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1 Einleitung

Mit der ersten koronaren Angioplastie an einem wachen Menschen in Zirich
lAutete der deutsche Radiologe Andreas Griintzig am 16. September 1977 eine
neue Ara der Kardiologie ein — die Ara der intravaskuldren Intervention. (Gruntzig,
1978) Durch diese Intervention war es nun méglich, mit Hilfe eines entfaltbaren
Ballons am Ende eines Drahtes, Engstellen in Gefal3en wieder zu eréffnen.

Eine unerwiinschte Reaktion des GefaBes auf dieses neue Verfahren ist ein
erneuter und akuter Lumenverlust des GefédBes durch dessen elastische
Ruckstellkrafte, oft nur Minuten nach der Ballondilatation.

Im Friahling 1986 berichteten Ulrich Sigwart (Lausanne) und Jacques Puel
(Toulouse) von der ersten Implantation eines Metallgerists, welches durch
Dilatation eines im Lumen liegenden Ballons fest im Gefal3 verankert werden und
so den unerwinschten elastischen Rickstellkraften entgegenwirken konnte. Es
handelte sich um den ersten Bare Metal Stent (BMS). (Rousseau et al., 1987;
Sigwart, Puel, Mirkovitch, Joffre, & Kappenberger, 1987)

Der Reiz, der im GefaR durch dieses Metallgerlst gesetzt wurde, flhrte allerdings
haufig zu Restenosen, erneuten Wiederverengungen. Ursache fir diese
Restenosen ist die neointimale Hyperplasie, das tberschieBende Wachstum der
innersten GefaBwandschicht als Reaktion der Einheilung auf den Fremdkérper,
was weiter zu einem erneuten Verschluss oder Teilverschluss des betroffenen
HerzkranzgeféaBes fuhrt. Die Entwicklung der Drug- Eluting- Stents (DES) -
Medikamente freisetzende Stents -, die dieser Proliferation der Neointima
entgegenwirken sollten, stellte um die Jahrtausendwende schlieBlich einen
wichtigen Schritt in der Therapie der koronaren Herzkrankheit dar und schien zu
aller Erst die Lésung des Problems zu sein. (Morice et al., 2002; Serruys, 2002)
Doch bereits im Jahr 2006, in welchem mehr DES implantiert wurden als je zuvor,
zeigte sich, dass man die Nebeneffekte der DES unterschéatzt hatte. Allein in
Amerika wurde in diesem Jahr von Gber 200.000 erneuten Verschlissen nach
DES- Implantation berichtet. (Lloyd-Jones et al., 2010) Allerdings finden sich
markante Unterschiede zwischen den patholgischen Prozessen von BMS und
DES. Wahrend die Restenose, wie eben beschrieben, im Mittelpunkt der
Komplikationen nach BMS- Implantation stand, handelte es sich bei den



Veranderungen der GefédBwand nach DES- Implantation um das Gegenteil: Es
erfolgt eine stark verzégerte Einheilung, auch als ,delayed healing” bezeichnet.
Die Problematik basiert auf der verzdégerten Ausbildung eines gesunden und
funktionsfahigen Endothels durch die vom Stent freigesetzten Medikamente.
(Otsuka et al.,, 2012) So zeigen sich schwerwiegende Veranderungen der
Neointima, wie das Auftreten von Schaumzellen, Kalk und sogar Nekrosen,
deutlich friher nach DES-Implantation als nach BMS-Implantation. (Nakazawa et
al., 2011) Als Schaumzellen werden solche Fresszellen (Makrophagen)
bezeichnet, welche gro3e Mengen an Cholesterin und Lipiden in sich aufnehmen
und sich schlieBlich in der Neointima festsetzen. Sie z&hlen ebenso wie die
Ausbildung von Nekrosen zu den pathologischen Charakteristika der
Atherosklerose. Nekrosen und nekrotische Kerne resultieren aus der Apoptose,
dem ,geplanten“ Zelltod, welcher durch vasoaktive Substanzen indiziert wird.
Diese Substanzen werden von Zelltypen, unter anderen Makrophagen,
sezerniert, die im Zuge der Atherosklerose in die Intima einwandern. (Libby, 2012)
Uber die genaue Pathogenese dieser nach Implantation eines DES auftretenden
Erkrankung, welche heute als Neoatherosklerose bezeichnet wird, ist derzeit
wenig bekannt. Um die Pathogenese der Neoatherosklerose genauer zu
verstehen, spielen Tiermodelle eine entscheidende Rolle. Allerdings gab es bis
dato kein etabliertes Modell der Neoatherosklerose, weswegen die Etablierung
eines solchen unabdingbar ist. Die Uber Jahrzehnte andauernde Pathogenese
der atherosklerotischen Grunderkrankung stellt hierbei eine groBe Hirde dar.
Wahrend die Veranderungen im menschlichen Korper Uber einen langen
Zeitraum schleichend voranschreiten, muss der Kaninchenkérper die
Pathogenese wesentlich schneller, innerhalb weniger Wochen bzw. Monate,
ertragen.

Um ein geeignetes Tiermodell zu finden und zu etablieren, missen daher
verschiedene Modifikationen eines Tiermodells der Neoatherosklerose
histopathologisch  evaluiert und mit fundierten Erkenntnissen der
Humanpathologie verglichen werden, um eine solide Validierung dieses

Tiermodells zu erreichen.

Bis heute existiert keine valide klinische Nachweismethode der neointimalen
GefaBveranderungen. Mit der intrakoronaren Angiographie ist zwar seit langem
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ein Diagnostikum fir GefaBverengungen per se verflgbar, jedoch handelt es sich
hierbei lediglich um ein quantitatives und nicht um ein qualitatives Verfahren. Das
hei3t, man kann nicht zwischen neointimaler Hyperplasie ohne weitreichenden
pathologischen Wert und Neoatherosklerose unterscheiden. Es handelt sich also
lediglich um eine Luminographie, bei der keine Aussage Uber die Beschaffenheit
der Neointima getroffen werden kann.

Mit der Optischen Koharenztomographie (OCT), einem Verfahren bekannt aus
der Augenheilkunde zur Untersuchung des Augenhintergrundes, ist es prinzipiell
maoglich, verschiedene Qualitdten im Gewebe zu detektieren. Allerdings ist
unbekannt, wie die Untersuchungsresultate interpretiert werden kénnen.

Wenn es mdoglich ist, das OCT fir den klinischen Gebrauch als intrakoronares,
bildgebendes Untersuchungsinstrument zu validieren, so kann friihzeitig eine
Therapiestrategie erarbeitet werden, um der zunehmenden pathologischen
Veranderung des GefaBes entgegenzuwirken und so einem erneuten Verschluss
der HerzkranzgeféafBBe zuvorzukommen. Diese Validierung ist Ziel dieser Arbeit.



2 Hintergrund

Die Atherosklerose im humanen Koronargefal3 stand in den letzten Jahren im
Mittelpunkt der Forschung. Sie stellt momentan die flhrende Todesursache
weltweit dar. Besonders deutlich ist die Zunahme in Industrielandern, vor allem
aufgrund der steigenden Inzidenz von Adipositas und Diabetes mellitus. 2008
verstarben 17,3 Millionen Menschen weltweit an kardiovaskuldren Ereignissen
(30% aller Todesfélle). Davon erlagen 7,3 Millionen Menschen einer koronaren
Herzerkrankung und 6,2 Millionen einem Schlaganfall. Laut einer Studie der
World Health Organization wird diese Zahl bis 2030 auf bis zu 23,3 Millionen
Todesfalle pro Jahr steigen. (World Health Organization, 2013)

2.1 Atherosklerose

2.1.1 Definition

Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) definiert die Atherosklerose als ,variable
Kombination von Veranderungen der Arterienintima, bestehend aus
herdférmigen Ansammlungen von Lipiden, komplexen Kohlenhydraten, Blut und
dessen Bestandteilen, Bindegewebe und Kalzium- bzw- Kalkablagerungen,
verbunden mit Veranderungen der Arterienmedia®. (BUhling, Lepenies, & Witt,
2008)

2.1.2 Pathogenese

Jahrzehntelang war man davon Uberzeugt, die Atherosklerose wére nichts anderes
als eine Cholesterinspeicherkrankheit, charakterisiert durch vermehrte
Einlagerung von Cholesterin und thrombotischem Material in arteriellen
GefaBwanden. Im 21. Jahrhundert wandelte sich diese Uberzeugung. Nun steht
die Proliferation der glatten Muskelzellen und deren Bildung von Proteoglykanen
im Mittelpunkt der Forschung. (Ross & Glomset, 1976a, 1976b) Aktuell geht man
allerdings davon aus, dass zu Beginn der atherosklerotischen Pathogenese vor
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allem Entzindungsprozesse stehen. Diese Hypothese wird durch die
zunehmenden Erkenntnisse Uber die Funktion der Zytokine als Informationstrager
in solchen Prozessen gestitzt. Dabei kdnnen Risikofaktoren wie Rauchen,
Hypercholesterindmie, Diabetes mellitus und Bluthochdruck als Trigger dienen,
sind aber fir den Anstof3 einer Entziindungsreaktion nicht obligat. (Libby, 2012)

Vor allem in Bereichen gestérter Strémungseigenschaften, wie an Bifurkationen
und GefaBkrimmungen, kommt es zu starken Veranderungen und in weiterer
Folge zur Bildung von atherosklerotischen Lasionen, unter anderem zu Plaques.

Die Atherosklerose entsteht durch Akkumulation von Lipiden in der extrazellularen
Matrix, vorwiegend Proteoglykanen, in der Tunica intima. Man geht davon aus,
dass Schadigung und Funktionsverlust des Endothels mitursachlich fir die
Atherosklerose sind. Das intakte Endothel bildet im gesunden GefaB3 eine
Schutzbarriere, die Lipoproteinen den Eintritt ins Gewebe verwehrt und
Verbindungen mit Adhasionsmolekilen unterbindet. Im Zuge der endothelialen
Fehlfunktion zu Beginn der Atherosklerose kommt es allerdings zu erhéhter
Permeabilitat. Folglich kénnen Lipoproteine, vor allem LDL, in die Intima
Ubertreten, wo  diese getrennt von  Plasma-Antioxidantien  durch
Oxidationsprozesse veradndert werden. Diese veranderten Lipoproteine
modifizieren nun Endothelzellen und glatte Muskelzellen zur vermehrten
Ausschuttung von Adhasionsmolekilen und Wachstumsfaktoren. (Libby, Ridker, &
Maseri, 2002)

Des Weiteren fihrt eine chronische Hypercholesterindmie zur erhdhten

Adhasionsneigung von Leukozyten am luminalen Endothel, welche nun das

vorgeschadigte Endothel passieren kénnen. SchlieBlich akkumulieren die

eingewanderten Leukozyten und bilden verstarkt Rezeptoren fUr modifizierte

Lipoproteine aus (sogenannte Mullschlucker- Rezeptoren). Die so entstandenen

Makrophagen phagozytieren Lipide und wandeln sich in Schaumzellen um,

welche sich durch ein lipidreiches, schaumiges Zytoplasma auszeichnen und die

Intima nicht mehr verlassen kénnen. Diese Vorgange sind kennzeichnend flr die

Bildung eines Fettstreifens, auch als ,fatty streak® bezeichnet. Diese potentielle

Vorstufe der Plaques werden als Xanthome bezeichnet und sind per se noch nicht

geféhrlich. Man findet sie manchmal bereits in den GefaBen Neugeborener,

maoglicherweise als Ausdruck eines maternalen Risikoprofils. Viele dieser
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Xanthome verandern sich nicht weiter. Einige jedoch, vor allem solche an den
oben genannten Pradilektionsstellen, zeichnen sich im weiteren Verlauf durch
Einlagerung von azellularem lipidreichen Material in der Intima aus und werden
schlieBlich als atherosklerotische Lasionen bezeichnet. Diese Lasionen treten
typischerweise bereits in einem Alter von 20- 30 Jahren auf. Makrophagen, die in
den Lipidkern eingewandert sind, setzen Zytokine, wie IL-1 und TNF-alpha frei,
die glatte Muskelzellen zur Proliferation und zur Bildung von extrazellularer Matrix
anregen. So wandern glatte Muskelzellen aus der Tunica media in die Tunica
intima ein und umlagern den Kern. Gehen die Makrophagen schlieBlich zu
Grunde, bedeutet dies den Beginn eines nekrotischen Kerns. Dieser zeichnet sich
durch eine fehlende Gewebsmatrix und die Anwesenheit von Hyaloron und
Zelltrimmer von Makrophagen und glatten Muskelzellen aus. Man bezeichnet die
so entstandenen  Strukturen als Fibroatherome. Warum manche
atherosklerotische L&sionen einen nektrotischen Kern entwickeln und manche
nicht, ist nach wie vor unklar und scheint auch nicht vom Geschlecht des
Patienten abzuhd@ngen. Man weil3 allerdings, dass in einem Alter von 30 Jahren
Manner eher zu atherosklerotischen Lasionen neigen als Frauen. In weiterer
Folge kommt es zur Veranderung des Gewebes Uber dem nekrotischen Kern,
also auf der Lumen- zugewandten Seite. Wéahrend es sich anfanglich um
Intimagewebe handelt, kommt es in einer kontinuierlichen Umwandlung zu
kollagenreichem, fibrésem Gewebe und somit zur Bildung einer sogenannten
fibrosen Kappe.

Initial kommt es laut dem Model von Glagov durch Remodeling der GefaBwand
nicht zu einer Lumeneinengung sondern zu einer GefaBerweiterung im Sinne
eines Kompensationsmechanismus des GefaBes auf die atherosklerotischen
Veranderungen. Erst ab einer PlaquegréBe von 40% oder mehr ist dieser
Mechanismus erschépft und es kommt zur Lumeneinengung. Diese Hypothese
erklart auch, weshalb  Frihformen der  Atherosklerose in  der
Herzkatheteruntersuchung oft nicht sichtbar sind. (Hess, 2000)

Die entstandenen Lasionen kénnen nun stabiler Natur sein und somit subklinisch
und asymptomatisch fiir den Patienten verlaufen. Manche fiihren zu Obstruktionen
und somit zum Krankheitsbild der stabilen Angina Pectoris. Plaques kdnnen
allerdings auch rupturieren und zu einem akuten thrombotischen Verschluss und

somit zum Herzinfarkt fihren. Ob eine Plaque rupturiert oder nicht, hangt vor allem
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von der Dicke seiner fibrésen Kappe ab. So wurde 2014 durch Falk et al. im Zuge
einer Autopsiestudie gezeigt, dass die Kappe bei rupturierenden Plaques im Mittel
lediglich eine Dicke von 23um aufweist, 95% aller untersuchten Plaquerupturen
gehen aus einer Dicke unter 65um hervor. Eine Ruptur findet auBBerdem haufiger
in der Randzone der Kappe statt, als im zentralen Segment Uber dem Kern.
(Bentzon, Otsuka, Virmani, & Falk, 2014)

Kommt es zu einer Plaqueruptur, so resultiert diese in einem Teil- oder
Komplettverschluss des betroffenen Herzkranzgefal3es. Daraus ergibt sich eine
verminderte Durchblutung des GefaBes und somit eine Unterversorgung des
angeschlossenen Myokards. Dieser Vorgang auBert sich schlieBlich in der
Blutuntersuchung durch den Anstieg von Substanzen, die im Zuge des
Myokarduntergangs von den Myozyten ausgeschittet werden. Unter anderem
handelt es sich um Troponin, Creatinkinase, Myoglobin und der
Laktatdehydrogenase. Im Elektrokardiogramm kann sich der so entstandene
Herzinfarkt auch durch eine Hebung der ST- Strecke aussern, weswegen man von
einem ST- Strecken- Hebungsinfarkt (STEMI) spricht.

2.1.3 Therapie

Der durch die atherosklerotisch bedingte Verengung der HerzkranzgefaBe
herbeigeflihrten Unterversorgung des Herzmuskels kann heute durch eine
Vielzahl von Therapien begegnet werden. So unterscheidet man zwischen einem
medikamentdsen, chirurgischen und interventionellen Vorgehen.

Bei der medikamentésen bzw. konservativen Therapie steht vor allem die
Pravention, also die Kontrolle der Risikofaktoren, im Mittelpunkt. Hierzu zahlt die
adaquate Einstellung des Blutdrucks, die Anpassung etwaiger Dyslipidamien und
die kontrollierte medikamentése Therapie eines allféllig vorhandenen Diabetes
Mellitus. Zur konservativen Therapie gehdrt auch die Anpassung des Lebensstils,
vor allem die Gewichtsreduktion bei adipdsen Patienten.

Wird die Atherosklerose als koronare Herzkrankheit schlie3lich symptomatisch,
ist eine Revaskularisation durch ein interventionelles oder chirurgisches
Vorgehen indiziert. Welches Verfahren schlieBlich angewendet wird, hangt von
verschiedenen Faktoren, wie der Lokalisation und dem AusmalB3 der
atherosklerotischen Lasion sowie von der gemessenen Herzfunktion und den
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Begleiterkrankungen ab. So sollte zum Beispiel bei einer Erkrankung aller dreier
HerzkranzgefaBe oder des koronaren Hauptstammes, die Indikation zur
Bypassoperation gestellt werden. (Windecker et al., 2015)

Doch immer haufiger kann inzwischen auf eine interventionelle Therapie
zurtckgegriffen  werden. Hierbei unterscheidet man zwischen der

Ballonangioplastie und der Stent- Implantation.

2.1.3.1 Perkutane Koronarintervention (PCI)

Beim interventionellen Ansatz zur Therapie der koronaren Herzkrankheit wird
eine arterielle Schleuse, vorzugsweise in der Arteria radialis oder in der Arteria
femoralis, platziert. SchlieBlich kdnnen bei Durchleuchtung mit einem
Bildwandler unter anderem koronare Verengungen und die Pumpfunktion des
Herzens beurteilt werden. Dies geschieht unter Einspritzung von Kontrastmittel
Uber einen so genannten Pigtail- Katheter. SchlieBlich werden die Engstellen mit
Hilfe eines FUhrungsdrahtes, welcher zum Schutz der GefaBe mit einem sehr
weichen stumpfen Drahtende ausgestattet ist, aufgesucht. Uber diesen nun
positionierten Draht kénnen in Folge weitere MaBBnahmen stattfinden, wie die
Ballonangioplastie oder die Implantation eines Stents. (Dietz & Rauch, 2003)

2.1.3.2 Ballonangioplastie

Der in der Ballonangioplastie verwendete Katheter enthalt an seiner Spitze einen
Ballon, welcher durch das Katheterlumen mit dem anderen Ende des Drahtes
verbunden ist und dort vom Behandler durch Einspritzen von Flissigkeit entfaltet
werden kann. Dazu wird er zuerst Uber den FiUhrungsdraht zur L&sion
herangefihrt, um schlieBlich durch vorsichtige Dilatation den Verschluss zu
erdffnen. Als Konsequenz erfolgt durch dieses Vorgehen eine Fragmentierung
des Thrombus. (Erdmann, 2011)

In vielen Fallen reicht eine alleinige Ballonangioplastie aufgrund der elastischen
Ruckstellkrafte der GefaBe zur Reperfusion allerdings nicht aus. In diesen Fallen

ist die Implantation eines Stents indiziert.
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2.1.3.3 Stentimplantation

Ein  wichtiges therapeutisches Mittel der  Atherosklerose-induzierten
GefaBverengung bzw. des Koronarverschlusses ist die koronare Stentsetzung.
(Serruys et al., 1994)

Um einen Stent zu implantieren, wird Gber den FUhrungsdraht der Stent- Katheter
eingefiihrt, an dessen Spitze sich das winzige Metallgeriist in noch nicht
expandierter Form befindet. Der Katheter wird bis zur Lasion vorgeschoben und
der Stent kann mittels Ballondilatation er6ffnet werden. Diese kinstliche
GefaBstutzte wirkt den elastischen Ruckstellkraften entgegen.

Nach der Zulassung des ersten Metall-Stents durch die FDA (US-amerikanische
Zulassungsbehérde) im Jahr 1994, wurde dieser erfolgreich und milllionenfach
implantiert. Die Implantation dieser unbeschichteten Metallstents (bare metal
stents, BMS) wurde aufgrund der fir die damalige Zeit guten klinischen Ergebnisse
zum Standard bei der Behandlung von stenosierten koronaren Herzerkrankungen.
Trotz der initialen Erfolgsrate der BMS zur Revaskularisation von verengten
KoronargeféaBen zeigten sich frlthe Komplikationen durch vorzeitigen
Wiederverschluss des GefaBes aufgrund von Hyperplasien der Neointima (In-
Stent-Restenose). (Fischman et al., 1994) Die Hyperplasie und somit der erneute
GefaBverschluss ist auf die unspezifische Immunreaktion gegen den implantierte
Fremdkdrper (Stent) zurlickzufihren.

