ausbildung der neointimalen Hyperplasie; aufgrund des systemischen
Charakters der zugrundeliegenden vaskuloproliferativen Erkrankung erfolgt im
Gegensatz zu einem lokal beschrankten Behandlungsverfahren (wie z.B. der lokalen
Freisetzung einer antiproliferativ wirkenden Substanz Uber das "delivery system"
Stent) ein systemischer Therapieansatz. Wie Hausleiter et al. demonstrierten, lat
sich durch die systemische Gabe eines Antiproliferativums ein biologischer Prozess
wie die Neointima-Ausbildung insofern beeinflussen, als dal® es zur Verbesserung
angiographischer Parameter (z.B. Late Lumen Loss oder binare Restenoserate) oder

einem verminderten Auftreten klinischer Endpunkte (wie z.B. TLR) kommt 49 .

Betreffend die Endpunkte bindre Restenose zum Zeitpunkt der Re-Koronarangio-
graphie nach 180 Tagen sowie das Auftreten klinisch relevanter Ereignisse (TLR,
MACE) in der klinischen Follow up-Beobachtung Uber 360 Tage nach Primarinter-
vention ergaben sich keine wesentlichen Differenzen zwischen den in dieser
Dissertation eingeschlossenen Patienten (welche Teilgruppen der in den oben
genannten Publikationen registrierten Personen darstellen) und dem Gesamtkollektiv
der jeweils originaren Studie. Untergliedert in die jeweilige Therapieform findet sich in
dieser Arbeit eine binare Restenoserate von 25% unter Rapamycin, 33% unter
Placebo und 41% unter Imatinib (analog hierzu TLR 16%, 23% bzw. 30% und MACE
19%, 25% bzw. 35%), demgegenuber stehen die von Hausleiter et al. angegebenen
30% fur die binare Restenose im Rapamycin- (TLR 20%, MACE 24%) und 42% im
mit Placebo behandelten Kollektiv (hier TLR 26%, MACE 28%), fur die Imatinib-
Gruppe nennen Zohlnhofer et al. 39% fur die binare Restenose sowie 28 bzw. 29%
fur TLR- und MACE-Ereignisse. Angesichts dieser Zahlen kann somit davon
ausgegangen werden, dal® in dieser Dissertation jeweils ein reprasentativer

Ausschnitt des jeweiligen urspriinglichen Patientenkollektiv integriert wurde.
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Im Gegensatz zur Auswertung der de novo-Koronarlasionen, in der mehrere, aus-
schliel3lich angiographische/prozedurale Parameter als pradiktiv fur die Entwicklung
einer binaren Restenose, des Late Lumen Loss oder von TLR-/MACE-Ereignissen
gesichert werden konnten, zeigen sich fur die In-Stent Restenosen entsprechende
Korrelationen in wesentlich vermindertem Umfang und hier nur den postinterven-
tionellen minimalen Lumen-Diameter als Pradiktor flr das Risiko des Eintretens einer
binaren Restenose. Eine Analyse der flr bindre Restenose, Late Lumen Loss sowie
TLR/MACE-Ereignissen relevanten Risikofaktoren im Speziellen ist in den Arbeiten
von Hausleiter et al. und Zohlnhofer et al. nicht gesondert aufgefiihrt und steht somit
zum Vergleich mit den in dieser Dissertation erhobenen Werten nicht zur Verfligung.
Anders als bei de novo-Lasionen findet sich in der gangigen Literatur ein eher diffu-
ses Bild bzgl. relevanter Risikofaktoren fur die Entwicklung einer relevanten Resteno-
se bzw. eines klinischen Ereignisses nach primar erfolgreicher Intervention einer In-
Stent Restenose (vgl. Punkt 1.5.), darlber hinaus lassen sich diese Daten nicht
direkt mit denen dieser Arbeit korrelieren, in der ein Teil der Patienten systemisch mit
einem antiproliferativ wirksamen Medikament behandelt wurde. Es sei daher an
dieser Stelle auf eine von Radke et al. durchgeflihrte Metaanalyse (beinhaltend 28
Studien mit 6 verschiedenen Therapiemodalitaten) verwiesen, hier stellte sich in der
multivariaten Auswertung unter Einbeziehung mehrerer in den jeweiligen Einzelstu-
dien benannter Risikofaktoren lediglich der postinterventionelle Stenosegrad einer
Lasion als pradiktiv fur die Entwicklung eines klinischen Ereignisses (MACE) dar 111,
dies korreliert gut mit dem in dieser Arbeit als signifikant befundeten Einfluld des
postinterventionellen minimalen Lumen-Diameter (per definitionem leitet sich der von
Radke et al. angeflihrte postinterventionelle Stenosegrad aus dem Quotienten von
jeweils postinterventionellem minimalem Lumendiameter und Referenzdurchmesser
ab).