Mit der Einflhrung Medikamenten-beschichteter Stents (drug eluting stents, DES)
konnte der langfristige klinische Erfolg durch eine Reduzierung der In-Stent
Restenose erheblich verbessert werden. Fortgeflhrte klinische Studien warnen
jedoch vor Gebrauch dieser Implantate mit frihzeitigem Absetzen der
gerinnungshemmenden Medikamente. (Camenzind, Steg, & Wijns, 2007; Pfisterer
et al., 2006; Stone et al., 2007) Bei Verwendung von zugelassenen DES in
komplexen L&sionen wurde angioskopisch und im Falle von Autopsien
eindrucksvoll gezeigt, dass diese Stentimplantate Uber Jahre hinweg im Gefai
freiliegen und durch die verzégerte Einheilung zu einer spaten Stent-Thrombose
fihren kénnen. (Finn, Nakazawa et al., 2007; Joner et al., 2008) Neben dem Grad
der GefaBerkrankung wird auch die Beschichtung des Stents fir die
unzureichende Einheilung der Implantate verantwortlich gemacht. Die
Beschichtung besteht aus bis zu drei Komponenten. Zunachst wird auf das
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Metallgeriist des Stents eine Polymerschicht aufgebracht, welche als
Tragersubstanz flr das als zweite Schicht folgende Medikament dient. Auf diese
Medikamenten-Polymer-Mischung folgt in seltenen Féllen eine zweite
Beschichtung mit Polymer ohne Medikament als Schutzschicht gegenlber
mechanischer Beanspruchung und frihzeitigem Freisetzen des Medikaments
wahrend der Intervention. Die Medikamente, wie z.B. Sirolimus und seine Derivate,
werden auch in der Tumortherapie angewendet und besitzen eine starke anti-
proliferative Wirkung, die das Wachstum, die Vermehrung und das Einsprossen
von glatten GefaBmuskelzellen verhindert. Des Weiteren besitzen die verwendeten
Substanzen eine deutliche antiinflammatorische Wirkung, die einer unspezifischen
immunologischen Reaktion des Kdrpers auf den Fremdkoérperreiz entgegenwirkt.
Die Histologie aus Tierstudien zeigte, dass in der frGhen Phase nach
Stentimplantation das Medikament zu einer verzégerten Einheilung, gemessen
anhand des Grades der Re-Endothelialisierung des Implantates und dem
Bestehen von Fibrinablagerungen fihrt. (Awata et al., 2007; Nakazawa, Finn, &
Virmani, 2007)

2.2 Neoatherosklerose

Unter Neoatherosklerose versteht man die Entwicklung atherosklerotischer
GefaBablagerungen im Bereich des vormals mittels Stentimplantation
behandelten GefaBabschnittes. Hierbei treten die atherosklerotischen
Veranderungen regelmanig im Bereich der Neointima auf und stehen somit nicht
in Verbindung mit der urspringlichen atherosklerotischen Plaque im Bereich der
Media, die zur Stentimplantation geflhrt hat. (Yahagi et al., 2016) Bereits die
Prasenz von Schaumzellen in der Neointima definiert das Auftreten von
Neoatherosklerose. Weitere Charakteristika, wie Kalzifizierung, die Bildung von
Fibroatheromen oder thrombotischen Rupturen, sind fakultativ. (Nakazawa et al.,
2011)

Diese In-Stent neoatherosklerotischen Verdnderungen reprasentieren einen

progressiven und instabilen Zustand der Erkrankung, welcher eine neue
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GefaBverengung bzw. einen weiteren GeféBverschluss zur Folge haben kann.
(Foley et al., 1995)

Autopsiestudien an einer Population aus Patienten, gestorben an kardiovaskularen
und nicht kardiovaskularen Ereignissen zeigten, dass sich nach DES- Implantation
weitaus mehr In- Stent Neoatherosklerose zeigt, als nach BMS- Implantation.
Nakazawa et al. verglichen in einer weiteren Autopsiestudie DES mit BMS. Es
zeigte sich, dass die Inzidenz von Neoatherosklerose in DES (31%) weitaus héher
lag als in BMS (16%). Instabile Lasionen, welche durch ihre Zusammensetzung
und Beschaffenheit (siehe Absatz 2.1.2.) ein hohes Rupturrisiko aufweisen,
zeigten sich beim DES (1.5 + 0.4Jahre) weitaus friher als bei BMS (6.1 £ 1.5
Jahre). Es stellte sich ebenso heraus, dass instabile neoatherosklerotische
Veranderungen bereits nach 9 Monaten sichtbar waren, wahrend es nach BMS
Implantation frihestens nach 2,5 Jahren zur Ausbildung von instabilen
neoatherosklerotischen Veranderungen kam. (Nakazawa et al., 2011) Zudem
wurde festgestellt, dass nach DES- Implantation Neoatherosklerose friiher auftrat
als nach BMS- Implantation.

Neoatherosklerose kann einen erneuten Verschluss des GefaBBes nach Stent-
Setzung im Implantat hervorrufen und ist somit eine auB3erst ernst zu nehmende
Komplikation der Stent- Therapie.

Das friihzeitige Auftreten von Neoatherosklerose, insbesondere nach DES
Implantation in Zusammenhang mit der ungeheuer groBen Anzahl von weltweit
implantierten DES, machen diese Manifestation der Atherosklerose zu einem

Krankheitsbild mit potentiell weitreichenden klinischen und sozialen Folgen.
2.2.1 Atiologie und Pathogenese

Die Atiologie und Pathogenese der Neoatherosklerose ist derzeit noch
weitgehend unbekannt. Es ist jedoch davon auszugehen, dass es zwischen der
Manifestation von Atherosklerose in nativen GefadBabschnitten und der
Neoatheroskleroseentstehung im Stentbereich deutliche Uberlappungen gibt. Die
Risikofaktoren der Neoatheroskleroseentstehung sind vermutlich weitgehend
Uberlappend mit denen der Atherosklerose im nativen Koronargefal3. Hierbei
spielt  vermutlich der erhéhte Cholesterinspiegel im  Blut, die
Hypercholesterindmie, die groBte Rolle. Als wichtiger pathogenetischer Faktor ist
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sicherlich die langfristig verzégerte GefaBheilung zu nennen, welche durch die
Dysfunktion des GefaBendothels nach DES Implantation zu massiv gesteigerter
Ablagerung von Fettbestandteilen in die mit Stent versorgte GefaBwand sorgt. In
Folge dessen kommt es zu gesteigerter Entzindungsreaktion mit
Monozyteneinwanderung und schlieBlich zur Ausbildung von Schaumzellen im

Bereich der Neointima.

Cholesterinkristalle

Progredienz der Atherosklerose mit folgender Neoatherosklerose

Fruhe Atherosklerose: Spate Atherosklerose: Stentimplantation zur Neoatherosklerose in
Intimaverbreiterung bis Fibrése, diinne Kappe Stabilisation des der Neointima
zur pathologischen bis fibros-kalzifizierter GefaRes
Intimabreite Plaque

Abbildung 2-1: Histopathologie der Atherosklerose und Neoatherosklerose (EZM=
Extrazelluldrmatrix; NK= Nekrotischer Kern) (Malle, 2013)

In Abbildung 2-1 wird schematisch der Prozess von der Pathogenese der
Atherosklerose bis hin zur Entstehung der Neoatherosklerose dargestellt. Es wird
die bereits in Absatz 2.1.2 beschriebene Pathogenese der Atherosklerose gezeigt,
beginnend mit einer leichten Intimaverdickung bis hin zur schwereren,
pathologischen Intimaproliferation. Dieses Gewebe prasentiert sich reich an
Proteoglykanen und glatten Muskelzellen. Es kann aufgelockert erscheinen,
jedoch zeigt sich noch keine Gewebsdestruktion. Des Weiteren bilden sich mit
fortschreitender spater Atherosklerose im geschadigten Gewebe auch Fibrosen,
nekrotische Kerne, Schaumzellen und fibrés- kalzifizierte Plaques.

SchlieBlich, im 3. Bild von links dargestellt, wird das Gefa3 durch Implantation
eines Stents er6ffnet und stabilisiert.

Zu Beginn der Pathogenese der Neoatherosklerose steht schlieB3lich die Bildung
von Schaumzellenclustern. Diese befinden sich meist nahe der Stentstreben bzw.
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nahe des Lumens. Gehen diese Zellcluster in den programmierten Zelltod, die
Apoptose, Uber kommt es zur Bildung von nekrotischen Kernen. Diese sind haufig
in fortgeschrittenen neoatherosklerotischen Lasionen zu finden, allerdings ist
deren Vorkommen nicht obligat fir die Diagnose der Neoatherosklerose. Das
fortschreitende Einwandern von Makrophagen kann schlieBlich zum Ausdinnen
der fibrésen Kappe flhren und somit zur Plaqueruptur. Ebenso kénnen das
Vorhandensein von Einblutungen in den entstandenen Plaques, sowie
Fibrinablagerungen um Stentstreben, als fakultativ fir die Pathogenese der
Neoatherosklerose angesehen werden. (Yahagi et al., 2016) Im Zuge dieser
Prozesse kann es schlieBlich zur erneuten Stenose des GeféBabschnittes
kommen.

In den GefaBwéanden sind bei fortgeschrittener Neoatherosklerose Cholesterin-
licken zu erkennen. Dabei handelt es sich um Ansammlungen von

Cholesterinkristallen, welche als Korrelat der Uberladung mit LDL anzusehen sind.

2.3 Vergleich zwischen Atherosklerose und Neoatherosklerose

Vergleicht man nun die Pathogenese der Atherosklerose und der
Neoatherosklerose, so finden sich neben den vielen Ahnlichkeiten auch markante
Unterschiede.

Im Kontrast zu der sich Uber Jahrzehnte bildenden Atherosklerose findet die der
Neoatherosklerose in nur wenigen Monaten bzw. Jahren statt,

Bei beiden Erkrankungen steht die Einlagerung von Schaumzellen in der Intima
im Mittelpunkt der Pathogenese.

Dabei sind die fir die Atherosklerose typischen einzeln eingestreuten
Schaumzellen, auch bekannt als ,fatty streaks”, flir die Neoathersklerose eher
untypisch. Die Schaumzellen neigen hier zu einer Kumulation als
Schaumzellcluster, intimale Xanthome, nahe der Oberflache (Lumen) oder in
Bereichen um bzw. nahe der Stentstreben. Ein weiterer wichtiger Unterschied ist
die Progression dieser Formationen. Wahrend sich atherosklerotische fatty
streaks  zurlckbilden  kbénnen, werden die neoatherosklerotischen
Schaumzellcluster durch den programmierten Zelltod zu nekrotischen Kernen
umgewandelt. Die sich aus den fatty streaks bei Progression der Atherosklerose
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entwickelnden Lipidkerne kénnen sich auch zu nekrotischen Kernen
weiterentwickeln. Diese liegen allerdings im Vergleich zu den in der
Neoatherosklerose oberflachlich liegenden nekrotischen Kernen in der Tiefe der
Intima und neigen somit seltener zur Ruptur.

Einblutungen in Plaques, am ehesten durch Einwanderung des Blutes aus dem
Lumen, als Zeichen einer beginnenden oder drohenden Ruptur, finden sich
sowohl bei der Atherosklerose, als auch bei der Neoatherosklerose.

Des Weiteren sind Kalzifikationen in beiden Entitaten zu finden.

Atherosklerose Atherosklerose
(Fatty Streaks) (Lipidkern)
af

Neoatherosklerose

Abbildung 2-2: Vergleich der Atherosklerose mit der Neoatherosklerose (Pfeile: Schaumzellen;
LK: Lipidkern)

2.4 Diagnostik der Atherosklerose und Neoatherosklerose

Bis dato stehen hauptsachlich quantitative Methoden wie die
Koronarangiographie im Mittelpunkt der Untersuchung von Herzkranzgefé3en im
klinischen Setting. Die weitere Differenzierung von Atherosklerose und
Neoatherosklerose und das Bestreben kardiovaskuldare Erkrankungen nach
Mdoglichkeit friihzeitig zu erkennen und zu behandeln verlangt die Etablierung
neuer qualitativer Diagnostika.

2.4.1 Optische Kohdarenztomographie

Im Bereich der kardiovaskularen Bildgebung ist die Optische
Kohéarenztomographie (OCT) ein innovatives und junges Verfahren, basierend
auf Infrarotlicht, mit dessen Hilfe die Arterienwand mit einer Auflésung von 10-
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40um dargestellt werden kann. Des Weiteren kdnnen Aussagen Uber
Morphologie und Gewebsbeschaffenheit getroffen werden. Daher eignet sich
dieses Verfahren im Besonderen auch flr die Diagnostik der Neoatherosklerose.
Das hohe Auflésungsvermégen ermdglicht eine Differenzierung von Intima,
Media und Adventitia, welches so detailliert bei z.B. dem IVUS (=intravaskularer
Ultraschall) mit einer Aufldsung von 150-200um nie mdglich war. (Ponzalo,
Serruys, Macaca, & Regar, 2010)

Es hat sich herausgestellt, dass die OCT- Bildgebung ein wichtiges Werkzeug zur
Beurteilung und Charakterisierung von Gewebe darstellt. So konnte bereits in einer
Studie von Malle et al. gezeigt werden, dass mit Hilfe der OCT zwischen reifer und
unreifer Neointima nach Stentimplantation unterschieden werden kann. (Malle et
al., 2013) In der im Jahr 2012 erschienenen Kritik von Prati et al. wird Gber wichtige
Einblicke und Beschrankungen der OCT- basierenden Bildgebung fiir Patienten
nach DES- Implantation berichtet. (Prati et al., 2012) Die OCT ist ein nitzliches
Werkzeug zur Darstellung und Diagnose von Fehlpositionierungen von Stents,
welche mit einem erhdhten Risiko flir Thrombosen im Stent einhergehen. Ebenso
kénnen Dissektionen und andere Interventions-bezogene Komplikationen
detektiert werden. Jedoch ist eine der gréBten Limitationen zum momentanen
Zeitpunkt die sichere Differenzierung von gesunder und erkrankter Neointima nach
Stentimplantation.

Kang et al. berichten Uber eine hohe potenzielle Aussagekraft des OCT’s in der
klinischen Anwendung zur Detektion der Neoatherosklerose im humanen
Koronargefa3. Es zeigt sich, dass klare Unterschiede zwischen stabiler und
instabiler Angina Pectoris zu finden sind. Jedoch fanden die Untersuchung im
Vergleich zum intravaskularen Ultraschall (IVUS) unter Ausschluss histologischer
Methoden statt, so dass hier nicht von einer Validierung des Verfahrens
gesprochen werden kann, da der IVUS selbst nie eine Validierung erfahren hatte.
So betonen sie in ihrer Arbeit die Notwendigkeit eines histologischen Tiermodells.
(Kang et al., 2011)

Unter Benutzung der OCT- basierenden Gewebecharakterisierung zur Detektion
von Neoatherosklerose erwartet man einen wesentlichen Einfluss auf die klinische

Anwendung dieser Technologie.
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Betrachtet man nun die weltweite jahrliche Implantationsrate von DES (ungeféhr 3
Millionen/ Jahr), so zeigt sich hier nicht nur eine gro3e klinische Relevanz, sondern

auch ein hoher wirtschaftlicher Einfluss.

2.4.1.1 Technischer Hintergrund der Optischen Koharenztomographie

Die OCT bildet die intraluminale Silhouette zweidimensional ab und gibt
Informationen Uber die Beschaffenheit der GefdBwand und mdglicher
Veranderungen, wie Atherosklerose. Dieses bildgebende Verfahren basiert auf
Licht und kann so in vivo intrakoronar angewendet werden. Die niedrig
koharenten, nahezu infraroten Lichtwellen, werden vom Katheter kreisrund
ausgesandt, an der GefaBwand reflektiert, um schlieBlich von einem Detektor am
Katheter wieder aufgenommen zu werden. Aus diesen Daten ergibt sich eine
Reihe zweidimensionaler Bilder, welche schlieBlich, unter anderem mittels

Grauwertbestimmung, ausgewertet werden kénnen. (Ponzalo et al., 2010)

Querschnitt
GefaB

Querschnitt
Katheter _—

Langsschnitt Katheter

Langsschnitt Gefd

|ewixosd

Abbildung 2-3: Bildsequenz im OCT (li.: Aufnahme aus humanem Koronargefai3; re.:
Modelldarstellung)

2.4.1.2 Grauwertbestimmung

Die verschiedenen Komponenten, die wahrend der Entstehung und Progredienz
der Atherosklerose und Neoatherosklerose in der GefaBwand zu finden sind,
unterscheiden sich maBgeblich durch ihre unterschiedlichen optischen
Eigenschaften. Diese erméglichen eine Differenzierung im OCT. Der vom Katheter
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ausgesandte Lichtstrahl wird vom Gewebe reflektiert, gestreut und absorbiert. Die
individuelle Absorption héngt von den zellularen und nicht- zellularen Bestandteilen
des Gewebes und von der Dichte der durch den Lichtstrahl durchdrungenen
Grenzflachen ab. So absorbiert eine atherosklerotische oder auch
neoatherosklerotische L&sion (Abbildung 2-4: Vergleich gesunden und kranken
Gewebes in Histologie (oben, human) und OCT (unten)) an der Grenzflache
zwischen Lumen und GeféaBwand beispielsweise mehr Licht als gesunde
Neointima und fihrt damit zu einer relativen Abschwachung des Signals hinter
dieser Grenzflache (im Bereich des nekrotischen Kerns). Auf diese Art und Weise
lasst sich krankes von gesundem Gewebe differenzieren.

Gesunde Neointima Neoatherosklerose

Abbildung 2-4: Vergleich gesunden und kranken Gewebes in
Histologie (oben, human) und OCT (unten)
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3 Zielsetzung der Arbeit

Ziel des Forschungsprojektes war die Etablierung eines Tiermodells zur

Untersuchung der Neoatherosklerose und deren morphologische

Charakterisierung mit Hilfe der optischen Koharenztomographie als

bildgebendes Verfahren. Dazu waren folgende Meilensteine vorgesehen:

1. Etablierung eines Neoatherosklerose- Tiermodells

2. Etablierung von Surrogatparametern mit Hilfe der OCT, welche mittels
histologischer Untersuchungen im Tiermodell und humanen
Autopsiepraparaten validiert werden sollten

3. Anwendung der validierten Surrogatparameter im klinischen Versuch

Etablierung eines neoatherosklerotischen
Tiermodells am Kaninchen

Abbildung 3-1: Meilensteine

Erster und wichtigster Schritt dieser Arbeit war die Etablierung eines Tiermodells
zur Untersuchung der Pathogenese der Neoatherosklerose. In diesem Tiermodell
sollten nun Surrogatparameter im OCT festgelegt werden, mit Hilfe derer eine
qualitative Beurteilung des Gewebes, also eine Unterscheidung zwischen
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gesundem und erkranktem Gewebe, ermdglicht werden sollte. Dazu musste ein
Abgleich zwischen den gesammelten OCT- Daten und dem Goldstandard der
Histolgie erfolgen. In einem weiteren Schritt wurde nach diesem Verfahren eine
Korrelation zwischen humanen Autopsiepraparaten und bildmorphologischer
OCT Daten beurteilt. Nach dieser Etablierung erfolgte nun die Validierung der
Surrogatparameter anhand der ersten Messung klinischer Daten aus
Patientenféllen. Es handelte sich hierbei um Daten aus Follow-Up-
Untersuchungen des Deutschen Herzzentrums Minchen. Anhand dieser
Messungen sollten die vorher festgelegten Parameter in ihrer Anwendung erprobt
und Uberprift werden.

Kaninchen Autopsiefalle (human) Klinische Falle (human)
, | V
OCT Histologie OCT Histologie OCT
Co- Registrierung Co- Registrierung
Attenuation rates Attenuation rates Attenuation rates der
definierter “regions of definierter “regions of klinischen Falle
interest” interest”
Vergleich der attenuation Vergleich der attenuation
rates zwischen Kaninchen& rates zwischen humanen
humanen Autopsiefallen Autopsiefallen& klinischen
Fallen

Abbildung 3-2: Forschungsplan

3.1 Notwendigkeit eines neuen Tiermodells fr
Neoatherosklerose

Die enge Beziehung sowie die Unterschiede zwischen Atherosklerose und
Neoatherosklerose wurden in dieser Arbeit bereits erldutert. MaBgeblich fir ein

Tiermodell zur Erforschung der Neoatherosklerose war nicht, wie bei der
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Atherosklerose, die initiale Erkrankung des GefaBes, die schlieBlich die
Implantation eines Stents notwendig machte. Im Mittelpunkt stand vielmehr die
Veranderung und die Reaktion des Gewebes nach Implantation. Dies flhrte zu
einer wesentlich komplexeren Futterungs- und Implantationsmatrix. In Abbildung
3-2 ist vereinfacht zu sehen wo die wesentlichen Unterschiede lagen. Wahrend ein
Tiermodell zur Abbildung der Atherosklerose auf einer Anfutterung mit Cholesterin-
haltiger Nahrung basiert, war bei einem Modell der Neoatherosklerose eine initiale
Anfltterung mit Cholesterin-haltigem Futter, gefolgt von einer Stentimplantation
und einer abschlieBenden zweiten Anfltterungsphase mit ebenso Cholesterin-
haltigem Futter notwendig. Dies bedeutete eine wesentlich hdhere Belastung fur
die Versuchstiere.

Cholesterinfltterung

N
4 A
Atherosklerosemodell
1. Cholesterinflitterung 2. Cholesterinflitterung
A A
4 Yo N

Neoatherosklerosemodell

Stentimplantation

Abbildung 3-3: Vergleich eines atherosklerotischen mit einem neoatherosklerotischen
Tiermodell

Schwere GefaBveranderungen kénnen quantitativ, aber nicht qualitativ mit Hilfe
der konventionellen Herzkatheteruntersuchung dargestellt werden.
Dementsprechend  war die  Neoatherosklerose = mit  herkdmmlichen
angiographischen Verfahren nicht abbildbar. Um nun die Pathogenese der
Neoatherosklerose besser beschreiben zu kdnnen, musste ein Weg gefunden

werden, mit dem diese in vivo beobachtet und charakterisiert werden konnte. Diese
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Methodik war mit dem OCT prinzipiell verfigbar, jedoch wurden noch keine
bekannten Surrogatparameter festgelegt, mit Hilfe derer eine qualitative
Beurteilung stattfinden konnte. Es war also notwendig, solche Parameter zu finden,
durch die im OCT Aussagen Uber die Beschaffenheit des Gewebes und somit den
Fortschritt der Erkrankung zu treffen waren. Es galt Grenzwerte zu finden, durch
die festlegbar war, um Gewebe als krank oder gesund zu klassifizieren. Diese
konnten durch einen Abgleich der OCT- Bilder mit den entsprechenden
histologisch aufgearbeiteten Abschnitten des GefaBes gewonnen werden. Erst
dann konnte im Tiermodell die Entstehung und das Fortschreiten der Erkrankung
in vivo beobachtet und beurteilt werden. Mit Hilfe der durch das Tiermodell
erhaltenen Erkenntnisse konnten schlieBlich Aussagen tber
neoatherosklerotische Vorgange im humanen Koronargefal3 getatigt werden.

3.2 Wahl potentieller Surrogatparameter mittels OCT

Die Signalverarbeitung eines auf Infrarotlicht basierenden diagnostischen
Mediums ist prinzipiell durch zwei wesentliche Faktoren gekennzeichnet: Die
Wellenlange des Lichtstrahls beim Auftreffen auf die Gewebeschicht sowie die
Abschwachung des Lichtstrahls bei seinem Weg durch das Gewebe. In Analogie
dazu wurden folgende Faktoren als potentielle Surrogatparameter zur Detektion
von Neoatherosklerose bestimmt: Der sogenannte Index A sowie der Index B, die
sich aus einer mathematischen Funktion ergeben, welche die maximale Intensitat
des Lichtstrahls (peak intensity, Index A) und die Abschwachung des Lichtstrahls
(attenuation, Index B) widerspiegeln. Index A und B wurden flr jeden beliebigen
GefaBabschnitt ermittelt und konnten somit verwendet werden, um die maximale
Intensitat und Abschwachung des OCT Lichtes in einem neoatherosklerotischen
GefaBabschnitt mit denen eines gesunden GeféBabschnittes zu vergleichen.

In Abbildung 4-6 wird der Messungs- und Berechnungsprozess von Index A und
Index B dargestellt. Dabei zeigt die unter ,B“ dargestellte Funktion die eben
beschriebene Intensitat des Lichtstrahls, aufgetragen gegen die Distanz. Der
abzulesende maximale Intensitatswert wurde als Index A bezeichnet. Die daraus
resultierende exponentielle Funktion ergab schlieBlich den Index B.
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So konnten den verschiedenen Gewebebeschaffenheiten bestimmte Werte
zugeordnet werden und die Validierung des OCT’s mit Hilfe der Histologie

erfolgen.
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4 Materialen und Methoden

4.1 Tiermodell

4.1.1 Versuchstiere und Tierhaltung

Die Kaninchen wurden in speziellen Tierhaltungsrdumen unter konventionellen
Hygienebedingungen gehalten. Der klimatisierte Haltungsbereich hatte eine
Raumtemperatur von 18 +/- 2°C bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 40-50%.
Die Hell/Dunkelphase entsprach 12 Stunden Helligkeit und 12 Stunden
Dunkelheit mit zwischengeschaltetenen Dammerlichtphasen. Die ménnlichen
Tiere (3,5 kg Gewicht) saBBen einzeln in Kafigen mit einer Abomessung von 4000
cm? Grundflache pro Tier. Die Einzelhaltung beugte Bissverletzungen bei
Rangordnungskampfen vor, da die Tiere vor Einstallung bereits geschlechtsreif
waren und auch einzeln vom Anbieter verschickt wurden. Es bestand Geruchs-,
Sicht- und Hérkontakt. Die Fitterung erfolgte mit Kaninchenfutter in pelletierter
Form ad libitum. Eine Nippeltranke (800ml Wasserflasche mit angebrachtem
Nippel) mit ungesauertem Leitungswasser diente als Trankevorrichtung.
Wasserflaschen wurden jeden zweiten Tag gewechselt und gereinigt. Wasser
und Futter wurde taglich neu aufgefillt. Als Beschaftigungsmaterial diente Heu
und Nageholz.

4.1.2 Gruppeneinteilung und Cholesterinfiitterung
Die insgesamt 15 Kaninchen wurden in 3 Gruppen zu je 5 Kaninchen eingeteilt.
Die verschiedenen Gruppen unterschieden sich bezliglich ihrer Cholesterin- Diat,

dem Zeitpunkt der Stentimplantation und dem Zeitpunkt der 2. Denudation
(Abbildung 4-1).
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Abbildung 4-1: Tierversuchsgruppen. Die Gruppe 1(a) weist eine sehr spadte Denudation auf im
Vergleich zur Gruppe 2(b). Die Gruppe 3(c) unterscheidet sich im Wesentlichen durch die
bedeutend kiirzere 1%-Cholesterin Didt von den anderen beiden Gruppen.

4.1.3 Stentimplantation

Alle Schritte wurden unter Narkose durchgeflhrt und bedurften daher keiner
gesonderten Vorbereitung. Um den Stress der Tiere zu minimieren, wurden sie
zur Gewdhnung an die neuen Haltunsgbedingungen und an das Pflegepersonal
und die versuchsdurchflhrenden Personen 14 Tage vor Versuchsbeginn
eingestallt.

Praoperativ erhielten die Kaninchen zur Schmerzpravention Buprenorphin 0,025
mg/kg KGW s.c. Die Narkoseeinleitung erfolgte Uber einen Ohrvenenkatheter (22G
Brauntile) mit einem Bolus von 1% Propofol. Die Gabe erfolgte nach Wirkung; bei
Erlangen der Intubationsfahigkeit wurden die Tiere intubiert und beatmet. Mittels
Propofolanasthesie wurde die Narkose weitergeflihrt. Die chirurgische Toleranz
und Analgesie wurde durch zusatzliche kontrollierte Gabe von Fentanyl (0,01
mg/kg KGW) erreicht.
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Intraoperativ erhielten die Tiere eine Flussigkeitssubstitution durch Infusion mit
Ringer-Ldsung i.v.. Nach Uberpriifung der vélligen Schmerzfreiheit mittels
Zwischenzehenreflex wurde eine ca. 2 cm lange Inzision im Bereich des Halses
lateral der Trachea durchgefthrt. Die oberflachlichen Halsmuskeln und Faszien
wurden stumpf préapariert, um die tiefe Halsmuskulatur zu exponieren.
AnschlieBend wurde die Faszie der tiefen Halsmuskulatur linksseitig der Trachea
getrennt und die Arteria carotis communis freiprapariert. Diese wurde vom
umgebenden Nervus vagus getrennt und schlieBlich am proximal und distal
praparierten Ende angeschlungen. Die Arteria carotis wurde nun mittels einer
Mikrodissektionsschere inzidiert und eine 5 French Schleuse eingebracht. Nach
Fixierung der Schleuse wurde die Antikoagulation durch Gabe von Heparin (150
IE/kg) und 40 mg Acetylsalicylsaure (Aspisol) i.v. erreicht. AnschlieBend wurde ein
Swan-Ganz-Katheter (Einschwemmkatheter) eingefiihrt und in die Aorta
vorgeschoben. Uber den gleichen Katheter wurde ein initiales Angiogramm erstellt.
Nach Entfernen des Swan-Ganz-Katheters wurde ein GefaBdraht Gber die
lliakalarterie (Arteria iliaca externa) bis in die Femoralarterie positioniert. Die A.
iliaca externa wurde darufhin mit einem Ballonkatheter (3,0x10mm) denudiert
indem der Ballonkatheter zunachst im distalen Anteil platziert wurde und dann im
inflatierten Zustand (1 bar unter dem Nominaldruck) nach proximal (kranial) bis in
die A. iliaca communis zurlickgezogen wurde. Daraufhin wurde der Ballonkatheter
im deflatiertem Zustand wieder an die distale Ausgangsposition zuriickverlagert
und die Prozedur unter Nominaldruck widerholt. Nach der zweimaligen Denudation
des ersten GefaBes wurde die zweite lliakalarterie auf die selbe Weise behandelt.
Nach der Prozedur wurde eine geeignete Lokalisation fir die Stentplazierung
bestimmt und der Stent (3,0mm Durchmesser) in die GefaBwand mit leichter
GefaBwanduberdehnung unter Nominaldruckapplikation expandiert. Beide
liakalgefaBe wurden mit einem Stent behandelt. AbschlieBend wurde ein finales
Angiogramm zum Ausschluss einer GefaBdissektion oder eines Aneurysmas
angefertig. Nach dem Entfernen der GefaBschleuse wurde die Arteria carotis
permanent ligiert, die Haut verndht und die Narkoseausleitung durchgefihrt.

Die Narkosedauer wahrend Narkoseeinleitung, Stentimplantation und
Narkoseausleitung betrug insgesamt 2 Stunden. Die Kaninchen standen bis zu 2
Stunden postoperativ unter Beobachtung und wurden nach Wiedererlangen der
Stellreflexe in ihre Kafige zurlickgebracht. Fir den Tag der Operation war eine
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zweimalige postoperative Analgesie mit Buprenorphin (0,025 mg/kg KGW s.c.) im
Abstand von 8 Stunden vorgesehen.

Postoperativ und bis zur Euthanasie wurde den Tieren taglich, nach vorsichtiger
Fixation des Kopfes am Unterkieferwinkel, 40 mg Acetylsalicylsdure in den
Mundwinkel verabreicht.

4.1.4 Denudation

Im zweiten Schritt des Versuchs erfolgte je nach Gruppeneinteilung nach einigen
Wochen eine erneute Denudation des GeféaBabschnittes, in welchem zuvor der
Stent implantiert wurde. Die Narkoseeinleitung erfolgte wie bereits beschrieben.
Durch eine kleine Inzisur im lateralen Halsbereich wurde nun die andere A.
Carotis freigelegt und, entsprechend dem bereits beschriebenem Vorgehen, mit
einer Schleuse versehen. Nun wurde erneut ein GefaBdraht in der Femoralarterie
positioniert. Es erfolgte eine weitere Denudation beider GefaBe entsprechend
dem oben beschriebenen Vorgehen. AbschlieBend wurde ein finales
Angiogramm erstellt, um etwaige Dissektionen oder Aneurysmata am Gefal3
auszuschlieBen. Die GefaBschleuse wurde entfernt, nun auch die zweite A.
Carotis permanent ligiert, die Haut verndht und die Narkose ausgeleitet. Die
Ligatur beider Karotiden wurde von den Tieren in der Regel aufgrund ihrer
ausgepragten Kollateralisierung sehr gut vertragen und stellte kein Problem in der
Sauerstoffversorgung des Gehirns dar.

Die erneute Denudation war notwendig, um das bereits gebildete Endothel zu
verletzen und so, wie bereits beschrieben, die Bildung der Neoatherosklerose zu

unterstutzen.

4.1.5 Versuchsende

4 1.5.1 Euthanasie

Hierfir wurden die Tiere mit oben beschriebener Pramedikation und
Narkosetechnik narkotisiert. Danach erfolgte die Euthanasie der Tiere mit
300mg/Kg KGW Pentobarbital i.v.. Der Zugang erfolgte nun mittels eines ca. 7cm
langen Schnitts entlang der Linea Alba. Unter oben beschriebener Methode zur
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Kathetersetzung wurde nun Uber die Bauchaorta eine finale Angiographie
durchgefihrt. Ebenso wurden die OCT- Pullbacks in beiden GeféaBen an dieser
Stelle mittels OCT- Katheter (St. Jude) erstellt. Nach Euthanasie des Tieres
wurden die GefaBe in situ mit 500ml heparinisierter Ringerlésung gespdlt. Die
Spullung erméglichte eine optimale Qualitat der Bildgebung, da bei der Erstellung
eines OCT-Pullbacks sowohl im Zuge dieses Vorgehens als auch bei der
klinischen Anwendung ein so genannter ,Flush“, also das Spllen mit einer
entsprechenden FlUssigkeit, notwendig war. Wa&hrend hierzu in diesem
Tierversuch Ringerl6sung oder NaCl- L6sung zu Hilfe genommen wurde, wird der
Flush in der klinischen Anwendung mit Kontrastmedium durchgefihrt.
Dementsprechend erfolgte auch die Anpassung der Einstellungen bzw. die
Kalibrierung der OCT Konsole auf die unterschiedlichen Flissigkeiten. Im
Tiermodell wurden die GefaBe post mortem mit dem OCT abgebildet, nachdem
die Zirkulation des Tieres zum Erliegen gekommen war. Aus diesem Grund

empfahl es sich, das komplette Blutvolumen gegen Ringerlésung auszutauschen.

4.1.5.2 GefaBentnahme und Fixierung

Die GefaBe wurden zur histologischen Untersuchung vor Explantation zusétzlich
mit 10%iger gepufferter Formalinlésung fixiert. Die Explantation erfolgte ca. 0,5 cm
proximal und distal der gestenteten GefaBabschnitte. AnschlieBend wurden die
entnommenen Segmente vorsichtig vom umgebenden Gewebe befreit, mit
4%igem Formalin gespult und bis zur weiteren histologischen Aufarbeitung in 4%

Formalin fixiert.

4.1.6 Histologische Aufarbeitung der Proben

Sowohl die Einbettung als auch die Farbungen beruhten auf Protokollen der AG
Joner (Deutsches Herzzentrum Minchen), in der diese Doktorarbeit verfasst

wurde. Zum Teil wurden diese Protokolle und die Rezepturen der einzelnen

Mixturen bereits in einer vorigen Doktorarbeit beschrieben. (Malle, 2013)
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4.1.6.1 Dehydrierung und Methylmetacrylat — Einbettung
Nach Fixierung der gestenteten GefaBe fir 24 Stunden in 4% gepufferter
Formalinlésung wurden die Stentpraparate Uber eine aufsteigende Alkoholreihe

dehydriert und dann fir die Einbettung in Methylmetacrylat vorbereitet.

Vorbereitung - Dehydrierung der GefaBe

4% Formaldehyd (gepuffert) 1 Tag
100% Ethanol 1 Tag
Aceton 1 Tag
Aceton+ 100% Methanol (im Verhéltnis 1:1) 1 Tag
100% Methanol 3 Tage

MMA- Einbettung

MMA+ 100% Methanol (im Verhaltnis 1:1) 3 Tage
1. MMA- Wechsel 3 Tage
2. MMA- Wechsel* 3 Tage

* beim 2. Wechsel des MMA musste unbedingt darauf geachtet werden, frisch angesetztes MMA
zu verwenden. Beim 1. Wechsel konnte MMA verwendet werden, welches bereits in einem
vorigen Einbettverfahren zur Verwendung kam.

Tabelle 4-1: MMA- Einbettung nach Milz& Putz (1994)

Es war darauf zu achten, ausschlieBlich GlasgeféaBe zur Einbettung in
Methylmetacrylat zu verwenden, da dieses dazu neigt, Plastik zu zersetzen. Nach
dem 2. MMA- Wechsel wurden die Proben mittels eines Dessikators (PELCO
Vakuum Dessikator; Ted Pella Inc., Redding, Californien, USA) fir 10min in
Vakuum inkubiert, um schlieBlich in einen Warmeschrank bei ca. 37°C verbracht

zu werden, in dem die Proben in 3-4 Tagen ausharteten.
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4.1.6.2 Anfertigung histologischer Schnitte
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Abbildung 4-2: Schnittebenen
im Gefai3

Nach Aushartung des Methylmetacrylats wurden die Glasformen vorsichtig mit
einem Hammer zerschlagen und das MMA wurde von samtlichen Glasresten
gesaubert. Die Proben wurden nun mit Hilfe einer Bandsage in Blécke zu 1x3 cm
gesagt und auf einer Rundhalterung mittels Cyalonit® Kleber (Typ 201, Burklin,
Oberhaching, Deutschland) aufgeklebt.

Die Anfertigung der pro Schnittebene 5um dicken Schnittpréaparate (3um Dicke
fir Schnitte der Immunhistochemie) erfolgte unter Verwendung eines Grof3- und
Hartschnittmikrotoms (SM2500, Leica Microsystems GmbH) in Verbindung mit
einem speziellen Hartmetallmesser (Leica Microsystems GmbH). Der Abstand
zwischen den einzelnen Schnittebenen betrug ca. 1000um. Das Abséagen der
Zwischenbereiche erfolgte mittels einer Innenlochsage (Sagemikrotom SP1600,
Leica Microsystems GmbH, Nussloch). Pro Stent wurde aus 3 Schnittebenen
(Abbildung 4-2: Schnittebenen im Gefal3) je 1 Schnitt pro Farbung angefertigt. Die
Schnitte wurden vorsichtig mit 70% Ethanol geglattet, um schlieBlich mit Haupt’s
Adhésions Reagenz (selbst hergestellt) auf dem Objekttrager fixiert zu werden.
Zur Trocknung ruhten die Schnitte 2-3 Stunden bei 45°C und eine weitere Nacht
bei Raumtemperatur, bevor sie gefarbt werden konnten.
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4.1.6.3 Farbungen

Die angefertigten Schnitte wurden entplastiniert und in einer absteigenden
Alkoholreihe rehydriert. AnschlieBend wurden sie zur Morphometrie nach Movat-
Pentachrom und zur Beurteilung der Einheilungsparameter nach Hamatoxylin-

Eosin geféarbt.

4.1.6.3.1 Movat Pentachrom Farbung fir MMA- Schnitte

FUr die Beurteilung der Morphometrie eignete sich die Movat Pentachrom
Farbung am besten. Sie zeichnet sich durch eine farbenprachtige, sehr fein
differenzierte Farbung der verschiedenen Komponenten des Gewebes aus. So
stellen sich elastische Fasern in einem dunklen Purpur dar. Proteoglykane, wie
sie in unreifer Intima zu finden sind, kénnen an der tlrkis-grinen Farbe
identifiziert werden, wahrend Zellkerne blauschwarz, Kollagen in orange bis gelb
und die Muskelzellen des Gewebes rot bis dunkelrot erscheinen.

Im Zuge des Farbeprozesses musste zuerst entplastiniert und rehydriert werden.
SchlieBlich folgten etliche Farbeschritte, um die Proben zuletzt wieder zu

dehydrieren.

Entplastination und Rehydration

Xylol Bei Raumtemperatur Gber
Nacht

2- Methoxyethylacetat 30min.

100% Ethanol 2x 10min.

96% Ethanol 2x 10min.

70% Ethanol+ 1% HCI 10x dippen

Waschen in warmen Leitungswasser (37°C)  3min.
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Farbung

Alcian Blau* 30min.
Waschen in heiBem Leitungswasser (70°C)  3x
Working Hematoxylin- Lésung* 20min.
Waschen in warmen Leitungswasser (37°C) 3x

2% FeCls 30sek.
Waschen in warmen Leitungswasser (37°C) 3x

5% Natriumthiosulfat* 1min.

Waschen unter laufendem Leitungswasser  1,5min.