Zusammenfassend kann fur die im Anschlul® folgende Begutachtung der im Rahmen
dieser Dissertation bestimmten Proliferationsindizes samt hieraus abgeleiteter Aus-
sagen postuliert werden, dal} sich diese Schluf3folgerungen auf ein reprasentatives

Patientenkollektiv stlitzen und sich somit fur Verallgemeinerungen zulassig sind.
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Die wesentliche Erkenntnis dieser Arbeit ist, dal® zwischen den in vitro ermittelten
Proliferationsindizes und nach Intervention einer Restenose ermittelten angiogra-
phischen bzw. klinischen Zielgrof3en ein statistisch signifikanter Zusammenhang
belegt werden konnte; das Ausmald eines prinzipiell lokal beschrankten aber teils
Uber systemisch verfiigbare Mediatoren gesteuerten (molekular-)biologischen Pro-
zesses (hier die Ausbildung einer neointimalen Hyperplasie) konnte somit in vitro
quantifiziert werden. Das angewandte Verfahren der logistischen Regression be-
weist, dal} bezogen auf das Gesamtpatientenkollektiv mit steigenden Pl_3D-Werten
auch das Risiko fur das Eintreten eines MACE im Zeitraum von 360 Tagen nach Pri-
marintervention zunimmt, genauso besteht, in einem mit dem Parameter "Stenose-
lange" adjustierten statistischem Model, eine eindeutige, direkt proportionale Relation
des PI_PRAE mit dem klinischen Endpunkt TLR (vgl. Tabelle 29); fur die Zielgrofle
binare Restenose scheint kein direkter relevanter Einfluf der Proliferationsindizes zu
bestehen, jedoch kann, in der Subgruppe der mit Rapamycin behandelten Patienten,
eine signifikante Zunahme des Late Lumen Loss proportional zum Ausmall des
P1_POST verifiziert werden. Neben diesen linearen Zusammenhangen zeigt die Aus-
wertung zudem auf, dal® sich, ebenfalls bezogen auf das Gesamtkollektiv, aus einer
Einteilung der Proliferationsindizes in Kategorien < 1,0 und = 1,0 weitere statistisch
validierte Aussagen ableiten lassen: Patienten mit einem = 1,0 bemessenem
Pl_PRAE, d.h. deren prainterventionell abgenommene Serumprobe in vitro mehr
Proliferation in Kulturen glatter Gefalmuskelzellen induzieren konnte wie die zur
Positivkontrolle eingesetzten FCS-Probe, entwickeln vermehrt ein klinisch relevantes
Ereignis TLR (vgl. Tabelle 42), dies spiegelt sich auch in der Ereigniszeitanalyse wie-
der (Differenz von 14% hinsichtlich des Erreichens des Studienendpunktes TLR
innerhalb der 360 Tage der klinischen Follow up-Beobachtung). Auffallend ist zudem
dald Patienten, welche eine bindre Restenose oder ein adverses klinisches Ereignis
wie TLR oder MACE entwickeln, generell hohere Proliferationsindizes (sowohl
Pl_PRAE, PI_POST und PI_3D) aufweisen als diejenigen ohne das Auftreten des
entsprechenden Ereignisses, dieser deutliche Trend spiegelt sich auch im wiederholt
nur geringfiigigen Uberschreitens des Signifikanzniveaus von 0,050 wieder (vgl.
Abbildungen 17-25).
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Welche weiteren Schlul3folgerungen lassen sich aus diesen Daten sowohl flr das

Konzept der Serumkapazitat als auch fur die klinische Praxis ableiten?