Spilen mit Aqua dest. 1x
Woodstain Scarlet Working Solution* 20min
Spulen mit Aqua dest. 5x dippen
0,5% Essigsaure* 10x dippen
5% Phosphorwolframsaure* 5x dippen
Spilen mit Aqua dest. 2x dippen
0,5% Essigsaure* 8sek.

Schnitte abtropfen lassen

96% Ethanol 1min.
100% Ethanol 2x 1min.
Alkoholische Safran- Lésung* 25min.
Dehydration

100% Ethanol 2x je 15x dippen
Xylol 2x je 15x dippen

* Lésungen wurden selbst hergestellt. Die Zusammensetzungen der einzelnen Mixturen sind im
Anhang zu finden.
Tabelle 4-2: Movat Pentachrom- Férbung fiir MMA
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4.1.6.3.2 Hamatoxylin- Eosin- Farbung

Die Hamatoxylin- Eosin- Farbung, kurz HE- Farbung, eignete sich besonders gut
zur Darstellung der Einheilungs- und Inflammationsparameter, war aber auch in
der Beurteilung von Kalzifikationen der Movat- Pentachrom- Farbung
vorzuziehen.

Zellkerne stellen sich dunkelblau dar, wahrend die sie umgebenden
Zellbestandteile in verschiedenen Rosa- und Rotténen dargestellt werden. Kalk
stellt sich dunkelviolett bis blau dar (Abbildung 4-3: Kalzifikationen in einem

nekrotischen Kern (dunkelviolett; siehe Pfeile)).

Abbildung 4-3: Kalzifikationen in einem nekrotischen Kern
(dunkelviolett; siehe Pfeile)

Entplastinieren und Rehydrieren

Xylol Bei Raumtemperatur Uber
Nacht

2- Methoxyethylacetat 30min.

100% Ethanol 2x 10min.

96% Ethanol 2x 10min.

70% Ethanol+ 1% HCI 10x dippen

Waschen in warmen Leitungswasser (37°C)  3min.
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Farbung

Mayers Hamatoxylin 36min.
Waschen in heiBem Leitungswasser (70°C)  3x
Ammoniumwasser* 15x dippen

Waschen in warmen Leitungswasser (37°C)  4x

Eosin Y/ PhloxineB Working Solution* 3min.
Dehydration

96% Ethanol 2x je 15x dippen
100% Ethanol 2x je 15x dippen
Xylol 2x je 15x dippen

* Lésungen wurden selbst hergestellt. Die Zusammensetzungen der einzelnen Mixturen sind im
Anhang zu finden.
Tabelle 4-3: HE- Férbung fir MMA

4.1.6.3.3 Immunhistochemische Farbung

Zur besseren Darstellung der Schaumzellen im erkrankten Gewebe, eignet sich
die Immunhistochemie. Basierend auf dem Prinzip der Antigen- Antikdrper-
Bindung wurde hierbei ein Farbstoff an einen Antikérper gebunden, der spezifisch
Makrophagen bindet. Nach dem Auswaschen des Uberflissigen Antikérper-
Farbstoff-Gemisches und der Gegenfarbung mit Hamatoxylin, prasentierte sich
der histologische Schnitt schlieBlich mit eindeutig von den anderen Zellen zu
differenzierenden Makrophagen.

Da sich bei den Makrophagen und ihren Oberflachenproteinen markante
Unterschiede zwischen Kaninchen und Mensch ergaben, mussten zwei
verschiedene Methoden bzw. Antikérper herangezogen werden. Zur Farbung in
humanem Gewebe ist in den folgenden Tabellen daher das CD68- Protokoll

angegeben, sowie das RAM11- Protokoll fir Kaninchengewebe.
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Entplastinieren und Rehydrieren

Xylol tber Nacht
Xylol 2x 30min. bei 45°C
Xylol 4x 5min.
2-Methoxyethylacetat 2x 20min.
Aceton 2x 5min.
100% Ethanol 2x 5min.
90% Ethanol 5min.

70% Ethanol 5min.
Waschen in Aqua dest. 3x 10min.
Farbung

EDTA unter Bedampfung 10min.
Waschen in Aqua dest. 3x 5min.
3% Wasserstoffperoxid 3x 5min.
Waschen in Aqua dest. 3x 5min.
Waschen mit PBS-T (1%) 5min.
Waschen mit frischem PBS-T (1%) 30min.
DAKO- Protein Blocker 10min.
Primarantikdrper CD68 (1:400) Uber Nacht bei 2-8°C
Waschen mit PBS-T (1%) 3x 5min.
LSAB- Sekundarantikdrper 30min.
Waschen mit PBS-T (1%) 3x 5min.
LSAB Streptavidin HRP 30min.
Waschen mit PBS-T (1%) 2X 5min.
Waschen mit PBS 5min.
Nova Red 4min.
Waschen mit Aqua dest. 3x 2min.
Hamatoxylin 6min.
Waschen mit Aqua dest. 2x 2min.
Waschen mit PBS 2min.
Waschen mit Aqua dest. 3x 2min.
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Lufttrocknen

Tabelle 4-4: CD68- immunhistochemische Farbung zur Darstellung von Makrophagen in

humanem Gewebe

Entplastinieren und Rehydrieren

Xylol tber Nacht
Xylol 2x 30min. bei 45°C
Xylol 4x 5min.
2-Methoxyethylacetat 2x 20min.
Aceton 2x 5min.
100% Ethanol 2x 5min.
90% Ethanol 5min.

70% Ethanol 5min.
Waschen in Aqua dest. 3x 10min.
Farbung

Citrat Puffer pH 6,0 unter Bedampfung 20min.
Waschen in Aqua dest. 3x 5min.
3% Wasserstoffperoxid 20min.
Waschen in Aqua dest. 3x 5min.
Waschen mit PBS-T (1%) 5min.
Waschen mit frischem PBS-T (1%) 30min.
DAKO Protein- Blocker 10min.
Priméarer Antikérper RAM11 (1:200) Uber Nacht bei 2-8°C
Waschen mit PBS-T (1%) 3x 5min.
Sekundérantikdrper Pferd Anti-Maus (1:200) 30min.
Waschen mit PBS-T (1%) 3x 5min.
LSAB Streptavidin HRP 30min.
Waschen mit PBS-T (1%) 2x 5min.
Waschen mit PBS 5min.
Nova Red 4min.
Waschen mit Aqua dest. 3x 5min.
Hamatoxylin 8min.
Waschen mit Aqua dest. 2x 1min.
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PBS 2x dippen
Waschen mit Aqua dest. 3x 2min.
Lufttrocknen

Tabelle 4-5: RAM11- immunhistochemische Fadrbung zur Darstellung von Makrophagen im
Kaninchengewebe

4.1.7 Histopathologische Auswertung

Die histopathologische Auswertung der Gewebsquerschnitte in diesem Projekt
war auB3erst vielseitig.

Fir die Etablierung des neoatherosklerotischen Kaninchenmodells wurde die
Morphometrie (4.1.7.1) und die Beurteilung der Neoatherosklerose und
Inflammation (4.1.7.2) im ganzen Querschnitt herangezogen, um die einzelnen
Gruppen mit einander zu vergleichen. Fir die Validierung des OCTs war
hingegen die Beurteilung der einzelnen ,Regions of Interest* hinsichtlich ihrer
Gewebscharakterisierung (4.1.7.3) maBBgeblich.

4.1.7.1 Morphometrie

Far die morphometrische Auswertung wurden die Movat-Pentachrom-Schnitte mit
Hilfe eines Lichtmikroskops mit integrierter Kamera unter 2- und 20-facher
VergréBerung fotografiert und mittels digitaler Morphometrie (IP Lab, Becton,
Dickinson and Company) ausgemessen. Gemessen wurden die Flachen der
Lamina elastica externa (EEL), der Lamina elastica interna (IEL) und des Lumens,
sowie die Dicke der Neointima Uber den Struts. Die Flache der Media errechnete
sich aus der Flache der EEL abziglich der Flache der IEL. Die Flache der
Neointima errechnete sich aus der Flache der IEL abzlglich der Flache des
Lumens. Die prozentuale Stenose errechnete sich aus der Flache der Neointima
dividiert durch die Flache der IEL mal 100%.

Fir die Messung der mittleren Neointimadicke tber den einzelnen Stentstreben
wurde der Abstand zwischen der Lumen-Grenze und der luminal gerichteten
Seite des Stent Struts bestimmt. Die mittlere Gesamt-Neointimadicke ergab sich
aus dem Mittelwert der Neointimadicke Uber den Streben.
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4.1.7.2 Neoatherosklerose Score

Bei der Beurteilung der Neoatherosklerose konnte auf kein etabliertes Scoring-
System zurlickgegriffen werden. Es war notwendig, einen neuen Score zu
etablieren. Da sich die Neoatherosklerose im Wesentlichen durch das
Vorkommen von Schaumzellen in der Neointima definiert (Nakazawa et al.,
2011), sollte sich auch der Score an diesen Zellen orientieren.

Der Neoatherosklerose Score bestand aus mehreren Komponenten. Zusammen
betrachtet sollte mit ihm die deskriptive Beurteilung der Progression der
Neoatherosklerose mdglich sein.

Zur Beurteilung der Neoatherosklerose wurden die Schnitte anhand der Movat-
Pentachrom-Farbung unter 2-facher bis 40-facher VergréBerung hinsichtlich

mehrerer Parameter untersucht und der Grad der Neoatherosklerose bestimmt.

Neoatherosklerose Zirkumferenz Score

Keine Neoatherosklerose Score 0 Keine Schaumzellen in der
Zirkumferenz der Neointima

Minimale Score1 <25% Schaumzellen in der

Neoatherosklerose Zirkumferenz der Neointima

Milde Neoatherosklerose Score2 25-50%  Schaumzellen in  der

Zirkumferenz der Neointima

Moderate Score 3 50-75%  Schaumzellen in der
Neoatherosklerose Zirkumferenz der Neointima
Massive Score4 >75%  Schaumzellen in der
Neoatherosklerose Zirkumferenz der Neointima

Neoatherosklerose Tiefe Score

Keine Neoatherosklerose Score 0 Keine Schaumzellen in der Tiefe der

Neointima
Minimale Score1 <25% Schaumzellen in der Tiefe der
Neoatherosklerose Neointima
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Milde Neoatherosklerose Score 2 25-50% Schaumzellen in der Tiefe der

Neointima
Moderate Score 3 50-75% Schaumzellen in der Tiefe der
Neoatherosklerose Neointima
Massive Score 4 >75% Schaumzellen in der Tiefe der
Neoatherosklerose Neointima

Tabelle 4-6: Neoatherosklerose Score, bestehend aus zwei Beurteilungen: Die Evaluation der
Neoatherosklerose bezogen auf die Zirkumferenz im Gefa3 und die der Neoatherosklerose
bezogen auf die in die Tiefe (von luminal) reichenden Verdnderungen.

Inflammation um Stent Struts

Da es sich bei der Neoatherosklerose, wie auch bei der Atherosklerose, um einen
inflammatorischen Prozess handelt, musste auch die Inflammation in die
Beurteilung des Gewebes mit einbezogen werden. Hier wurde vor allem das
Einwandern von Entziindungszellen in Bereichen nahe der Stent Struts beurteilt.

Inflammation

Keine Inflammation Score 0 Keine Entziindungszellen um Struts
Milde Inflammation Score 1 Vereinzelte Entziindungszellen
Moderate Score2 > 40% Struts von je mindestens 5
Inflammation Inflammationzellen umgeben

Massive Inflammation Score3 > 80% Struts von je mindestens 5

Inflammationzellen umgeben

Tabelle 4-7: Score zur Beurteilung der Inflammation in der Neointima

Weitere histopathologische Faktoren

Neben den augenscheinlichen Merkmalen wie Schaumzellen und Inflammation,
geht die Neoatherosklerose auch mit einigen anderen histopathologischen
Veranderungen der Neointima einher. Dazu zahlen vor allem die
Mikrokalzifizierung als Zeichen des Zelluntergangs; das Auftreten von
Gewebsschichten verschiedener Qualitdten (gesund, neoatherosklerotisch,
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unreif) und Cholesterinkristalle als Indiz fir die enge Beziehung zur
Atherosklerose. Das Auftreten eines oder mehrerer dieser Merkmale wurde flir
jeden histologischen Querschnitt berlicksichtigt und in die Beurteilung

aufgenommen.

Ebenso wurde das Auftreten von Neovaskularisation und Einblutungen in die
Neointima berUcksichtigt. Diese beiden Faktoren sind als Zeichen der

Inflammation im Zuge der Neoatherosklerose zu werten.

Mikrokalzifikation Score 0 Merkmal nicht ausgepragt
Score 1 Merkmal ausgepragt
Cholesterinkristalle Score 0 Merkmal nicht ausgepragt
Score 1 Merkmal ausgepragt
Gewebeschichtung Score 0 Merkmal nicht ausgepragt
Score 1 Merkmal ausgepragt
Einblutung Score 0 Merkmal nicht ausgepragt
Score 1 Merkmal ausgepragt
Neovaskularisation Score 0 Merkmal nicht ausgepragt
Score 1 Merkmal ausgepragt

Tabelle 4-8: Histopathologische Begleiterscheinungen der Neoatherosklerose

4.1.7.3 Histologische Charakterisierung der Regions of Interest

Als Regions of Interest werden im wissenschaftlichen Sprachgebrauch Areale
bezeichnet, welche aufgrund ihrer Auspragung oder Lokalisation als

Messbereiche herangezogen werden.
Da schlieBlich jeder einzelnen Messung im OCT (siehe unten) eine passende

histologische Beschreibung zugeordnet werden soll, mussten zuerst Gruppen

solcher Charaktere definiert werden.
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Keine Luminale Luminale und tiefe
Neoatherosklerose Schaumazellen Tiefe Schaumzellen Schaumazellen
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Abbildung 4-4: Gruppeneinteilung der ,Regions of Interest” - Histologie und passende OCT-
Areale im Vergleich in Mensch und Kaninchen.

Definiert wurden 4 verschiedene Gruppen (Abbildung 4-4: Gruppeneinteilung der
.Regions of Interest” - Histologie und passende OCT- Areale im Vergleich in
Mensch und Kaninchen.), die bei Betrachtung der Histologie deutliche
Unterschiede aufwiesen. ,Keine Neoatherosklerose* bedeutet, dass in der
beurteilten ,Region of Interest* keine Schaumzellen oder andere Zeichen der
Neoatherosklerose (z.B. Kalzifikationen) zu erkennen waren, egal ob sich die
Neointima reif oder unreif darstellte. SchlieBlich wurden 3 verschiedene Gruppen
flr das Auftreten von Schaumzellen festgelegt:

Die Gruppe der ,Juminalen Schaumzellen®“, welche nur in Bereichen nahe des
Lumens auftraten. Dort lieBen sie sich haufig gut als Band schaumiger und
blaschenartiger Zellen vom Rest des Gewebes abgrenzen. Die Zellen lagen
keinem oder einem nicht intakten Endothel nach luminal an.

Die Gruppe der ,tiefen Schaumzellen. Die Schaumzellen lagen in tieferen
Gewebsschichten und wurden zum Lumen hin von mindestens drei Uber einander
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liegenden Reihen intakter Zellen, wie Endothelzellen, glatten Muskelzellen und
Proteoglykanen Uberlagert.

Die Gruppe der ,luminalen und tiefen Schaumzellen®, eine Kombination aus den
ersten beiden mit Schaumzellen assoziierten Gruppen. Hier fanden sich sowohl
Lumen - nah als auch in der Tiefe der Neointima Ansammlungen von

Schaumzellen, die von glatten Muskelzellen umgeben sein konnten.

4.1.8 Korrelation und OCT Auswertung

4 .1.8.1 Korrelation

Die Korrelation der OCT- Bilder mit den histologischen Schnitten stellte einen der
wichtigsten Schritte dar, denn die Ebenen mussten exakt zusammenpassen.

Die Korrelation wurde mit Hilfe der histologischen Schnitte am Mikroskop und
dem Riickzug an der OCT Station durchgeftihrt. Am OCT Riickzug wurde mit der
Suche nach dem zur Histologie passenden Querschnitt begonnen, wenn
zumindest % der Struts in der Zirkumferenz des GeféaBes abgebildet waren und
die Zirkumferenz des Stents komplett nachgezeichnet werden konnte. Ein Strut
wurde hierbei als heller Bereich sehr hoher Intensitat mit typischen dorsalen
Schatten definiert. SchlieBlich wurde jeder Querschnitt mit der Histologie
derselben Sektion (proximal, medial, distal) verglichen. Die Suche orientierte sich
nach Abgleich der Distanz im Pullback zum proximalen und distalen Ende des
Stents bzw. zur erwarteten Distanz in der Histologie. AuBerdem wurden
Landmarken, wie Seitendste und knapp an der untersuchten Arterie liegende
andere GefaBe herangezogen. Wenn schlieBlich ein Frame gefunden wurde,
welcher sowohl in der Anzahl und Anordnung der Struts als auch in der Dicke der
Neointima mit dem histologischen Querschnitt zusammenpasste (Abbildung 4-5),
konnte dieser als Uberlagerbarer Querschnitt akzeptiert werden.
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Abbildung 4-5: Beispiel fir die korrekte Co-Registrierung von OCT
und Histologie

Fir die spatere Auswertung war es allerdings wichtig, nicht nur ganze
Querschnitte miteinander zu korrelieren, sondern auch wesentlich detaillierter,
einzelne ,Regions of Interest”. Hierbei handelt es sich um Bereiche in der
GefaBwand, die eine 1:1- Korrelation zwischen Histologie und OCT aufweisen.
Bei der Definition ausgewahlter ,Regions of Interest® wurde auf die passende
Intimadicke und die Stentkonfiguration auch der umliegenden Stents geachtet.
Diese Regionen konnten entweder zwischen einem Strut und dem Lumen oder
der Strebenflache, der imagindren Verbindungslinie zwischen zwei Struts, die
aufgrund der nicht sichtbaren Lamina elastica interna naherungsweise im OCT
herangezogen wurde, und dem Lumen definiert werden. Zu jeder dieser ,Regions
of Interest” erfolgte schlieBlich je eine Messung flr den Attenuation Index und die
Peak Intensity (4.1.9).

4.1.8.2 OCT Auswertung

Die Parameter der morphometrischen Auswertung der OCT Frames entsprachen
weitgehend denen der histologischen Morphometrie. Die zuerst korrelierten
Frames wurden schlieBlich mit Hilfe der LightLab Software (LightLab Imaging,
Westford, MA, USA) vermessen.

Gemessen wurde die Flache des Lumens und, in Anndherung an die Lamina
elastica interna, die des Stents, da die IEL im OCT nicht sichtbar war. Ebenso
wurde die Distanz von jedem Strut zum Lumen vermessen. Anhand dieser

Messungen konnten schlieBlich die mittlere prozentuelle Stenose (1-
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{Lumenflache/Stentflache}*100) und die mittlere Flache der Neointima
(Stentflache-Lumenflache) berechnet werden.

Zusatzlich wurde mittels einer automatischen Messung der LightLab Software,
nach Festlegung der Flache des Lumens und der des Stents, die mittlere Dicke
der Neointima berechnet.

4.1.9 Messung von Attenuation Index und Peak Intensity

Die Analyse des Attenuation Index und der Peak Intensity stellte den Kernpunkt
der Detektion von Neoatherosklerose im Koronargefal3 mit Hilfe der optischen
Koharenztomographie dar.

Die Erfassung der Grauwerte erfolgte mit Hilfe der Software ImagedJ (Wayne
Rasband, National Institute of Health, USA).

Um die Grauwerte eines Frames messen zu kdnnen, musste dieser allerdings
zuerst in ein schwarz-weil3es 8-bit Bild umgewandelt werden. Die Kalibrierung
des ,hellsten® und des ,dunkelsten“ Punktes war nétig, um eine fir jedes Bild
identische Messspanne zu erhalten. Als Maf3 des hellsten Bereichs diente hierfir
der Katheter, der dunkelste Bereich wurde Uber das Lumen definiert. Ebenso
musste die Distanzmessung Uber den Durchmesser des Katheters kalibriert
werden (Katheter St.Jude Dragon Fly C7; d= 0,9mm).

Gray Value

0.0 0.1 02 03 04 05 06 0.7
Distance (mm)

“Exponential
Y =atexp(bx) C
a=183:51905
150 | =1 65430
R"2 =0.8808,05~2_

Abbildung 4-6: Messung des Attenuation Index und der Peak Intensity mittels Imaged. (A: Die
Region of Interest ist als gelber Balken zu erkennen; B: Die Peak Intensity ist in diesem
Diagramm durch den roten Pfeil markiert; C: Der Attenuation Index ergibt sich aus der
exponentiellen Darstellung der Funktion der Grauwerte.)
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SchlieBlich wurden die Regions of Interest einzeln vermessen (Abbildung 4-6).
Von luminal bis zum Strut bzw. der Strut area wurde hierzu ein Messbalken
aufgezogen. Die Breite des Balkens definierte sich immer Uber die Kalibrierung
des Katheterdurchmessers. Durch diese Kalibrierung ergab sich die Anzahl der
Pixel am Bild, die dem Katheterdurchmesser (0,9mm) entsprachen. Um eine
einheitliche GréBe der Region of Interest wéahlen zu kdnnen, wurde daher immer
ein Zehntel des Katheterdurchmessers gewéhlt, also 0,09mm.

Bsp.: Entsprechen 110 Pixel nach der Kalibrierung dem Durchmesser von
0,9mm, so ergeben sich fir die Breite des Balkens 11 Pixel.

Mit Hilfe eines Plot- Profils kbnnen nun die Intensitaten der Grauwerte von luminal
ausgehend grafisch dargestellt werden (Abbildung 4-6). Bei einem Plot- Profil
handelt es sich um die grafische Darstellung der einzelnen Pixelwerte Uber die
Lange der Region of Interest. Aus dieser Kurve lasst sich die Peak Intensity
ablesen, der Bereich der Kurve mit der héchsten Intensitat. Da die Peak Intensity
einem abzulesenden Wert einer berechneten Funktion (x) entspricht, kann fir den
IndexA keine Einheit angegeben werden. Werden alle Punkte dieser Kurve, daher
alle Punkte dieser Messung, schlieBlich exponentiell aufgetragen, so ergibt dies
den Attenuation Index als Steigung dieser Funktion (Abbildung 4-6). Der

Attenuation Index wird ebenso, wie die Peak Intensity, ohne Einheit beschrieben.

Die erhaltenen Daten kdnnen in der Auswertung schlieBlich mit dem jeweiligen
Gewebetyp in der Region of Interest der histologischen Querschnitte abgeglichen
werden.

So sollte sich fir beide Charakteristika ein Messbereich ergeben, der das
Vorkommen von neoatherosklerotischen Veranderungen in der Neointima
detektiert.
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4.2 Humane Autopsie Proben

Die humanen Proben stammten aus dem Archiv des pathologischen Instituts
CVPath Institute Inc. in Gaithersburg, Maryland, USA. Es handelte sich hierbei
um Praparate, die bei CVPath im Zuge der pathologischen Befundung
Verstorbener hergestellt wurden und nach Abschluss der Untersuchung zu
Forschungszwecken genutzt wurden.

Die Herzen, aus denen die Praparate gewonnen wurden, stammten von Chief
Medical Examiner Offices aus Kliniken in Maryland und wurden von CVPath
konsiliarisch begutachtet. Die Herzen wurden katalogisiert und durchliefen
schlieBlich eine Reihe von Untersuchungen, darunter Angiographie, Réntgen und
OCT, bis sie schlieBlich von einem auf das Herz spezialisierten Pathologen
makroskopisch untersucht, prapariert und zur histologischen Verarbeitung
freigegeben wurden. Wie auch die ,gestenteten” KaninchengeféaBe wurden die
fein praparierten humanen Herzkranzarterien in MMA eingebettet und mittels
derselben Verfahren zur weiteren Untersuchung und Forschung geschnitten und
gefarbt. Nach der folgenden mikroskopischen Untersuchung des Gewebes
wurden die Praparate schlieBlich flr Forschungsprojekte wie dieses, freigegeben.
Dementsprechend konnten diese histopathologischen Praparate auch fir diese
Arbeit herangezogen werden. Es erfolgte auch in diesem Versuchsschritt die
Untersuchung der GefaBBe mittels OCT, sowie die Korrelation der so erhaltenen
Bilder mit der Histologie, nach denselben Prinzipien der Korrelation wie im
Kaninchenmodell.

Die so erhaltenen Cut- off- Werte konnten schlieBlich mit denen aus dem
Tiermodell verglichen werden, wodurch eine Validierung derselben méglich war.
Hierbei war im Besonderen die unterschiedliche Gewebszusammensetzung von
Kaninchen und Menschen zu beachten.

Ausserdem konnten diese Werte zur Untersuchung der in Absatz 4.3

beschriebenen klinischen Félle herangezogen werden.

49



4.3 Klinische OCT Daten

SchlieBlich sollten die an den humanen Autopsieproben ermittelten Cut- off Werte
anhand 6 verschiedener Patientenfalle (OCT Pullbacks) aus Follow- Up-
Untersuchungen des Deutschen Herzzentrums in Minchen erprobt werden.

Die Falle wurden hierzu aus dem Restenose- Register des DHZ ausgewahlt,
wobei folgende Auswahlkriterien bertcksichtigt wurden: Bildqualitat, Fehlen von
Artefakten sowie Vorhandensein verdachtiger Neoatherosklerose- Lasionen. Da
bei diesem Schritt in vivo OCT- Rickzlige aus Untersuchungen lebender
Patienten herangezogen wurden, konnte keine Auswahl von Messbereichen
anhand der histologischen Querschnitte getroffen werden. Die hierflir notwendige
Explantation des KoronargefaB3es liel3 sich mit dem Leben nicht vereinbaren und
stand dementsprechend nicht zu Verfligung. Daher war ein striktes Vorgehen zur
Definierung von randomisierten Messbereichen notwendig. Es wurden in
konstantem Abstand flr die distalen, medialen und proximalen Abschnitte je 3
Frames bei 12Uhr, 3Uhr, 6Uhr und 9QUhr vermessen. Die Abstande zwischen den
Frames ergaben sich strikt nach Division der Gesamtanzahl der Frames, in
denen Stentstreben auszumachen waren, durch 9 (je 3 Frames auf 3
Abschnitten), um eventuelle Selektionsfehler zu vermeiden.

Die Messungen von IndexA und IndexB wurden, wie bereits beschrieben,
durchgeflhrt.

Die Ergebnisse wurden statistisch analysiert und grafisch dargestellt.

4.4 Statistische Auswertung

Die statistische Analyse und Auswertung erfolgte mit der Software JMP® (Version
9.0, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). Diagramme zum besseren Verstandnis
der Daten wurden mit Microsoft Excel (Version 14.1.0, Microsoft Corporation,
Redmond, Washington, USA) erstellt.

Die Ergebnisse der Morphometrie wurden in  Mittelwerten und

Standardabweichung angegeben. Mittelwerte und Standardabweichungen
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wurden zur Analyse der IndexA- und IndexB- Messungen ermittelt. Zur Messung
der Korrelation von OCT und Histologie, wurde mit Hilfe der Regressionsanalyse
nach Pearson, der Korrelationskoeffizient r> ermittelt.

Der Vergleich der Gruppen im Tiermodell anhand der beiden Schaumzellen-
Scores und des Inflammations- Scores erfolgte statistisch mit Hilfe der Wilcoxon
Methode, bei der nichtparametrische Vergleiche der Paare erstellt wurden. Die
Analyse der nominal verteilten Scores (Mikrokalzifikation, Cholesterinkristalle,
Gewebeschichtung, Neovaskularisation, Einblutung) erfolgte mit der
Kontingenzanalyse nach Fisher. Die Auswertung der humanen Daten hinsichtlich
der Neoatherosklerose- Scores erfolgte durch eine simple Analyse der Verteilung
zur deskriptiven Darstellung der Ergebnisse.

Des Weiteren wurden die Mittelwerte von IndexA und IndexB mittels der Methode
der kleinsten Quadrate und Tukeys HSD (Honestly Significant Difference) auf
deren Signifikanz getestet. Um schlieBlich eine Aussage Uber die Qualitat des
OCTs bei der Detektion von Neoatherosklerose allgemein und der
Unterscheidung einzelner Auspragungsgrade innerhalb der Neoatherosklerose
machen zu kénnen wurden mit Hilfe der Receiver- Operating- Characteristic
(ROC) die Sensitivitat und Spezifitdt bzw. deren Cut-Off- Werte ermittelt.

Zur Beurteilung der Limitation durch Neovaskularisation im gesunden Gewebe
erfolgte unter deren Berticksichtigung ein Vergleich der Subgruppen. So wurden
die vier verschiedenen Gruppen der Auspragungsgrade als Subgruppen mit, bzw.
ohne Neovaskularisation verglichen. Dieser Vergleich fand ebenso mit der
Methode der kleinsten Quadrate und Tukeys HSD- Test statt.
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5 Ergebnisse

Auf den folgenden Seiten finden sich die Ergebnisse der Studie, beginnend mit

dem Vergleich der drei verschiedenen Tiermodelle, gefolgt von den Ergebnissen

der Detektion der Neoatherosklerose mittels IndexA und IndexB. Von den zu

Anfang 15 in die Studie eingeschlossenen Tieren verstarben 2 frihzeitig im

Tierversuch und wurden somit aus den Analysen ausgeschlossen.

5.1 Neoatherosklerotische Tiermodelle im Vergleich

5.1.1 Morphometrie

Im Folgenden finden sich sowohl die Analysen zur Morphometrie in Histologie

und OCT aus Mensch und Kaninchen als auch die Regressionsanalyse nach

Pearson zur Kontrolle der Korrelation zwischen OCT und Histologie.

Lumen EEL " Neointima Neointima Media
2 Flache  Flache :E:;n':')“he Dicke Fliche Fliche (S:,}‘;mse
S (mm?) (mm?) (mm) (mm?) (mm?) °
[e]
@ o v o o o o v
T 2% 5 £% 2 £5 vE 25 v 25 v 25 vE 25 o
S 58S 585852 58 52 58 = 58 52 58
G“‘fpe 522 1,36 7,43 1,31 7,02 1,32 0,13 008 1,80 054 041 0117 2576 8,39
Gruzppe 496 094 6,78 096 6,46 086 0,14 008 1,50 041 032 0,13 24,69 7,70
Grusppe 540 0,72 6,63 041 637 043 007 006 097 033 026 006 1569 6,58
Lumen Lumen Stent Stent Dicke der Neointima Stenose
Flache Diameter Flache Diameter Neointima Flache Flache
5 (mm?) (mm) (mm?) (mm) (mm) (mm?) (mm?)
o
T o LT LT LT T o S T L B :
£S5 g3 £5 53 £5 53 £8% v £5 v £5 3 £5 © 3
S2 5852 5852 5852 5852 58 S22 58 5 538
G“’fpe 511 0,85 2,56 025 6,12 057 2,78 0,12 0,11 007 1,00 045 0,17 0,08
Gruzppe 502 0,76 2,52 0,20 584 050 2,72 0,12 0,11 0,05 083 040 0,15 0,08
Gmsppe 541 093 2,61 024 594 056 275 0,3 0,07 006 053 047 009 0,09

Tabelle 5-1: Morphometrie der Prdparate aus Kaninchen in OCT und Histologie
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Lumen . .. Neointima Neointima Media
Fliche (En'fr';qz';'a"he :E:;n':')“he Dicke Fliche  Fliche  Stenose (%)

o (mm?) (mm) (mm?) (mm?)

(=2}

s |8 . ® . % § . 5 ; 5 s B s

% = 3 = 3 = 3 = & = & = 37 = 3

T s ® v ® v © v © T © 3 © 3 ©
E 8 £ ©BW £ ©W E ©W E B E B E be!
= n = (%) = n = (%) = ) = (%) = )
5,60 2,69 1586 6,65 13,55 596 0,38 0,55 7,94 443 2,32 0,78 58,64 14,80
Lumen Lumen Stent Stent Dicke der Neointima Stenose
Flache Diameter Flache Diameter Neointima Flache Flache Stenose (%)
(mm?) (mm) (mm?) (mm) (mm) (mm?) (mm?)

S 5 . 5 . 5 . 8 . B . B . B s B .
E 2 E 2 S 2 E 2 E 2 S 2 S 2 E 2
3 ° B © 3 s 3 ® 3 © 3 S 3 © I ©
= ge] £ ge] b= ] £ ge] E ] b= ge] b= ] £ ]
= n = (%) = n = (%) = n = (%) = n = n
5,60 2,93 254 0.78 826 2,76 3,19 055 0,33 0,16 2,66 0,89 0.37 0,20 36,79 20,22

Tabelle 5-2: Morphometrie der humanen Préparate in OCT und Histologie

Die morphologische Auswertung der humanen Praparate zeigt im Vergleich zu
den praklinischen Praparaten eine ausgepragte prozentuelle Stenose, sowohl in
der Histologie als auch in der OCT. Zu beachten ist aber der in beiden
Versuchsgruppen vorzufindende Unterschied der prozentualen Stenose
zwischen der Histologie und der OCT. Dies ist am ehesten auf die Schrumpfung
der Praparate wahrend des Einbettungs-, Schneide- und Féarbeprozesses
zurlckzufihren.

Im Vergleich der drei Kaninchengruppen zeigt sich das starkste neointimale

Wachstum in Gruppe 2 (Histologie) bzw. Gruppe 1 (OCT).

5.1.1.1 Korrelation zwischen OCT und Histologie

9 8 7
8- 74 6,54
-7 . 6] ~ 6
€ 6 13 €
E™T E 5 Es5-
851 g g
< < 41 z 54
e 44 c c
g 2 E 3 §4‘5—
d - -
24 24 44
14 14 354
0 T T T T 0 — T T 1 T T T 1 3 T T T T T T
3 4 5 6 7 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 35 4 45 5 55 6 65 7
Lumen area (mm*2) Lumen area (mm*2) Lumen area (mm*2)
Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Lineare Anpassung

Abbildung 5-1: Regressionsanalyse der 3 Gruppen im Tiermodell. Details siehe Tabelle 5-3
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Die Regressionsanalyse nach Pearson zeigt, dass Gruppe 3 mit einem
Korrelationskoeffizienten von 0,7562 die beste Korrelation zwischen OCT und
Histologie innerhalb der 3 definierten Gruppen aufweist. Gruppe 3 weist
entsprechend der Morphometrie in Tabelle 5-1 allerdings auch die geringste
neointimale Dicke und wie unter 5.1.2 weiter ausgefihrt auch die wenigsten

Anzeichen einer Neoatherosklerose auf.

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Korrelationskoeffizient r? 0,4156 0,3531 0,7562
Tabelle 5-3: Korrelationskoeffizient der 3 Gruppen im Tiermodell

5.1.2 Neoatherosklerose Score System

Die Beurteilung der in Absatz 4.1.2 aufgefiuhrten drei Tiermodelle, mit Hilfe der
beschriebenen Scores ergibt im Wesentlichen ein einheitliches Bild. Gruppe 1
zeigt nahezu lickenlos die héchsten Ergebnisse in den verschiedenen Scores.

Gruppe 2 Gruppe 3

Abbildung 5-2: Représentative histologische GefdBquerschnitte der drei Tiermodelle im
Vergleich
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In Abbildung 5-2 sind drei GefaBquerschnitte, reprasentativ flr die drei
Versuchsgruppen, mit je einer VergréBerungsaufnahme zu sehen. Schon anhand
dieser Bilder lassen sich die nachfolgenden Ergebnisse zusammenfassen.
Gruppe 1 weist die meisten Schaumzellen in der Neointima auf, wahrend Gruppe
2 die Neoatherosklerose schwéacher abbildet und Gruppe 3 Uberwiegend eine
gesunde Neointima ausgebildet hat, nahezu frei von Neoatherosklerose.

In Abbildungen 5-3 bis 5-5 werden zur Darstellung der nicht parametrischen
Daten Box Plots zur Hilfe genommen.

Beurteilung der Neoatherosklerose in der Zirkumferenz

Es findet sich bei der zirkumferentiellen Beurteilung der Schaumzellen ein
signifikantes Ergebnis (p= 0,002. Gruppe 1 weist in der Zirkumferenz die meiste

Neoatherosklerose auf.

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Median 2,83 1,33 0
25% 0,75 0,25 0
75% 3,92 3,50 0
p- Wert 0,002

Tabelle 5-4: Ergebnisse des Scores ,Schaumzellen
in der Zirkumferenz des GefdBes*

Schaumzellen Zirkumferenz
(p=0,002)

3,5 1

2,5 1

Score
N
1

1,5 -

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Abbildung 5-3: Boxplot Grafik zur Tabelle 5-4
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Beurteilung der Neoatherosklerose in der Tiefe

Tabelle 5-5 und Abbildung 5-4 zeigen die Ergebnisse der quantitativen
Beurteilung von Schaumzellen in der Tiefe der Neointima (vom Lumen bis zur
Lamina elastica interna). Es ergibt sich ein signifikanter Unterschied (p= 0,0012)
zwischen den einzelnen Gruppen. Die meiste Neoatherosklerose kann auch hier

in der Gruppe 1 ausgemacht werden.

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Median 2,66 0,83 0
25% 1,25 0,25 0
75% 3,58 1,66 0
p- Wert 0,001

Tabelle 5-5: Ergebnisse des Scores ,Schaumzellen in der
Tiefe des Gefal3es”

Schaumzellen Tiefe
(p= 0,001)

3,5 -

2,5 -

Score
N

1,5

0,5 -

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Abbildung 5-4: Boxplot Grafik zur Tabelle 5-5

Beurteilung der Inflammation um die Stent Struts

Wie schon bei der Beurteilung der Schaumzellen, zeichnet sich auch in der
Evaluation der Inflammation um die Stent Struts die Gruppe 1 mit dem héchsten
Score aus. Die Ergebnisse sind auch hier signifikant (p= 0,001).
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Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Median 1,66 0,5 0

25% 0,75 0 0

75% 1,66 1,08 0,33

p- Wert 0,001
Tabelle 5-6: Ergebnisse des Scores zur Beurteilung der
Inflammation

Inflammation
(p: 0,001)
3 -
2,5 -
2 4
o
815 -
n
1 A
0,5 -
0 .
Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Abbildung 5-5: Boxplot Grafik zur Tabelle 5-6

Beurteilung der neoatherosklerotischen Begleiterscheinungen

Die vielfaltigen neoatherosklerotischen Begleiterscheinungen, die bei der Auswertung

gefunden werden konnten, werden in Abbildung 5-6 abgebildet.
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Abbildung 5-6: Verschiedene Auffélligkeiten in der Histologie, typisch
fir die Neoatherosklerose. Links: HE- Farbung mit
Mikrokalzifikationen (A — griine Pfeile) und Inflammation um den
Stent- Strut (B). Rechts: Movat Pentachrom- Farbung mit
neoatherosklerotischer Schichtung (C), Cholesterinkristallen (A,D -
durch rote Pfeile gekennzeichnet) und Neovaskularisation mit
Einblutungen (E).

Die Ergebnisse lassen erkennen, dass in der Beurteilung dieser pathologischen
Veranderungen die Gruppe 1  hinsichtlich des Auftretens von
Cholesterinkristallen und Gewebeschichtung dominant ist, jedoch kdnnen
Mikrokalzifikationen, Einblutungen und Neovaskularisation vermehrt in Gruppe 2
gefunden werden. Gruppe 3 weist lediglich einige wenige Mikrokalzifikationen
auf.
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Gruppe 1 (n= 24)

Gruppe 2 (n= 30)

Gruppe 3 (n= 24)

Mikrokalzifikation
Cholesterinkristalle
Gewebeschichtung
Einblutung

Neovaskularisation

0

20

16

5

21

17

1

4

8

19

3

7

0= nicht vorhanden; 1= vorhanden

1(%)
16,67%
33,33%
79,17%
12,50%

29,17%

0

24

26

19

24

18

1

6

4

11

12

1(%)
20%

13,33%
36,67%
66,67%

40%

0

19

24

24

24

24

1

5

1(%)
19,23%
15,38%
0%
0%

0%

Tabelle 5-7: Beurteilung der Begleiterscheinungen der Neoatherosklerose (0= Merkmal
vorhanden; 1= Merkmal nicht vorhanden)
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Gruppe 1 (n= 24)
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Abbildung 5-7: Darstellung der prozentuellen
Verteilung verschiedener Begleiterscheinungen in
den drei Tierversuchsgruppen
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Beurteilung der humanen histologischen GefaBguerschnitten

Unter Bericksichtigung derselben Scores, wie bereits im Tiermodell
angewendet, wurden auch die humanen histologischen Querschnitte beurteilt
und sollen im Folgenden dargestellt werden.

Zu beachten ist hier das vermehrte Auftreten von Neovaskularisation.