Wie bereits in den Grundlagen dargelegt werden samtliche Prozesse, die in ihrer
Summe in der Migration und Proliferation von koronararteriellen glatten Gefal3-
muskelzellen und der Ausbildung einer neointimalen Hyperplasie munden, Uber ein
komplexes System von partiell redundanten Signaltransduktionswegen vermittelt;
dabei kommt es nicht nur zur lokalen Signallbertragung z.B. zwischen Gewebezellen
wie - im Falle der neointimalen Hyperplasie - glatten GefaBmuskelzellen, Endothel
und auch Fibroblasten, auch systemisch agierende Zelllinien wie Thrombo-, Leuko-
und Lymphozyten nehmen an diesen Vorgangen teil, es werden diverse
Wachstumsfaktoren, Zytokine und auch andere Substanzen wie z.B. NO nicht nur ins
Gewebe, sondern auch ins Blut freigesetzt. Das Konzept dieser letzten Endes
systemisch verfligbaren migrations- und proliferationsauslésenden Stimuli wurde in
der Problemstellung dieser Dissertation als Serumkapazitat tituliert. Hausleiter et al.
gelang es, den biologischen Prozel3 der Neointima-Ausbildung mittels eines sys-
temisch verabreichten Antiproliferativums in vivo so zu beeinflussen, dal} es zu einer
nachweisbaren Verminderung von binarer Restenoserate bzw. klinisch relevanter Er-
eignisse und insofern der neointimalen Hyperplasie kam 49 . Im Rahmen dieser Arbeit
wird gezeigt dal} es zudem mdglich ist, dieselben biologischen Vorgange, welche in
das Konzept der Serumkapazitat mit einflie®en und so zur Ausbildung der neointima-
len Hyperplasie beitragen, in einem entsprechenden Testverfahren in vitro abzubil-
den und in einem Mal} zu quantifizieren, welches dann zuverlassige Ruckschllsse
auf das Ausmal bzw. die Qualitat sowohl angiographischer bzw. klinischer Parame-
ter zulalt. Das Konzept der Serumkapazitat kann, aufgrund des Nachweises des
statistisch signifikanten Zusammenhangs der in vitro bemessenen Proliferationsindi-
zes (als Aquivalent fiir die freigesetzten und in der Folge im Patientenserum befind-
lichen Mediatoren) mit klinischen und angiographischen Befunden (als Ausdruck der
vaskuloproliferativen Wirkung der promitogenen Stimulantien in vivo) als valide be-
statigt werden; es ist somit moglich, einen vaskuloproliferativen Prozess in seiner
Summe messbar zu machen. Koronararterielle glatte GefalBmuskelzellen werden
durch diverse, auf molekularbiologischer und zellularer Ebene ablaufende Prozesse,
zur Migration und Proliferation stimuliert; die Serumkapazitat und die damit asso-

ziierten Proliferationsindizes bilden einen Teil dieser biologischen Reaktion messbar
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ab. Entscheidend fir die Bedeutung dieser Arbeit ist dabei auch, dal} nicht nur das
Ausmald angiographischer Grélken vorhergesagt werden kann (sprich es wird ein
Wert wie der Late Lumen Loss in Millimeter angegeben bzw. der Grad der erneuten
Stenosierung in Prozent), ganz im Gegenteil werden auch Aussagen Uber klinische
Ereignisse wie TLR und MACE mdglich, also Parameter, deren Relevanz sich per se
nicht alleine aus rein messtechnischen Verfahren ableiten |a3t sondern patientenindi-
viduellen Variationen unterliegen. Aus dem Konzept der Serumkapazitat, vertreten
durch die Proliferationsindizes, lassen sich somit nicht nur quantitative Aussagen
uber den biologischen Prozess der neointimalen Hyperplasie ableiten, auch eine

qualitative Beschreibung der aus ihr resultierenden Folgen sind méglich.