Charakter Median 0,25% 0,75%
Schaumzellen Zirkumferenz ~ 2 1,5 2
Schaumzellen Tief 2 1 3
Inflammation 1 0 1,5
Charakter 0 1 1(%)
Mikrokalzifikation 13 4 23,53%
Cholesterinkristalle 11 6 35,29%
Gewebeschichtung 14 3 17,65%
Einblutungen 14 3 17,65%
Neovaskularisation 8 9 52,94%

Tabelle 5-8: Ergebnisse der Auswertung der humanen histologischen
GefédBquerschnitte
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Scores Human

m 0 (nicht vorhanden) 1 (vorhanden)

Abbildung 5-8: Grafik zur Tabelle 5-8

5.1.3 Blutwerte: Cholesterin im Plasma

Cholesterin Blutwerte
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/ a=gmGruppe 1
300 /

el=Gruppe 2

Gruppe 3
200
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Plasmacholesterin (mg/dl)

0 Wochen 1 Wochen 5 Wochen 9 Wochen 13 Wochen

Abbildung 5-9: Cholesterin Plasma Werte der drei Tierversuchsgruppen
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In Abbildung 5-9 sind die Cholesterinwerte im Plasma der drei
Tierversuchsgruppen dargestellt. Es zeigt sich, dass in Gruppe 1 der héchste
Wert erreicht wurde (518,4 mg/dl nach 5 Wochen). Dieses Ergebnis korreliert mit
den Ergebnissen aus der Beurteilung der Scores und letztlich auch der
Morphometrie.

Zur genauen Veranschaulichung sind in Abbildung 5-10 die Cholesterin Plasma
Werte flir die drei verschiedenen Tierversuchsgruppen als Area Under Curve
(AUC)- Diagramme aufgefiihrt. Es zeigt sich fir die Gruppe 1 eine AUC von
5453,7 mg/dL. Kolodgie et al. beschreiben, dass zur Sicherstellung eines
atherosklerotischen Tiermodels das Gesamtcholesterin Uber die Gesamtdauer
des Versuchs bei >5000 mg/dl liegen muss. Unter Berlicksichtigung dieses
Grenzwertes ist zu erwahnen, dass lediglich die Gruppe 1 den benétigen Wert in
Cholesterinwochen (entsprechen der Area Under Curve) erreicht. Gruppe 2 und
Gruppe 3 liegen weit unter diesem Zielwert. (Kolodgie et al., 1996)
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Abbildung 5-10: Cholesterin Plasma Werte der drei
Tierversuchsgruppen als Area Under Curve (AUC)
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5.1.4 Beurteilung der immunhistochemischen Praparate

Im Folgenden werden stellvertretend je zwei RAM11-, zwei CD68- Praparate und
je eine Kontrolle aufgeflihrt. Diese Farbung soll aufgrund ihrer hohen Spezifitat
zum jeweiligen Antigen beweisend darstellen, dass die in dieser Arbeit als
neoatherosklerotische Areale bezeichneten Gewebe auch tatsachlich dieser
Beschaffenheit zugehdrig sind.

5.1.4.1 Préaparate aus Tierversuchen

»
%
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Abbildung 5-11: Immunhistochemische Kaninchenpraparate in RAM11
Féarbung (A,B,C in 2000- facher VergréBerung; a,b,c in 20000- facher
VergréBerung. A und B (bzw. a und b) zeigen RAM11- Prdparate, C
(bzw. c) die Kontrolle
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Wie in Abbildung 5-11 zu sehen lassen sich die rotbraunen Makrophagen bzw.
Schaumzellen in der RAM11- Farbung stark von den restlichen Zellen (blassgelb/
weiBlich) abgrenzen. Sowohl in A bzw. a, als auch in B bzw. b zeigt sich nicht nur
Atherosklerose (A und B: gesamte Zirkumferenz) sondern auch
Neoatherosklerose (A: gesamte Zirkumferenz, B: von 9 Uhr bis 3 Uhr). Wahrend
sich die Atherosklerose hinter den Struts befindet und nach deren Implantation
teilweise sternférmig verdrangt wird, liegen die Areale der Neoatherosklerose vor
den Struts, also Lumen- n&aher. Beide sind allerdings beziiglich Intensitat und
Farbe der Makrophagen von einander nicht zu unterscheiden. Dies zeigt erneut
den engen Zusammenhang dieser beiden Erkrankungen.

Zur Kontrolle dient Bild C bzw. c. Hier wurde die exakt selbe Farbemethode
angewendet mit der Ausnahme des RAM11- Schrittes. Die Probe durchlief
demnach denselben Farbeprozess exklusive des Auftragens des Antikorpers.
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5.1.4.2 Humane Praparate

N
A 20mm a e

2.0 mm

C 2.0 mm c LEL TR0 YN L

Abbildung 5-12: Immunhistochemische humane Prdparate in CD68
Féarbung (A,B,C in 2000- facher VergréBerung; a,b,c in 10000- facher

VergréBerung. A und B (bzw. a und b) zeigen CV68- Préparate, C (bzw.
c) die Kontrolle

Wie bereits im Vergleich der Tierversuchsgruppen beschrieben, grenzen sich
auch bei der CD68- Farbung die Makrophagen mit ihrem charakteristischen
Erscheinungsbild stark vom restlichen Gewebe ab. Abbildung 5-12 zeigt drei
humane Praparate. A bzw. a und B bzw. b zeigen auch hier die Antikdrper-
markierten Makrophagen in rotbraun, wahrend C bzw. ¢ die Kontrolle darstellt,

bei der auch im Zuge der CD 68 Férbereihe auf die Zugabe des Antikérpers
verzichtet wurde.
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A bzw. a und B bzw. b zeigen im Gegensatz zu den Préparaten aus dem
Tierversuch keine Atherosklerose, sondern lediglich Neoatherosklerose. Neben
dieser ist eine betrachliche Restenose in Form von unreifer Neointima zu
erwdhnen. Die Neoatherosklerose befindet sich in Bild A zwischen 12 Uhr und 3
Uhr, in Bild B ist sie zwischen 4 Uhr und 9 Uhr zu finden. Sie befindet sich ganz
typisch luminal und zeichnet sich hier durch einen Randsaum aus Schaumzellen

aus.

5.2 Detektion der Neoatherosklerose

Um festzustellen ob mit Hilfe von Attenuation Index und/ oder Peak Intensity
Neoatherosklerose von gesundem Gewebe differenziert werden kann folgen hier
zweierlei Analysen. Zum einen zeigt Absatz 5.2.1 den direkten Vergleich
zwischen gesundem Gewebe und Neoatherosklerose allgemein, daher ohne
Rucksichtnahme auf verschiedenen Auspragungen und Charaktere innerhalb der

Neoatherosklerose.

5.2.1 Neoatherosklerose gegen gesunde Neointima
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Abbildung 5-13: ROC- Kurve der Kaninchen- Préparate fir IndexA (Peak Intensity) und IndexB
(Attenuation Index)
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Abbildung 5-14: ROC- Kurve der humanen Praparate fir IndexA (Peak Intensity) und IndexB
(Attenuation Index)

Charakter Spezifitat Sensitivitit  Positiv Negativ
Préadiktiver Préadiktiver
Wert Wert
Kaninchen IndexA 95,9970 62,11% 72,90% 24,20% 83,72%
IndexB  0,2414 89,83% 45,16% 12,03% 43,60%
Human IndexA 117,977 59,80% 73,68% 63,06% 70,93%
IndexB  -0,7153 75,79% 84,34% 78,89% 81,81%

Tabelle 5-9: Spezifitdt und Sensitivitat sowie positiv- und negativ- pradiktive Werte fir IndexA
(Peak Intensity) und IndexB (Attenuation Index) in Kaninchen und Mensch

Die Analyse mit Hilfe der Grenzwertoptimierungsmethode in humanem Gewebe
zeigt flr den Attenuation Index (IndexB) sowohl eine hdhere Sensitivitat mit
84,34% als auch eine wesentlich héhere Spezifitdt mit 75,79% als fir die Peak
Intensity (IndexA) mit lediglich 59,8% fur die Spezifitdt und 73,86% fir die
Sensitivitat. In derselben Analyse mit Daten aus Kaninchengewebe zeigt sich
zwar flr den Attenuation Index eine héhere Spezifitdt mit 89,83% (gegen die
Spezifitat der Peak Intensity mit 62,11%), allerdings weist sie mit 45,16% eine
niedrigere Sensitivitat als die Peak Intensity mit 72,90% auf.

Auch die Cut-off- Werte unterscheiden sich zwischen humanen und tierischen
Praparaten wesentlich. So kann im Kaninchen mittels Peak Intensity ab 95,9970
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mit einer Sensitivitat von 72,90% Neoatherosklerose detektiert werden. Im
Menschen ist dies allerdings erst ab 117,977 mit einer Sensitivitat von 73,68%
maglich.

Ein Attenuation Index von -0,7153 detektiert mit einer Sensitivitat von 84,34%
Neoatherosklerose im humanen Gefaf3, im Kaninchen ergibt sich diese Grenze
bei bereits 0,2414 und einer Sensitivitat von lediglich 45,16%.

Zur Berechnung dieser Werte wurden die Messwerte in zwei Gruppen ,gesund”
und ,erkrankt“ mit Hilfe der Grenzwertoptimierungsmethode aufgetragen.

5.3 Direkter Vergleich der Mittelwerte fiir IndexA und IndexB

5.3.1 IndexA (Peak Intensity)

Tabelle 5-10 zeigt die Ergebnisse der Daten aus den humanen Autopsie-
Praparaten und den Kaninchen- Praparaten fir den IndexA. Im Vergleich
zwischen humanen und tierischen Daten zeigt sich, dass die Mittelwerte der
Gruppen ,Juminale Schaumzellen“ und ,Juminale und tiefe Schaumzellen“ nah an
einander liegen. Hingegen unterscheiden sich die Mittelwerte der anderen
Gruppen stark.

Human (n= 184) Kaninchen (n= 725)
= IndexA - IndexA -
Auspragungsgrad Mittelwert Std.abw. Mittelwert Std.abw.

1: Keine Neoatherosklerose 112,893 (n= 102) 29,2493 82,995 (n=568) 32,1628
2: Luminale Schaumzellen 137,555 (n=40) 26,5170 137,180 (n=26) 23,7524
3: Tiefe Schaumzellen 142,898 (n=38) 36,4249 101,913 (n=110) 27,1902

4: Lum.& tiefe Schaumzellen 125,992 (n= 4) 5,6571 121,392 (n=21) 24,1152

Tabelle 5-10: Mittelwerte und Standardabweichung der Ergebnisse aus tierischem und
humanem Gewebe fiir IndexA
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In der Abbildung 5-15 ist ersichtlich, dass sich vor allem die Gruppe ,tiefe
Schaumzellen® (Saule 3) zwischen menschlichen und tierischen Ergebnissen
stark unterscheidet (siehe Diskussion). Am besten bildet das Tiermodell
bezlglich des IndexA die luminalen Schaumzellen ab, denn in diesem
Ausbildungsgrad sind die IndexA- Werte fur Kaninchen und humanes Gewebe

nahezu identisch.

IndexA
_.200
z |
9 150 7
8 |
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= 100 - —
©
)
Q. 50 - —
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£ 1 2 3 4
Gewebecharakter
® Human Kaninchen

Abbildung 5-15: Grafische Darstellung der in Tabelle 5-10 aufgefiihrten
Ergebnisse fir den IndexA (Peak Intensity). Legende siehe Tabelle 5-10

In Tabelle 5-11 und 5-12 werden die Ergebnisse der OCT Messungen von
Kaninchen und humanen Autopsie- Praparaten bezlglich ihrer Signifikanz
dargestellt. Ein ,+“ bedeutet, dass signifikante Unterschiede zwischen den
Mittelwerte der verglichenen Gruppen gefunden werden konnten. Ein ,-“ bedeutet
demnach, dass keine signifikanten Unterschiede der verglichenen Gruppen
existieren.

Entsprechend Tukeys HSD- Test ergeben sich signifikante Unterschiede
zwischen der Gruppe ,Keine Neoatherosklerose” und ,luminale Schaumzellen®
bzw. ,tiefe Schaumzellen® sowohl in den Autopsie- Praparaten als auch in den
Kaninchen- Praparaten. Des Weiteren unterscheiden sich die Ergebnisse der
Messungen aller Gruppen im Tiermodell signifikant von einander - mit Ausnahme
der Gruppen ,Juminale Schaumzellen” und ,luminale und tiefe Schaumzellen®.
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Schaumzellen

Kaninchen Keine Luminale Tiefe Lum.& tiefe
Neoathero - Schaumzellen Schaumzellen Schaumzellen
sklerose

Keine = + + +

Neoatherosklerose

Luminale + - + -

Schaumzellen

Tiefe + + - +

Schaumzellen

Lum.& tiefe + - + -

Tabelle 5-11: Darstellung der signifikanten Unterschiede der einzelnen Ausprdgungsgrade im

Tiermodell.

Human Keine Luminale Tiefe Lum.& tiefe
Neoathero - Schaumzellen Schaumzellen Schaumzellen
sklerose

Keine _ )

Neoatherosklerose + +

Luminale ) } )

Schaumzellen +

Tiefe

+ - - o

Schaumzellen

Lum.& tiefe
Schaumzellen

Tabelle 5-12: Darstellung der signifikanten Unterschiede der einzelnen Ausprdgungsgrade der

humanen Daten.

5.3.2 IndexB (Attenuation Index)

In Tabelle 5-13 finden sich die Mittelwerte und Standardabweichungen fir den

IndexB aller préklinischen Daten. Es zeigen sich markante Unterschiede

zwischen den Mittelwerten der humanen Autopsie- Praparate und denen der

Kaninchen- Praparate in allen Gruppen. Besonders grof3 ist die Abweichung

zwischen Kaninchen und humanem Gewebe in der Gruppe der ,tiefen

Schaumzellen®. Wahrend die humanen Messungen hier einen mittleren

Attenuation Index von -0.8596 ergeben, findet sich bei denselben Messungen im

Tiermodell ein Wert von 4,277.
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Human (n= 184) Kaninchen (n= 725)

= IndexB - IndexB -
Auspragungsgrad Mittelwert Std.abw. Mittelwert Std.abw.

1: Keine Neoatherosklerose 1.5268 (n=102) 0.30023 12.697 (n= 568) 0.64010

2: Luminale Schaumzellen -1.8350 (n= 40) 0.47943 -0.992 (n= 26) 2.99184
3: Tiefe Schaumzellen -0.8596 (n= 38) 0.49189 4.277 (n=110) 1.45455
4: Lum.& tiefe Schaumzellen -1.6610 (n= 4) 1.51611 0.750 (n= 21) 3.32901

Tabelle 5-13: Mittelwerte und Standardabweichung der Ergebnisse aus tierischem und
humanem Gewebe fir IndexB (Attenuation Index)

Aus Abbildung 5-16 lasst sich im Wesentlichen schlieBen, dass trotz schlechter
Korrelation zwischen humane Daten und solchen aus dem Tierversuch, ein
Attenuation Index im gesunden Gewebe positive Werte annimmt, wéhrend
derselbe in neoatherosklerotischem Gewebe mit luminalen Schaumzellen in der
Regel negative Ergebnisse erzielt. Die starken Unterschiede zwischen humanen
Autopsiepraparaten und Kaninchengewebe werden im Kapitel ,Diskussion®

genauer ausgefuhrt.

IndexB

IndexB (Attenuation Index)
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Abbildung 5-16: Grafische Darstellung der in Tabelle 5-13 aufgefiihrten
Ergebnisse fir den IndexB (Attenuation Index). Legende siehe Tabelle 5-
13
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In Tabelle 5-14 und Tabelle 5-15 werden die signifikanten Unterschiede im
Vergleich der einzelnen Gruppen dargestellt. Auch hier bedeutet ein ,+“, dass ein
solcher signifikanter Unterschied vorliegt. Ein ,-“ hingegen spricht gegen dieses
Vorliegen. Es zeigt sich, wie auch in der Analyse des IndexA, ein signifikanter
Unterschied der Ergebnisse der Gruppe ,Keine Neoatherosklerose® und der
Gruppe der Jluminalen Schaumzellen® bzw. ,tiefe Schaumzellen® sowohl bei
humanen als auch bei den préaklinischen Daten. Im Tierversuch unterscheidet
sich zusatzlich auch die Gruppe der ,luminalen und tiefen Schaumzellen“ vom
gesunden Gewebe (Gruppe: ,Keine Neoatherosklerose®).
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Schaumzellen

Kaninchen Keine Luminale Tiefe Lum.& tiefe
Neoathero - Schaumzellen Schaumzellen Schaumzellen
sklerose

Keine _

Neoatherosklerose + + +

Luminale ) } )

Schaumzellen +

Tiefe _ ) )

Schaumzellen +

Lum.& tiefe

+ - - -

Tabelle 5-14: Darstellung der signifikanten Unterschiede der einzelnen Ausprdgungsgrade der
Neoatherosklerose im Tiermodell.

Schaumzellen

Human Keine Luminale Tiefe Lum.& tiefe
Neoathero - Schaumzellen Schaumzellen Schaumzellen
sklerose

Keine _ -

Neoatherosklerose + +

Luminale _ - -

Schaumzellen +

Tiefe

+ - = =

Lum.& tiefe
Schaumzellen

Tabelle 5-15: Darstellung der signifikanten Unterschiede der einzelnen Ausprdgugnsgrade der

humanen Daten.

5.4 OCT Messungen der klinischen Patientenfalle

Da sich, wie in den Ergebnissen bereits angeflihrt, der Index B als geeigneter

Wert fir die Differenzierung von Neoatherosklerose und gesundem Gewebe

dargestellt hat, beschrankt sich die Auswertung der OCT Messungen flr die
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klinischen Patientenfélle aus dem Deutschen Herzzentrum Mlnchen auf eben
diesen.

Die Absolutergebnisse der insgesamt 203 Messungen aus den 6 Patientenfallen
zeigen 66 Einzelmessungen von Neoatherosklerose. 137 der Messungen zeigen
demnach keine Neoatherosklerose.

In Abbildung 5-17 werden die Basischarakteristika der in der Studie
eingeschlossenen Patienten dargestellt. Es zeigt sich bei allen Patienten ein
ausgepragtes kardiovaskulares Risikoprofil. Die linke Koronararterie (LAD) ist
hier haufiger von Restenose betroffen als die rechte Koronararterie (RCA) oder
die Arteria Circumflexa (LCx). Alle Patienten sind ménnlichen Geschlechts und
weisen verschiedenste Vorerkrankungen auf. Beim GroBteil der
eingeschlossenen Patienten wurde die Indikation zur Herzkatheteruntersuchung
mit OCT bei Belastungsdyspnoe gestellt. Ein Patient war beschwerdefrei, es
zeigte sich aber ein auffalliger Befund im Zuge der Ergometrie.

Alter (Mittelwert) 55- 72 (62)
Geschlecht m

Gewicht in kg (Mittelwert) 65.2- 83 (64.2)
GréBe in cm (Mittelwert) 168- 178 (172.7)
BMI in kg/m? 21.5- 28.7 (25.7)
Vorerkrankungen Hypothyresoe (n=1)

Hepatitis A (n=1)

Hepatitis B (n=1)

HIV (n=1)

Lues (n=1)

Medikamenteninteraktion mit Pravastatin/ Prasugrel bei

HAART (n=1)

Blasentumor (n=1)

Depression (n=2)

Niereninsuffizienz Stadium Il (n=1)

LWS- und HWS- Syndrom (n=1)

Nephrolithiasis (n=1)

Plexuslahumg (n=1)

Benigne Prostatahyperplasie (n=1)

ACE- Hemmerunvertraglichkeit
Cardiovaskulare Risikofaktoren Diabetes Mellitus Typ Il (n=5)

Arterielle Hypertonie (n=6)

Hypercholesterindmie (n=6)

Ex- Nikotinabusus (n=3)

Familiare Pradisposition (n=2)
Indikation Thorakale Beschwerden(n=1)

Belastungsdyspnoe NYHA Il (n=4)
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Pathologische Ergometrie (n=1)
Instabile Angina Pectoris (n=1)
Stabile Angina Pectoris (n=1)
Lokalisation Arterie LAD (n=4)
RCA (n=1)
LCx (n=1)
Abbildung 5-17: Basischarakteristika der Teilnehmer (n=6)

Kategorie Haufigkeiten

Keine Neoatherosklerose 137
Neoatherosklerose 66

Summe 203

Tabelle 5-16: Absolutergebnis der
Neoatherosklerose Messungen der klinischen
Patientenfélle im OCT (in %)

Neoatherosklerose in klinischen
Patientenfallen absolut

160
140
120 -
100 -
80 -
60 -
40 -
20 -

Anzahl der Messungen

Keine Neoatherosklerose Neoatherosklerose

Abbildung 5-18: Absolutergebnis der Neoatherosklerose
Messungen der klinischen Patientenfélle im OCT

In den Auswertungen der einzelnen klinischen Falle, siehe Abbildung 5-19 und
Tabelle 5-17, zeigt sich, dass, laut den in dieser Arbeit gesetzten Parametern, in
Fall 2 die meiste Neoatherosklerose (41,67%) im Gefal3 auftritt. Hingegen zeigt
sich in Fall 4 (12,9%) und Fall 5 (14,29%) eine weniger stark ausgepragte
Erkrankung.
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Keine Neoatherosklerose
Neoatherosklerose

Fall 1 61.29 38.71
Fall 2 58.33 41.67
Fall 3 64.71 35.29
Fall 4 87.1 12.9

Fall 5 85.71 14.29
Fall 6 67.49 32.51

Tabelle 5-17: Einzelergebnisse der OCT Messungen der
klinischen Patientenfélle (in %)

Ergebnisse der klinischen Messungen fiir
Neoatherosklerose im OCT (in %)

| | |
Fall 6
! ! |
Fall 5
Fall 4 l l l l m Neoatherosklerose
! ! |
Fall 3 ] | Keine
Fall 2 Neoatherosklerose
Fall 1 l I
| ! ! !