Besonders bedeutsam fur die Entwicklung klinisch relevanter Ereignisse scheinen
die Proliferationsindizes PI_PRAE und PIl_3D zu sein, also Werte, die nicht im un-
mittelbaren zeitlichen Zusammenhang mit der eigentlichen Koronarintervention
stehen. FUr PI_PRAE kann zur Diskussion gestellt werden, dal3 dieser Wert unter
Umstanden Ausdruck einer vorbestehend erhdhten Serumkapazitat mancher Pa-
tienten ist, nicht als Ausdruck einer unmittelbaren Reaktion auf einen entsprechen-
den Stimulus wie eine Koronarintervention, sondern im Sinne eines grundsatzlich
erhdohten "Aktivierungszustandes" der beteiligten Systeme z.B. analog einem er-
héhten Sympathiko- oder Vagotonus; inwiefern dieser "Aktivierungszustand" Folge
weiterer Einflisse wie z.B. Begleiterkrankungen oder einer medikamentésen The-
rapie ist, lalt sich anhand der in dieser Arbeit akquirierten Daten nicht weiter klaren.
Fir die Bedeutung von Pl _3D kann moglicherweise derselbe Erklarungsansatz
dienen, jedoch muss in diesem Falle dann zu Bedenken gegeben werden, dal} sich -
auf molekularbiologischer Ebene - entsprechende Prozesse nicht nur im unmittel-
baren zeitlichen Umfeld einer PCl-induzierten GefalRverletzung manifestieren, son-
dern auch Uber Tage und Wochen nachweisbar sein kénnen (vgl. Punkt 1.3.2.3.). Als
Einschrankung muf® jedoch erwahnt werden, daf® die in diesen Studien genannten
Ergebnisse ausschlieRlich anhand immunhistochemischer in vitro-Untersuchungen
z.B. eines Zelllysates von Ratten-Karotiden 146 bzw. in toto resezierten Kaninchen-
Karotiden 4 akquiriert wurden und nicht gleichbedeutend dem Nachweis bzw. Quanti-
fizierung solcher Mediatoren in humanem Serum nach erfolgter ballon- bzw. stentin-

duzierter GefalRverletzung sind; dennoch sollte, z.B. aufgrund der an der Entwicklung
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der neointimalen Hyperplasie beteiligten und systemisch agierenden Thrombozyten

bzw. Entziindungszellen, ein solcher theoretischer Ansatz nicht verworfen werden.

Betreffs des Nachweises eines statistisch signifikanten Zusammenhangs der bio-
logischen Grolde PI_POST (als Ausdruck in vitro bemessener Zellproliferation) mit
ausschlieBlich der anhand morphologischer Kriterien abgeleiteten ZielgroRe Late
Lumen Loss in der "Rapamycin"-Subgruppe muss gemutmaldt werden, dal} hier unter
Umstanden eine iatrogene bzw. interventionsassoziierte Verzerrung der gesamten
Auswertung hinsichtlich des Parameters PI_POST vorliegt. Im Rahmen des Vor-
bringens der verschiedenen Kathetersysteme zunachst von distal her Uber die Aorta
descendens bzw. ascendens und des Platzierens der Interventionssysteme im ent-
sprechenden Koronargefald kommt es nicht nur zur Endothelverletzung im Bereich
der diagnostizierten Stenose, sondern auch zu zahlreichen weiteren Mikrolasionen,
die wiederum eine potentielle Quelle sich auf PI_POST auswirkender promitogener
Botenstoffe darstellen koénnten; dald sich dennoch ein plausibel wirkender
Zusammenhang des PI_POST mit dem Late Lumen Loss darstellen laf3t legt die
Vermutung nahe, dal infolge der nachgewiesenen antiproliferativen Wirkung einer
systemischen Rapamycin-Applikation 49 ein Teil der oben beschriebenen, das

Ergebnis verzerrend wirkenden Faktoren minimiert bzw. egalisiert wird.

Proliferationsindex PlI_PRAE Pl_POST

proportio

des Late Lumen Loss

- portional zum Risiko fiir das
Auftreten einer binaren Re-

stenose wenn adjustiert mit

Parameter "Stenoselange"

juktionswege und iz 3 I

-mechanismen geschadigten Endothelzellen

men bzw. mediatorvermittelt
nach Endothelschadigung

Abbildung 32. Es werden fiir jeden Proliferationsindex die entscheidenden signifikanten Zusammenhéange in puncto der

ZielgrofRen sowie der jeweilige potentielle molekularbiologische Erklarungsansatz aufgefiihrt.

Die Tatsache, dal} sich ein signifikanter Zusammenhang der Serumkapazitat mit den

mehreren ZielgroRen ausschlieBlich fir die Auswertung von In-Stent Restenosen,
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nicht aber de novo-Koronarlasionen verifizieren laft, gibt Anla® zur Vermutung, dal®
es sich bei der Serumkapazitat nicht nur um eine in vitro bemessene unspezifische
Quantifizierung der Summe sich proliferationsférdernd auswirkender Stoffwechsel-
prozesse handelt, sondern zudem als eigenstandiger Risikofaktor flr die Entwicklung
einer erneuten Restenose nach Intervention einer In Stent-Restenose bewertet
werden kann. Die erneute Intervention im Bereich einer In-Stent Restenose ist, im
Vergleich zur de novo-Lasion, mit wesentlich schlechteren Erfolgsaussichten
behaftet, und das obwohl per se optimale therapeutische Verfahren inklusive Anti-
proliferativa eingesetzt werden, welche fir den Bereich der de novo-Lasionen das
Restenoserisiko auf Werte < 10% zu senken vermogen o3 . Postuliert man, dal} eine
erhdhte Serumkapazitat als Substrat flr erneute kardiovaskulare Ereignisse speziell
in einer, im Vergleich zur Gesamtzahl der Patienten mit interventionspflichtiger KHK
in ihrer Zahl zunachst als klein zu bemessenden Patientengruppe vorliegt, welche
bislang nicht prospektiv als solche zu erkennen war, aber dann durch die Ausbildung
einer rekurrenten In-Stent Restenose weiter aus dem Gesamtkollektiv selektiert wur-
de, so erscheint es als logisch, da® der Parameter Serumkapazitat bezogen auf alle
Patienten mit interventionspflichtiger KHK in seiner Bedeutsamkeit womadglich ver-
zerrt bzw. verschleiert wurde; nach entsprechender Selektion des Patientenkollektivs
und somit Ausbildung einer Hochrisikogruppe fur eine rekurrente In-Stent Restenose
kommt es zur Demaskierung und Manifestation des Parameters Serumkapazitat als

einen entscheidenden und in seinem Ausmal in vitro quantifizierbaren Risikofaktors.

Potentielle Applikation von Proliferationsindizes im klinischen Alltag

Auch wenn diese Dissertation noch kein endgultiges und bis ins letzte Detail ausge-
reiftes Konzept des Parameters Serumkapazitat zu produzieren vermag, so lassen
sich aus den gewonnenen Ergebnissen durchaus Erkenntnisse flr die medizinische

Praxis vor allem in Bezug auf die Therapie von In-Stent Restenosen ableiten:

Das Konzept des (BrdU-)ELISA stellt ein etabliertes und - z.B. infolge der bundes-
weiten Abdeckung durch medizinisch-diagnostische Dienstleitungsunternehmen -
jederzeit zugangliches zuverlassiges diagnostisches Verfahren dar, welches die
Bestimmung der Proliferationsindizes im Alltag ermoéglichen kann. Der Aufwand zur
Ermittlung eines Proliferationsindex (vendse Blutabnahme, Messung Zellproliferation

mittels BrdU-ELISA) gestaltet sich als im Wesentlichen unproblematisch und nicht
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belastend bzw. risikobehaftet fur den Patienten; bezogen auf die Proliferationsindizes
Pl_PRAE bzw. Pl_3D konnte nachgewiesen werden, dal} sich aus diesen Werten
zuverlassige Aussagen daruber ableiten lassen, ob der Patient einem Risikokollektiv
fur die Entwicklung eines schwerwiegenden klinischen Ereignisses nach Intervention
einer In-Stent Restenose angehdrt oder nicht, die Risikostratifizierung wird somit um

einen wesentlichen Parameter erganzt.