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Abbildung 5-19: Einzelergebnisse der OCT Messungen der klinischen
Patientenfélle

5.5 Limitationen

5.5.1 Neovaskularisation

Im Laufe der Messungen und Analysen stellte sich heraus, dass
Neovaskularisation eine ganz wesentliche Limitation fir die optische
Koharenztomographie als bildgebendes Verfahren zur Detektion von
Neoatherosklerose darstellt. Wie in Abbildung 5-20, zwei Querschnitte humaner

Koronararterien mit ihren korrelierten Bildern aus dem OCT, veranschaulicht, ist
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schon mit bloBem Auge die Limitation zu erkennen. Wahrend die Lumen-nahen
Bereiche der Neointima sowohl bei der Neoatherosklerose als auch bei der
Neovaskularisation sehr hell erscheinen, so nimmt die Lichtintensitat zu den
Stent Struts hin zunehmend ab. Der Grund fiir diesen Intensitatsverlust ist
allerdings in den beiden Entitaten nicht derselbe. Der das Licht abschwéchende
Faktor in der Neoatherosklerose sind die Schauemzellen (obere Bilderreihe; SZ),
wahrend im Fall der Neovaskularisation in einer an sich gesunden und unreifen
Neointima die einsprieBenden GefaBe (untere Bilderreihe; NV) fir den

Intensitatsverlust verantwortlich sind.

Neoatherosklerose

Neovaskularisation

Abbildung 5-20: Vergleich von Neoatherosklerose und Neovalkularisation in zwei Querschnitten
humaner HerzkranzgefédBBe (SZ= Schaumzellen; NV= Neovaskularisation)

5.5.2 Limitation im IndexA (Peak Intensity)

In Tabelle 5-18 sind Mittelwerte und Standardabweichungen fir die Peak
Intensity unter Berlicksichtigung der erstellten Subgruppen dargestellt, um die
Limitation der Neovaskularisation aufzuzeigen. Es zeigt sich in der Gruppe der
.Neovaskularisation ohne Neoatherosklerose” eine Peak Intensity, die sowohl im
Tiermodell als auch in den humanen Autopsiepraparaten den Werten der Gruppe
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der ,luminalen Schaumzellen“ sehr nahe kommt, obwohl! in diesem an sich

gesunden Gewebe keine Schaumzellen zu finden sind.

Human (n= 168) Kaninchen (n= 699)

Auspragungsgrad IndexA - Std.abw. IndexA - Std.abw.
Mittelwert Mittelwert

1: Keine Neoatherosklerose 109,83 (n=91) 29,26 80,72 (n=537) 31,14

2: Luminale Schaumzellen 136,94 (n= 33) 27,99 127,92 (n=11) 22,92

3: Tiefe Schaumzellen 146,44 (n=29) 33,08 100,23 (n= 104) 26.24

4: Lum.& tiefe Schaumzellen 125,99 (n= 4) 5,66 112,87 (n=16) 18,76

5: Neovaskularisation ohne 138,22 (n=11) 11,97 122,36 (n=31) 23,17

Neoatherosklerose

Tabelle 5-18: Mittelwerte und Standardabweichungen der verschiedenen Ausprédgungsgrade flir
den IndexA (Peak Intensity) in humanen Autopsiepréparaten und Tierversuchsgruppen

In Abbildung 5-21 sind die Ergebnisse aus Tabelle 5-18 grafisch abgebildet.
Auch hier zeigt sich die Ahnlichkeit der Ergebnisse der ,Neovaskularisation ohne
Neoatherosklerose* (Saule 5) und der ,Juminalen Schaumzellen“ (Saule 2). Im
Gegensatz dazu lasst sich ein, wenn auch nicht signifikanter, Unterschied der
beiden Gruppen ohne Neoatherosklerose erkennen (Vergleiche S&ule 1 ,Keine
Neoatherosklerose“ und Séule 5 ,Neovaskularisation ohne Neoatherosklerose®).
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Abbildung 5-21: Grafische Darstellung der Limitation der Neovaskularisation
anhand der Peak Intensity (Legende siehe Tabelle 5-18)

In Tabelle 5-19 und Tabelle 5-20 werden die signifikanten Unterschiede der
Ergebnisse dargestellt. Wie bereits beschrieben steht ein ,+“ stellvertretend fur
einen signifikanten Unterschied, wahrend ein ,-“ dagegenspricht.

Die Ergebnisse aus den Messungen zeigen, dass kein signifikanter Unterschied
zwischen dem Auftreten von Neovaskulariation in gesunder Neointima und
Neoatherosklerose gefunden werden konnte.

Zwischen den Auspragungsgraden der Neoatherosklerose und dem gesunden
Gewebe (,Keine Neoatherosklerose) findet sich, wie erwartet, ein signifikanter

Unterschied.
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Neovaskularisation
ohne
Neoatherosklerose

Keine Neoatherosklerose

Neoatherosklerose

Kaninchen

Keine
Neoatherosklerose

Neoatherosklerose + - -

Neovaskularisation
ohne + = -
Neoatherosklerose

Tabelle 5-19: Darstellung der signifikanten Unterschiede der Ergebnisse aus dem Tierversuch
unter Beriicksichtigung der Limitation Neovaskularisation im IndexA

Im Gegensatz zu den Messungen aus den Tierversuchen konnte bei der

Auswertung der humanen Daten kein signifikanter Unterschied zwischen

Neovaskularisation und Neoatherosklerose gefunden werden.

Human Keine Neoatherosklerose | Neovaskularisation
Neoatherosklerose ohne
Neoatherosklerose
Keine +
Neoatherosklerose

Neoatherosklerose

Neovaskularisation
ohne
Neoatherosklerose

Tabelle 5-20: Darstellung der signifikanten Unterschiede der Ergebnisse aus den humanen
Autopsieprdparaten unter Berticksichtigung der Limitation Neovaskularisation im IndexA
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5.5.3 Limitation im IndexB (Attenuation Index)

Wie bereits fir den IndexA beschrieben, so spiegelt sich die Limitation der
Neovaskularisation im gesunden Gewebe auch im IndexB wieder.

Tabelle 5-21 zeigt die Mittelwerte und Standardabweichungen aller Daten flir den
IndexB. Auch hier entsprechen die Werte flr den IndexB in Bereichen der
Neovaskularisation in gesunder Neointima nicht denen des restlichen gesunden
Gewebes sondern eher denen der Neoatherosklerose. Verallgemeinert Iasst sich
sagen, dass Neoatherosklerose in der Regel mit einem negativen Attenuation
Index einhergeht und gesunde Neointima mit einem Positiven. Der Attenuation
Index fir die Gruppe ,Neovaskularisation ohne Neoatherosklerose” ist mit -
1,1452 (humane Daten) bzw. -0,367 (Daten aus dem Tierversuch) jedoch
eindeutig negativ.

Human (n= 168) Kaninchen (n= 699)
Auspragungsgrad IndexB - Std.abw. IndexB - Std.abw.
Mittelwert Mittelwert

1:Keine Neoatherosklerose 1.8498 (n=91) 0.3110 13.451 (n=527) 0.6486

2: Luminale Schaumzellen -1.8059 (n= 33) 0.5164 -0.551 (n=11) 4.5323
3: Tiefe Schaumzellen -1.0551 (n= 29) 0.5509 -1.769 (n= 104) 6.7225
4: Lum.& tiefe Schaumzellen  -1.6610 (n= 4) 1.4834 1.539 (n= 16) 3.7580
5: Neovaskularisation ohne -1.1452 (n= 11) 0.8945 -0.367 (n= 31) 2.6998

Neoatherosklerose

Tabelle 5-21: Mittelwerte und Standardabweichungen der verschiedenen Ausprédgungsgrade flir
den IndexB (Attenuation Index) in humanen Autopsiepréparaten und Tierversuchsgruppen
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Abbildung 5-22: Grafische Darstellung der Limitation der Neovaskularisation anhand des
Attenuation Index (1: Keine Neoatherosklerose; 2: Luminale Schaumzellen; 3: Tiefe
Schaumzellen; 4: Luminale und tiefe Schaumzellen; 5: Neovaskularisation ohne
Neoatherosklerose)

Die signifikanten Unterschiede der Ergebnisse aller Messungen (siehe Tabelle
5-22 und Tabelle 5-23) fiir den IndexB gleichen denen des IndexA. So lassen
sich keine signifikanten Unterschiede zwischen ,Neovaskularisation ohne
Neoatherosklerose“ und ,lJuminale Schaumzellen “ ausmachen.

Auch hier finden sich im Tiermodell signifikante Unterschiede zwischen

,Neovaskularisation ohne Neoatherosklerose” und ,Keine Neoatherosklerose®”.
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Neoatherosklerose

Kaninchen Keine Schaumzellen Neovaskularisation
Neoatherosklerose | (allgemein) ohne
Neoatherosklerose
Keine Neoatherosklerose - + +
Schaumzellen (allgemein) + - -
Neovaskularisation ohne + _ _

Tabelle 5-22: Darstellung der signifikanten Unterschiede der Ergebnisse aus dem Tierversuch
unter Beriicksichtigung der Limitation Neovaskularisation im IndexB

Human Keine Schaumzellen Neovaskularisation
Neoatherosklerose | (allgemein) ohne
Neoatherosklerose
Keine Neoatherosklerose - + -

Schaumzellen (allgemein)

Neoatherosklerose

Neovaskularisation ohne

Tabelle 5-23: Darstellung der signifikanten Unterschiede der Ergebnisse aus den humanen
Autopsiepréparaten unter Berticksichtigung der Limitation Neovaskularisation im IndexB
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6 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war die Etablierung eines Tiermodells zur Untersuchung der
Neoatherosklerose. Dies sollte unter Einbeziehung praklinischer und klinischer
Daten, sowie der Histopathologie und der optischen Koharenztomographie
erfolgen. Zusammenfassend konnten folgende Feststellungen getatigt und
Ergebnisse erzielt werden:
» Die Darstellung und Beobachtung der Neoatherosklerose ist im Tiermodell
maoglich.
 Mit Hilfe der optischen Koharenztomographie kénnen wegweisende
Aussagen Uber die qualitative und quantitative Ausbildung der Neointima
gemacht werden.
* Neovaskularisation stellt eine wesentliche Limitation der Detektion der
Neoatherosklerose mittels OCT dar.

Bislang ist bekannt, dass es sich bei der Neoatherosklerose um eine
Veranderung der Neotintima nach Stentimplantation handelt, die sowohl in BMS
als auch in DES zu finden ist. Hierbei kann sie jedoch deutlich haufiger und auch
friher in DES gefunden werden (DES: 64% vs. BMS 31%; friheste
Veranderungen in DES nach 70 Tagen, in BMS nach 900 Tagen). (Nakazawa et
al.,, 2011) So handelt es sich vor allem in DES bei der Ausbildung von
Neoatherosklerose um einen Prozess innerhalb weniger Monate, die
Pathogenese der verwandten Atherosklerose nimmt im Vergleich mehrere
Jahrzehnte in Anspruch. (Yahagi et al., 2016)

Derzeit geht man von zwei méglichen Erklarungen fur diese rasche Ausbildung
in DES aus: Zum einen steht die Implantation eines Fremdkérpers in das Gefal3
und die damit verbundene chronische Entziindungsreaktion im Mittelpunkt.
(Inoue et al, 2004) Diese Reaktion durfte am ehesten auf die
Polymerummantelung des Stents zurtickzuflihren sein. (Nakazawa, Ladich, Finn,
& Virmani, 2008) Zum anderen steht die verzdgerte Endothelialisierung durch die
medikamentdse Beschichtung des Stents im Mittelpunkt. Dieser Zustand flhrt
zum vermehrten Einwandern von Lipidzellen und inflammatorischen Zellen und

unterhalt so den Entziindungsprozess. (Finn, Joner et al., 2007) Zudem missen
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die durch die Implantation des Metallgerists entstehenden Scherkrafte und
Turbulenzen berlcksichtigt werden, durch welche die Hadmodynamik gestért wird.
Auch dieser Mechanismus kann zum Einwandern von Monozyten in die Intima
fihren und somit eine Neoatherosklerose mitbegriinden. (Otsuka et al., 2012)
Die rasche Restenose in BMS zeichnet sich hingegen durch Gewebe reich an
glatten Muskelzellen sowie Fibrin aus. Diese frilhe neointimale Hyperplasie
ahnelt der GefaBreaktion nach einer Ballonangioplastie. Es zeigen sich in der
Regel allerdings keine atherosklerotischen Veranderungen. (Kimura et al., 2002)
Atherosklerotische Veranderungen werden in BMS erst sehr spat, meist nach
Uber 5 Jahren gefunden. (Ramcharitar et al., 2007; Takano et al., 2009)

Ahnlich der Atherosklerose werden Rauchen, Alter >65 Jahre, arterielle
Hypertonie, Diabetes mellitus und chronische Nierenerkrankungen als
Risikofaktoren fur die Entwicklung einer Neoatherosklerose angesehen.
(Yonetsu et al., 2012)

All dies zeigt, dass in den letzten Jahren viel Wissen Uber die Neoatherosklerose
generiert werden konnte. Dennoch bleiben die wesentlichen Fragen ungeklart,
namlich die nach der Entstehung der Erkrankung. Es existieren mehrere
Theorien, wesentliche Einflussfaktoren scheinen bereits bekannt zu sein, doch
die Antwort bleibt letztlich aus. So wurde in dieser Arbeit nach einem Tiermodell
gesucht, um anhand eines solchen, in Zukunft die Entstehung der
Neoatherosklerose néher untersuchen zu kénnen.

Um hierflr ein geeignetes Tiermodell zu etablieren, wurden drei verschiedene
Tiermodelle, die sich in Dauer der hochdosierten Cholesterinzufuhr und dem
Zeitpunkt der Denudation unterscheiden, mit einander verglichen.

Es zeigt sich sowohl in der rein visuellen Begutachtung der histologischen
Schnitte als auch in der statistischen Auswertung, dass die Gruppe 1
Neoatherosklerose am besten abbildet. Zu berlcksichtigen ist allerdings die
groBe Variabilitdt der Kaninchen im Ansprechen auf die Cholesterin-Diat. Die
gleiche Cholesterin-Diat kann in zwei Kaninchen zu zwei verschiedenen
Ergebnissen fihren. (Kolodgie et al., 1996)

Im Zuge der Analysen der Morphometrie wurden die Korrelationskoeffizienten
nach Pearson ermittelt, um, reprasentativ flr die Messungen von Histologie und

OCT, deren Anpassung zu testen. Hierbei zeigt sich die starkste Korrelation in
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den Messungen der Gruppe 3. Diese Gruppe ist zugleich die der schwéachsten
Auspragung der Neoatherosklerose. Eine diinne und gesunde Neointima macht
die Korrelation zwischen OCT und Histologie sehr einfach, wahrend es
schwieriger wird, die passenden Querschnitte einander zuzuordnen, je dicker
und kranker die Neointima wird. Wie in dieser Arbeit mehrfach gezeigt, flhrt die
Anwesenheit von Schaumzellen zu einem Intensitatsverlust des Lichts und somit
des OCT- Signals. Dies macht es in der Neoatherosklerose oft schwer, Stent
Struts hinter der Neointima zu erkennen. Diese Beobachtung macht die
Korrelation manchmal unmdglich und ist mit Sicherheit auch eine Limitation flr
das Tiermodell.

SchlieBlich werden noch die jeweiligen Cholesterin- Plasma- Werte zu den
Tierversuchsgruppen in den Ergebnissen aufgeflhrt. Zu sehen ist, dass die
Beurteilung der Neoatherosklerose im Score- System sehr gut mit den Blutwerten
korrelieren. Kolodgie et al. postulierten 1996, dass fur das Auftreten von
atherosklerotischen Lasionen mindestens 5000 Cholesterinwochen (Cholesterin-
Plasma- Werte multipliziert mit der Gesamtdauer des Versuchs) notwendig sind.
Dies kann auch auf neoatherosklerotische L&sionen umgelegt werden. Lediglich
Gruppe 1 erreichte diese 5000 Cholesterinwochen.

Ein ebenso wesentlicher Teil dieser Arbeit war die Testung der Optischen
Koharenztomographie zur Detektion der Neoatherosklerose im translationalen
Ansatz.

Neben der OCT stehen heute eine Reihe anderer Verfahren zur invasiven
Bildgebung der KoronargefaBe zur Verflgung, unter anderem der intravaskulare
Ultraschall (IVUS) und die Nahinfrarotspektroskopie (NIRS). Wahrend mit der
OCT eine héhere Auflésung (OCT: 10um; IVUS: 150um) als mit dem IVUS
erreicht werden kann, weist dieser allerdings einer hdhere Gewebspenetration
auf (OCT: 1.0-2.5mm; IVUS: 10.0mm). Durch die hohe Auflésung der OCT ist die
Detektion von kleinen, also frihen, neointimalen Veradnderungen mdglich.
(Suzuki et al., 2008) Mit dem IVUS ist eine Detektion der Neoatherosklerose
entsprechend der geringeren Auflésung erst in spateren Stadien mdglich, in
denen aufgrund der im Vergleich geringen Gewebspenetration andererseits die
Beurteilung mittels OCT oft nicht mdglich ist.
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Auch die NIRS nimmt immer mehr an Bedeutung zu und wird im Zuge von
sogenannten Hybrid- Bildgebungen zur Darstellung von GefaBwanden genutzt.
Dies bedeutet, dass dieses Verfahren in Erganzung zu OCT oder IVUS
angewendet wird. Mit der Nahinfrarotspekiroskopie kénnen durch Anwendung
von Infrarotlicht im Bereich von 780- 2500nm verschiedene Arten von Gewebe
unterschieden werden. (Waxman, Ishibashi, & Caplan, 2007) Mit dem NIRS-
IVUS, einem Kombinationsverfahren aus Nahinfrarotsprekiroskopie und
intravaskularem Ultraschall, wird zur Beurteilung der nativen Atherosklerose ein
Chemogramm erzeugt, in dem lipidreiche Regionen dargestellt werden kdénnen.
(Gardner et al., 2008; Waxman et al., 2009) Neben der auBerdem weiterhin
bestehenden Limitation des IVUS, nur spate Lasionen erkennen zu kénnen, kann
der NIRS- IVUS Léasionen unterhalb eines Stents nicht von solchen oberhalb
unterscheiden. Dementsprechend kann nicht zwischen Neoatherosklerose und
einem alten atherosklerotischen Plaque unterschieden werden. (Madder et al.,
2016) Zudem erfolgte bislang keine Validierung hinsichtlich der Detektion der
Neoatherosklerose flr diese Methode.

Es ist heute méglich mit Hilfe der Optischen Koharenztomographie eine Vielzahl
von Veranderungen der GefaBwéande sichtbar zu machen. So stellt sich eine
frihe Restenose in BMS (nach 3- 8 Monaten) als homogenes Band hoher
Signalintensitat dar. (Yamamoto et al., 2011) In DES wird dieses homogene Band
seltener beobachtet, haufiger spricht man hier von einer geschichteten Neointima
(Gonzalo et al., 2009), wie sie im Zuge dieser Arbeit auch des Haufigeren
beobachtet und mit der Neoatherosklerose in Zusammenhang gebracht werden
konnte.