Anhand als erhoht bemessener PI_PRAE- oder Pl_3D-Werte (es bietet sich die er-
folgte Einteilung in Kategorien < 1,0 oder = 1,0 an), welche mit dem erhéhten Risiko
fur das Eintreten relevanter klinischer Ereignisse assoziiert sind, lieRe sich beispiels-
weise die Indikation fur eine besonders strenge Einstellung der kardiovaskularen
Risikofaktoren ableiten; in Anbetracht des Pl_PRAE kdnnte bereits prainterventionell
uber die Notwendigkeit des Einsatzes eines "Drug-eluting"-Stent oder einer peri-
interventionellen systemischen Behandlung mit einem Antiproliferativum in Analogie
zur Studie von Hausleiter et al 49 . entschieden bzw. die Entscheidungsfindung
erleichtert werden. Oftmals stellt sich im klinischen Alltag die Frage nach der Emp-
fehlung zur Kontroll-Koronarangiographie bzw. deren Zeitpunkt (z.B. wenn es durch
den erneuten Einsatz eines jodhaltigen Réntgenkontrastmittels zur Verschlechterung
einer eingeschrankten Nierenfunktion kommen konnte) oder auch die Dauer der
nach Stentimplantation zu verabreichenden dualen Thrombozytenaggregations-
hemmung (speziell dann, wenn hierdurch ein anstehender operativer Eingriff ver-
zdgert werden wirde); in Anbetracht ermittelter Proliferationsindizes kdénnte dann, je
nach Ausmal} des entsprechenden Wertes, die Entscheidungsfindung pro oder con-
tra einer erneuten Koronarangiographie bzw. Intervention einer Lasion mittels unbe-
schichtetem oder medikamentenfreisetzendem Stent unterstlitzt werden. Am Beispiel
der in der Subgruppe der mit Rapamycin behandelten Patienten diagnostizierten Re-
lation zwischen PlI_POST und Late Lumen Loss zeigt sich zudem eine Moglichkeit,
die Wirksamkeit einer antiproliferativen Substanz zu testen bzw. den Behandlungs-
erfolg einer Therapie mit einem solchen Antiproliferativum zu kontrollieren: bezogen
auf das oben genannte Kollektiv bedirfen beispielsweise Patienten mit niedrigen
Pl1_POST-Werten und hierdurch erwartungsgemal’ geringfigigem Late Lumen Loss
keinerlei Anderung des Therapieregimens, dagegen erscheint es fiir diejenigen mit
hohen PI_POST-Werten als sinnvoll, die Umstellung auf bzw. die Erganzung um ein

anderes Therapieverfahren zu diskutieren.
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Diese Beispiele zeigen, dal} sich fur das Konzept "Serumkapazitat" bzw. fir eine Ver-
wendung der hier etablierten Proliferationsindizes vielfaltige denkbare Ansatzpunkte
im klinischen Alltag der interventionellen Kardiologie bieten, und dies bei relativ ge-
ringem und vor allem fur den Patienten risikoarmen Aufwand; es kann somit ab-
schliellend festgestellt werden, dal® aus dem Konzept der Proliferationsindizes

heraus ein sinnvoller und brauchbarer Biomarker etabliert werden kann.

Proliferationsindex PI_PRAE PI_POST PI_3D

atzung

mogliche Anwendung im
klinischen Alltag

zu erwartenden Late Lumen klinischen Ereignisses
Loss nach Intervention einer (MACE) nach Intervention
Rezidivstenose einer Rezidivstenose

v v

klinischen Ereignisses (TLR)
nach Intervention einer
Rezidivstenose

1\ > |1 elu

~ kardiovaskuldren Risiko-
faktoren, einer Kontroll-

Koronarangiographie bzw.

ardiovaskuliren Risiko-
faktoren, einer Kontroll-
Koronarangiographie bzw.

"~ contra einer 1 eiticen

Kontroll-Koronarangio-

graphie bzw. Umstellung
auf andere

klinischer Nutzen

einer verlangerten dualen
Thrombozytenaggregations-
hemmung

einer verlangerten dualen
Thrombozytenaggregations-
hemmung

Therapieverfahren

Abbildung 33. Potentielle Anwendungsgebiete des Prolifertionsindex.

Es konnten zudem auch andere, nicht nur auf das Problem der In-Stent Restenose
bezogene Denkansatze abgeleitet werden. So konnten weitere Studien zum einen
die Beteiligung glatter GefaBmuskelzellen bzw. die Bedeutung der neointimalen
Hyperplasie im Prozel® der Transplantatvaskulopathie an Tier 104 und Mensch &
belegen, zum anderen aber auch eine Rapamycin-assoziierte Abschwachung bzw.
Verlangsamung der Transplantatvaskulopathie nach Herz- 79 oder Nierentrans-
plantation 1490 aufzeigen; es soll daher an dieser Stelle die Diskussion darliber
angeregt werden, ob sich die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse ggf. auch

auf weitere Entitaten der vaskuloproliferativen Erkrankungen Gbertragen lassen.

Schluffolgerungen

In Bezug auf die in der Problemstellung genannten Fragen kdnnen aus dieser Arbeit

folgende Erkenntnisse abgeleitet werden:

Im Rahmen dieser Dissertation ist es erstmals gelungen, einen in vivo ablaufenden

vaskuloproliferativen Prozel3 anhand eines geeigneten Testverfahrens in vitro abzu-
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bilden. FUr Patienten mit erfolgter Intervention einer In-Stent Restenose ermoglichen
die anlaldlich dieser Arbeit eingeflihrten Proliferationsindizes prospektive Aussagen
sowohl Uber angiographische als auch klinische Entwicklungen, betreffend das Kol-
lektiv der Patienten mit de novo-Stenosen konnten keine entsprechenden Zusam-
menhange verifiziert werden. Als relevant fur den klinischen Alltag erscheint, dal}
hinsichtlich der Therapie von In-Stent Restenosen z.B. durch die Marker Pl _PRAE
und PI_3D eine zusatzliche Risikostratifizierung fur das Eintreten schwerwiegender
klinischer Ereignisse erfolgen kann, zudem ermdglicht z.B. der Marker PI_POST
auch Vorhersagen Uber den zu erwartenden Erfolg einer speziellen Therapieform. Da
sich die Proliferationsindizes in verhaltnismafRig unkomplizierter und vor allem fir den
Patienten risikoarmer Art und Weise ermitteln lassen kann somit postuliert werden,
dall im Rahmen dieser Arbeit ein flr den klinischen Alltag sinnvoller Biomarker etab-
liert werden konnte. Es muss betont werden, dal} dieses neu etablierte Konzept der
Serumkapaziat bzw. Proliferationsindizes sein Anwendungsgebiet ausschliellich in
der Evaluation des Risikos der Entwicklung einer In-Stent Restenose oder anderwei-
tiger klinischer Ereignisse nach koronarem Stenting findet; die vorgestellte Methode
vermag es nicht, den definitiven Nachweis oder Ausschluld einer relevanten Koronar-
stenose zu generieren, wie es z.B. im Rahmen einer Koronarangiographie maglich
ist. Es erscheint in Anbetracht der zugrundeliegenden molekularbiologischen Prozes-
se als plausibel, dal die Bestimmung von Proliferationsindizes prinzipiell Aussagen
uber den Verlauf anderer auf der Ausbildung einer Neointima basierender Vaskulo-
pathien ermdglichen kénnte; konkrete Aussagen z.B. Uber den Eintritt einer Trans-

plantatvaskulopathie lassen sich aus den gewonnenen Daten jedoch nicht treffen.

Limitationen und Zukunftsperspektiven

Sicherlich unterliegt diese Arbeit einer Limitierung dadurch, dal} sich die ermittelten
relevanten Ergebnisse nur auf die Patientengruppe mit In-Stent Restenosen proji-
zieren lassen und fur diese anhand eines relativ kleinen Kollektivs von nur 159 ein-
geschlossenen Patienten erhoben wurden. Dennoch ist die in dieser Dissertation vor-
gestellte Methodik zur Quantifizierung der Serumkapazitat und den daraus abgelei-
teten Kernaussagen als ein erster Schritt in die richtige Richtung zu verstehen, wel-
cher Potential fur die Zukunft von Diagnostik und Therapie nicht nur fur das Problem
der In-Stent Restenose, sondern nach entsprechender Modifikation womaoglich auch

fur de novo-Lasionen oder weitere vaskuloproliferative Erkrankungen beinhaltet.
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8. Zusammenfassung

Die Ausbildung der neointimalen Hyperplasie und somit einer Restenose nach huma-
ner koronarer Stentimplantation basiert auf einer mediatorvermittelten Migration und
Proliferation koronararterieller glatter Gefallmuskelzellen, die entsprechenden Sig-
naltransduktionswege laufen dabei zum Teil systemisch durch Freisetzung diverser
Wachstumsfaktoren ins Blut bzw. unter Beteiligung von z.B. Thrombozyten oder Ent-
zundungszellen ab.