In Autopsiestudien wurde ein Zusammenhang zwischen ungenigender
Einheilung des Stents in die GefaBwand und Stent- Thrombosen gezeigt. (Finn,
Joner et al., 2007; Joner et al., 2006) Durch die hohe Auflésung der OCT kann
diese mangelnde Einheilung detektiert werden. SchlieBlich ist es auch mdglich
Fehlplatzierungen, eine Malapposition von Stents, darzustellen, welche ebenso
zunehmend mit dem Auftreten von spaten Stent- Thrombosen in Verbindung
gebracht werden. (Daemen et al., 2007; Guagliumi et al., 2012; Kang et al., 2013)
Wie bereits durch Malle et al. gezeigt wurde, existiert mit der OCT eine Methode,
durch die Gewebe auch qualitativ beurteilt werden kann. Insbesondere konnte in
der Studie aus 2013 gezeigt werden, dass die Unterscheidung zwischen ,reifer”
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und ,unreifer” Neointima mit der OCT mdéglich ist. Die Messungen erfolgten hier,
wie auch in dieser Arbeit, nach der Methode der Grauwertbestimmungen. (Malle
et al., 2013)

Ziel dieser Arbeit war, neben der Etablierung des neuen Tiermodells, auch die
Anwendbarkeit der OCT in diesem zur Unterscheidung zwischen
Neoatherosklerose und gesunder Neointima zu prifen.

Innerhalb der Optischen Koharenz Tomographie wurden IndexA (Peak Intensity)
und IndexB (Attenuation Index) als potenzielle Surrogatparameter der
Neoatherosklerose getestet. Dabei hat sich gezeigt, dass mit Hilfe dieser beiden
Parameter Neoatherosklerose detektiert werden kann, jedoch eine
Differenzierung der Auspragungsgrade innerhalb der Neoatherosklerose nicht
maglich ist.

Dies lasst sich aus Tukeys HSD- Test auf signifikante Unterschiede zwischen
den einzelnen Auspragungsgraden erkennen. So kann unter anderem mittels
beider Indexe Neointima mit luminalen Schaumzellen nicht von solcher mit
luminalen und tiefen Schaumzellen unterschieden werden. Dies kann am friihen
Intensitatsverlust des Lichtsignals liegen: Sind luminale Schaumzellen
vorhanden, so wird das Signal zum Stent Strut hin immer schwacher und so
kénnen tiefe Schaumzellen gar nicht mehr wahrgenommen werden. Dieser
Umstand resultiert schlieBlich in nicht- signifikanten Unterschieden dieser beiden
Auspragungsgrade.

Des Weiteren konnten im Zuge der finalen Analysen Unterschiede zwischen
humanen Ergebnissen und solchen aus den Tierversuchen beobachtet werden.
Sowohl im IndexA als auch im IndexB weichen die Ergebnisse zwischen den
beiden Gruppen zum Teil deutlich voneinander ab. Die Erklarung flr diese
Beobachtung kdnnte in den verschiedenen Speicherformen des Cholesterins
liegen. In der Publikation von Guyton und Klemp et al. wurde 1994 die Verteilung
von Cholesterin in friihen atherosklerotischen Lasionen der humanen Aorta,
sogenannten fatty streaks®, beschrieben. (Guyton & Klemp, 1994) Diese frihe
Form der Atherosklerose mit einer hohen Prasenz an Schaumzellen gleicht
histopathologisch sehr stark der Neoatherosklerose und soll an dieser Stelle zum
Vergleich herangezogen werden. So sind in diesen Lasionen nur 39% des
Gesamtcholesterins in freier Form zu finden, wahrend 61% verestert vorliegen.

(Rosenfeld et al., 1988) Dies steht im klaren Gegensatz zur Cholesterinverteilung
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in Kaninchen-Lasionen, in denen Cholesterin zum Gberwiegenden Teil in freier,
unveresterter Form vorliegt. (Kolodgie et al., 1996) Diese Unterschiede kénnen
schlieBlich auch in unterschiedlichen Intensitatsveranderungen des OCT- Lasers
resultieren, wenn dieser durch das GefaBgewebe strahlt, und so zu
verschiedenen Ergebnissen von IndexA und IndexB in Mensch und Kaninchen
fihren.

Ein groBer Unterschied kann in der Analyse des IndexB fir die Gruppe ,Keine
Neoatherosklerose® gefunden werden. Dieser Unterschied beruht vermutlich
nicht nur auf der Cholesterinverteilung sondern auch auf den teils sehr kleinen
Messbereichen, den definierten Regions of Interest. Im Zuge der Messungen
werden diese im OCT- Bild, wie in der Methodik beschrieben, durch das
Markieren eines bestimmten Bereiches mit Hilfe eines Balkens, der wie eine Linie
vom Lumen bis zur Stentebene gezogen werden kann, definiert. Ist die Neointima
allerdings sehr diinn, ergibt sich eine sehr kleine Region of Interest. Da die
Software Imaged eine bestimmte Anzahl an Punkten pro Flache misst, werden
somit bei einer kleinen Region auch nur sehr wenige Punkte gemessen. Dies
erklart potentielle falsch hohe Ergebnisse. In den humanen Autopsieféllen gab es
keine derart kleinen Regions of Interest, da die Neointima, gesund oder erkrankt,
stets dicker war als im Tiermodell.

Eine wesentliche Limitation der Optischen Koharenztomographie stellt die
Neovaskularisation dar. Wie in den Ergebnissen bereits veranschaulicht wurde,
ist diese ohne den Goldstandard der Histopathologie, welche im Patienten in der
Klinik nicht zu Verfiigung steht, mit der OCT nicht von der Neoatherosklerose zu
unterscheiden. Neovaskularisation kann als Reaktion auf die Stentimplantation
auch innerhalb einer gesunden Neointima gebildet werden und hat dort keinerlei
klinische Relevanz. Durch die Eréffnung des Stents mit Hilfe eines Ballons, wird
das behandelte Gefa3 einem groBen Druck ausgesetzt. Das EinsprieBen der
kleinen Blutgefal3e in die Neointima kann als Zeichen dieser Belastung wahrend
der Implantation gedeutet werden. Dennoch kann sich im Verlauf nach der
Implantation eine gesunde Neointima entwickeln.

Das Auftreten der GefaBe wird mit Hilfe der OCT allerdings sehr &hnlich
dargestellt wie das Vorhandensein von Schaumzellen. Falsch positive
Ergebnisse sind das Resultat.
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SchlieBlich muss noch erwahnt werden, dass die Fallzahl der humanen
Autopsiepréparate zu gering ist, um von einer Validierung dieser Methode
sprechen zu kénnen.

Neben der hier beschriebenen Neovaskularisation sind noch weitere derzeit
bekannte Limitationen zu nennen. In einer histopathologischen Studie Uber die
Differentialdiagnosen in der Interpretation der optischen Koharenztomographie,
zeigten Lutter et al. 2016 eine Vielzahl an Limitationen auf. So zeigte sich eine
homogene Zusammensetzung der Neointima in der OCT bei der Kontrolle mit
den Kkorrelierten histologischen Praparaten haufig als Anreicherung glatter
Muskelzellen, Proteoglykanen und Kollagen, jedoch wurden auch organisierte
Thromben gefunden, welche in der OCT ebenso homogen wirkten. Wurde in der
OCT eine Schichtung der Neointima gefunden, so wurde in der Histopatholgie
neben Neovaskularisation und Kalzifikation auch das Auftreten von Gewebe,
reich an Proteoglykanen und glatten Muskelzellen gefunden. Desgleichen
konnten abgeheilte neointimale Rupturen und Erosionen nachgewiesen werden.
Eine starke oberflachliche Ausléschung kann ebenso das Vorhandensein von
luminal eingewanderten Makrophagen bedeuten, wie das eines nekrotischen
Kerns. Auch auf der Stentstrebenebene konnten solche Unterschiede beobachtet
werden. So kann ein stark abgedunkelter Bereich um den Strebenbereich sowohl
als Neovaskularisation, aber auch als hypersensitive Vaskulitis oder massive
Akkumulation von Inflammationszellen gedeutet werden. (Lutter et al., 2016) Es
zeigten sich dementsprechend Limitationen mit weitreichenden Konsequenzen.
Ein Beispiel: Wa&hrend im Rahmen eines oberflachlichen hohen
Intensitatsverlustes eine Ansammlung luminaler Schaumzellen eher als Korrelat
einer frihen Neoatherosklerose zu werten sind, ware der differentialdiagnostisch
maogliche nekrotische Kern ein Zeichen der weit fortgeschrittenen Erkrankung mit
einem  potentiellen  Rupturrisiko. Ebenso kann eine  geschichtete
Zusammensetzung der Intima Zeichen einer geheilten Ruptur darstellen, jedoch
ist auch das Vorhandensein von Neovaskularisation oder Kalzifikation méglich.
Unter Berlcksichtigung, dass Letztere fir die Neoatherosklerose keinen
pathologischen Wert darstellen, eine geheilte Ruptur aber einen sehr
fortgeschrittenen Krankheitsverlauf bedeutet, ist auch hier eine Einschrankung
dieses Verfahrens gegeben.
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Zuletzt soll schlieBlich auf den Ausblick in die Zukunft eingegangen werden.

Zu aller erst ist zu sagen, dass das hier entwickelte Tiermodell weiter getestet
und angepasst werden muss. Die beschriebene Gruppe 1 mag gute Resultate
zeigen, diese spiegeln allerdings nach wie vor nicht die Neoatherosklerose in
ihrer Auspragung im humanen Gefa3 wieder. Dementsprechend wird eine Studie
bendtigt, um die molekularbiologischen Unterschiede der intravasalen
Lipidspeicherung zwischen Mensch und Kaninchen offenzulegen, denn nur so
kann die menschliche Neoatherosklerose auch im Kaninchenmodell endgultig
verstanden werden.

Auch der Vermessungsprozess in der Grauwertanalyse der Optischen
Koharenztomographie bedarf weiterer Arbeit und einheitlicher Regelungen. Die
Messungen selbst sind langwierig und unterliegen in vielerlei Hinsicht dem Urteil
des Durchfiihrenden. Die falsch hohen Werte bei geringer neointimaler Dicke
kénnen nur durch zusatzliche Gutekriterien, wie einer Mindestanzahl an in die
Berechnung einzuschlieBenden Pixel, vermieden werden. Nur durch eine
Vereinfachung und einer Vereinheitlichung kann die Grauwertanalyse im
klinischen Alltag einsetzbar werden.

Mit der Entwicklung der Mikro- Optischen Koharenztomographie (WOCT), zeigen
sich derzeit neue Einblicke in eine Weiterentwicklung der Technik mit einer
Auflésung von 1um. (Kashiwagi et al., 2014) Wahrend mit der regularen OCT
eine Gewebsbeschaffenheit anndhernd interpretiert werden kann, so ist mit der
MOCT die Darstellung einzelner Makrophagen und deren eingelagerten
Cholesterinkristallen méglich. Dieses vielversprechende Verfahren befindet sich
derzeit ebenso in der praklinischen Testphase, wie der Nahinfrarotfluoreszenz-
IVUS (NIRF-IVUS). Hierbei handelt es um ein kombiniertes Verfahren aus
intravaskularem Ultraschall und einer Fluoreszenzmessung im
Nahinfrarotbereich (650- 900nm). Hierbei werden fluoreszierende Stoffe wie
Indocyaningriin, intrakoronar verabreicht und binden schlieBlich an die
lipidgeladenen Makrophagen der neo- bzw. atherosklerotischen GeféaBwand.
Durch kombinierte Fluoreszenz- und Ultraschallkatheter kann somit eine
Bildgebung auf molekularer Ebene erfolgen. (Abran et al., 2015)
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7 Zusammenfassung

Die Neoatherosklerose ist eine neuartige Erkrankung der Herzkranzgefal3e nach
Stentimplantation. Die mit dieser Krankheit einhergehenden Veranderungen der
Neointima sind jedoch auch ein Zeichen der Progression der zugrundeliegenden
Atherosklerose. Das Ziel dieser Studie war die Etablierung eines neuen
Tiermodells  (Kaninchen), um die Neoatherosklerose in Zukunft genauer
untersuchen zu kénnen. Zum anderen sollte die optische Koharenztomographie
(OCT) als bildgebende diagnostische Untersuchungsmethode getestet werden.
Zu diesem Zweck wurden 15 Kaninchen aus 3 verschiedenen Tiermodellen und
6 humane Autopsiefalle hinsichtlich des Auftretens und der Auspragung von
Neoatherosklerose untersucht. Die 3 praklinischen Tiermodelle unterschieden
sich durch deren Cholesterin- Diat und den Zeitpunkt der Denudation. OCT Bilder
und histologische Schnitte wurden co-registriert und hinsichtlich des
Auspragungsgrades der Neoatherosklerose in Gruppen eingeteilt und
untersucht, um diesen spezifische Werte fur IndexA (Peak Intensity) und IndexB
(Attenuation Index) zuzuordnen.

Die Auspragung der Neoatherosklerose war signifikant starker in derjenigen
Tierversuchsgruppe, welche einer langen hochprozentigen Cholesterindiat und
einer spaten Denudation unterzogen wurde.

Der Cut-Off-Wert der Peak Intensity zur Detektion der Neoatherosklerose in den
humanen Autopsieféllen lag bei 117,98 (Spezifitat: 59,80%; Sensitivitat: 75%)
und bei 95,99 im Tiermodell (Spezifitat: 62,11%; Sensitivitat: 72,90%). Ein
Attenuation Index von -0,7345 (Spezifitat: 84,31%; Sensitivitat: 77,38%) in
humanem Gewebe und 0,2414 in Kaninchengewebe (Spezifitat: 89,83%;
Sensitivitat: 45,16%) sprach flir Neoatherosklerose.

Desweiteren konnte in der Neovaskularisation in Gewebe ohne
Neoatherosklerose eine wesentliche Limitation fiir das OCT gefunden werden.
Demnach ist es mdglich, neoatherosklerotische Lasionen im Kaninchenmodell
durch hohe Cholesterinzufuhr und Schadigung des Endothels durch wiederholte
Denudation nach Stent Implantation nachzubilden.

Eine Detektion von Neoatherosklerose mit Hilfe des OCT’s ist mdglich, jedoch
wird diese durch das Vorhandensein von Neovaskularisation limitiert. Eine
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Unterscheidung zwischen verschiedenen Ausbildungsgraden innerhalb der
Neoatherosklerose ist nicht mdglich.
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8 Summary

Neoatherosclerosis has been recognized as important disease entity,
representing an additional manifestation of atherosclerotic disease found in
nascent neointimal tissue in the aftermath of stent implantation. This study aimed
to establish a novel animal model of neoatherosclerosis and to investigate the
feasibility in detecting neoatherosclerosis using optical coherence tomography
(OCT).

Stented arteries of 15 rabbits in 3 different study groups and 6 autopsy cases with
neoatherosclerosis were evaluated. The 3 different preclinical study groups
differed in the sequence of vascular interventions and duration of cholesterol diet.
OCT frames and histological cross sections were co-registered and
neoatherosclerotic changes assessed using computational modelling of peak
intensity and attenuation index of OCT light.

The presence of neoatherosclerosis was significantly increased in rabbits with
long-term high dose - cholesterol diet and repeat denudation of the endothelial
layer.

The cut-off in peak intensity for detecting neoatherosclerosis in human autopsy
cases was 117.98 (Specificity: 59.80%; Sensitivity: 75%) and 95.99 in rabbits
(Specificity: 62.11%; Sensitivity: 72.90%). The attenuation index was -0.7345
(Specificity: 84.31%; Sensitivity: 77.38%) in humans and 0.2414 in rabbits
(Specificity: 89.83%; Sensitivity: 45.16%).

Furthermore neovascularisation in tissue without neoatherosclerosis remains an
important limitation of detecting neoatherosclerosis with optical coherence
tomography.

In conclusion neoatherosclerotic lesions can be established in a preclinical rabbit
model of hypercholesterolemic feeding and repeat arterial denudation.

While the detection of neoatherosclerotic change was feasible using OCT
imaging, limitations remain in the differentiation of advanced stages of

neoatherosclerosis.
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9.5 Implantationsmatrix des Tierversuchs

Tiernummer Studientyp  Zeitpunkt Start 1% Denudation Wechsel zu 2. Denudation ~ Datum der
CHO + Stent .025% CHO Explantation
Implantation
1 328 LM 91 Tage 10.10.2013 17.10.2013 14.11.2013 12.12.2013 09.01.2014
2 329 LM 91 Tage 10.10.2013 17.10.2013 14.11.2013 12.12.2013 09.01.2014
3 330 LM 91 Tage 10.10.2013 17.10.2013 14.11.2013 12.12.2013 09.01.2014
4 331 LM 91 Tage 10.10.2013 17.10.2013 14.11.2013 12.12.2013 09.01.2014
5 332 LM 91 Tage 10.10.2013 17.10.2013 14.11.2013 12.12.2013 09.01.2014
6 333 LM 91 Tage 10.10.2013 18.10.2013 14.11.2013 14.11.2013 09.01.2014
7 334 LM 91 Tage 10.10.2013 18.10.2013 14.11.2013 14.11.2013 09.01.2014
8 335 LM 91 Tage 10.10.2013 18.10.2013 14.11.2013 14.11.2013 09.01.2014
9 336 LM 91 Tage 10.10.2013 18.10.2013 14.11.2013 14.11.2013 09.01.2014
10 337 LM 91 Tage 10.10.2013 18.10.2013 14.11.2013 14.11.2013 09.01.2014
11 338 LM 91 Tage 10.10.2013 15.11.2013 17.10.2013 13.12.2013 10.01.2014
12 339 LM 91 Tage 10.10.2013 15.11.2013 17.10.2013 13.12.2013 10.01.2014
13 340 LM 91 Tage 10.10.2013 15.11.2013 17.10.2013 13.12.2013 10.01.2014
14 341 LM 91 Tage 10.10.2013 15.11.2013 17.10.2013 13.12.2013 10.01.2014
15 342 LM 91 Tage 10.10.2013 15.11.2013 17.10.2013 13.12.2013 10.01.2014

9.6 Protokolle zur Herstellung von Farbelosungen

9.6.1 Loésungen fiur die Movat Pentachrom- Farbung

9.6.1.1 Working Hematoxylin- Lésung

- 30 ml 10 % alkoholisches Hamatoxylin
- 30 ml 96 % Ethanol

- 30 ml 10 % Eisen-IlI-Chlorid
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- 30 ml Verhoeff's Jod-Lésung
- 10 % alkoholisches Hamatoxylin
- 10 g Hamatoxylin
- 100 ml 100 % Ethanol
- Verhoeff's Jod-Lésung
- 2 g Jodkristalle
- 4 g Kaliumjodid
- 100 ml deionisiertes Wasser
- 10 % bzw. 2 % Eisen-llI-Chlorid
- 10 g bzw. 2 g Eisen-IlI-Chlorid

- 100 ml deionisiertes Wasser

9.6.1.2 Natriumthiosulfat

- 5 g Natriumthiosulfat

- 100 ml deionisiertes Wasser

9.6.1.3 1% Alzianblau

- 1 g Alzianblau

- 100 ml 1 % Essigsaure
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9.6.1.4 Woodstain Scarlet Working Solution

- 80 ml der Lésung ,A"

- 20 ml der L6ésung ,B* o Lésung,A®
- 0,1 g Crocein Scarlet
- 99,5 ml deionisiertes Wasser
- 0,5 ml Eisessig
- Lésung ,B*
- 0,1 g Acid Fuchsin
- 99,5 ml deionisiertes Wasser

- 0,5 ml Eisessig

9.6.1.5 0,5% Essigsaure

- 0,5 ml Eisessig

- 99,5 ml deionisiertes Wasser

9.6.1.6 5% Phosphorwolframsaure

- 5 g Phosphorwolframsaure

- 100 ml deionisiertes Wasser

9.6.1.7 alkoholische Safran- Lésung

- 6 g Safran du Gatinais
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- 100 ml 100 % Ethanol

gut vermischen, Lésung Uber Nacht stehen lassen und am nachsten Tag
dekantieren

9.6.2 Losungen fur die Hamatoxylin- Eosin- Farbung

9.6.2.1 Eosin Y/Phloxine B Working Solution

- 100 ml 1 % Eosin Y Stammlésung

- 10 ml 1 % Phloxin B StammI&sung

- 780 ml 95 % EtOH

- 4 ml Eisessig

-1 % Eosin Y Stammlésung

-1 g Eosin Y, wasserléslich

- 100 ml deionisiertes Wasser

- 1 % Phloxin B Stammlésung

- 1 g Phloxin B

- 100 ml deionisiertes Wasser

9.6.2.2 Ammoniumwasser

4-5 Tropfen konzentriertes Ammoniumhydroxid in 1000ml Leitungswasser

[6sen
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9.7 Protokoll zur Herstellung von MMA- Losungen

Herstellung des MMA-Polymerisationsgemisches:
- 200 ml Methylmethacrylat
- 7 g getrocknetes Benzoylperoxid Pulver

- 50 ml Nonylphenyl-polyethylenglykol Acetat

9.8 Protokoll zur Herstellung von Haupt’s Adhasions
Reagenz

- 1 g Gelatine in 100 ml Aqua dest bei 30 °C lésen
- 2 g Phenol
- 15 ml Glycerol
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