Die potentiell proliferationsférdernde Eigenschaft von humanem Serum aufgrund der
darin enthaltenen Mediatoren wurde als "Serumkapazitat" tituliert. In dieser Arbeit er-
folgte anhand von Serumproben, welche den in die Arbeit eingeschlossenen Patien-
ten prainterventionell, unmittelbar postinterventionell bzw. 3 Tage nach Intervention
einer Koronarstenose im Rahmen der Index-Koronarangiographie abgenommen wur-
den, eine in vitro-Quantifizierung der Serumkapazitat durch einen BrdU-ELISA, die so
gewonnenen "Proliferationsindizes" wurden hinsichtlich ihrer prognostischen Wer-
tigkeit fur das Eintreten einer binaren Restenose bzw. des Ausmal} des Late Lumen
Loss zum Zeitpunkt der Kontroll-Koronarangiographie nach 180 Tagen bzw. dem
Auftreten klinischer Endpunkte wie TLR und MACE in der Follow up-Beobachtung
von insgesamt 360 Tagen untersucht. Rekrutiert flr diese Arbeit wurden sowohl Pa-
tienten mit de novo-Stenosen als auch solche mit In-Stent Restenosen.

Von den 189 Patienten mit insgesamt 314 erfolgreich im Rahmen der Index-Koronar-
angiographie intervenierten de novo-Stenosen nahmen 149 an der Re-Koronarangio-
graphie nach 180 Tagen teil (entspricht einem Anteil von 79%), bei 30% der hierbei
kontrollierten 247 de novo-Lasionen zeigte sich eine binare Restenose, bei 21% der
Patienten kam es innerhalb der Follow up-Beobachtung Uber 360 Tage zu einem Er-
eignis TLR, bei 25% zu einem MACE. Ein statistisch signifikanter Zusammenhang
der ermittelten Proliferationsindizes mit den Endpunkten binare Restenose, TLR,
MACE bzw. dem Ausmal} des Late Lumen Loss konnte nicht nachgewiesen werden.
Im Kollektiv der Patienten mit In-Stent Restenosen waren 159 Patienten mit ebenso
vielen in der Index-Koronarangiographie intervenierten Lasionen erfasst, es unterzo-
gen sich 140 Personen der Kontroll-Koronarangiographie nach 180 Tagen (88%); be-
zogen auf das Gesamt-Patientenkollektiv wiesen 29% der intervenierten Lasionen
eine binare Restenose auf, im Rahmen der klinischen Follow up-Beobachtung von
insgesamt 360 Tagen konnte in 20% aller Falle der Eintritt eines Ereignisses TLR, in

23% eines MACE dokumentiert werden. Fur jede Kategorie der ermittelten Prolifera-
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tionsindizes konnte ein statistisch signifikanter Einfluf3 auf die Zielgrélen nachgewie-
sen werden: der anhand der prainterventionell entnommenen Serumprobe ermittelte
Proliferationsindex ermoglicht sowohl als Absolutwert (unter Adjustierung mit dem
Parameter "Stenoselange") als auch qualitativ nach Unterteilung in Gruppen mit
einem Wert von < 1,0 oder = 1,0 Aussagen Uber das Risiko des Eintretens von TLR
(p=0,040 bzw. 0,029); der die unmittelbar postinterventionelle Phase reprasentieren-
de Proliferationsindex stellt in einer Subgruppe von systemisch mit Rapamycin be-
handelten Patienten einen Pradiktor fur das Ausmal® des Late Lumen Loss dar
(p=0.023); die 3 Tage nach Intervention entnommene Serumprobe liefert einen
Proliferationsindex, welcher als Absolutwert mit der Wahrscheinlichkeit fur das Auf-
treten eines MACE korreliert (p=0,031).

Es konnte somit auf dem Boden des Konzepts der systemischen proliferativen Se-
rumkapazitat ein neuer Biomarker in Form der Proliferationsindizes etabliert werden,
welcher fur Patienten mit erfolgter Intervention einer In-Stent Restenose eine Risiko-
stratifizierung fur das Eintreten klinischer Ereignisse wie TLR oder MACE ermdglicht,
darUber hinaus kann fir eine Gruppe von systemisch mit Rapamycin behandelten
Patienten eine Abschatzung des zu erwartenden Late Lumen Loss erfolgen. Poten-
tielle Anwendungsgebiete der Proliferationsindizes im klinischen Alltag finden sich
viele, so z.B. als Entscheidungshilfe pro oder contra einer besonders strengen Ein-
stellung kardiovaskularer Risikofaktoren, einer Kontroll-Koronarangiographie bzw.

auch der Umstellung auf ein alternatives Therapieverfahren.
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