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Tab. 1: Im Text verwendete Abkurzungen.

ABC Komplex

AEC 3-Amino-9-Athycarbazol
o-SM-Aktin Alpha-Smooth-Muscle-Aktin
Co. Control

D Draht des Stent

EEL Vessel area

Fr. French

GDP Guanosin-5-Diphosphat

GTP Guanosin-5-Triphosphat

HE Hamalaun-Eosin-Farbung

ICR Intercostalraum

In. Inch

L Lumen

M Media

NA Neointimal area

NI Neointima

PAS Percent area stenosis

PTCA Perkutane transluminal Koronarangioplastie
PDGF-A Platelet derived Growth Factor
r2 Regressiongerade

RIVA Ramus interventricularis anterior

SMC-Proliferation

Smooth Muscle cell-Proliferation

TIMI

Thrombolysis in Myocardial Infarction atrial (Einteilung fur
KoronarfluR-Verhéltnisse)

TIMI 1

GefaRverschlul

TIMI 2

Verzogerter Koronarflufd

TIMI 3

Normaler KoronarflufR




1. Einleitung

Im Jahre 1929 offnete der damals 25 Jahre alte Chirurg FORSSMANN eine
Vene seines linken Armes, fuhrte einen Ureterkatheter ein und lief sodann mit
dem Katheter im rechten Vorhof seines eigenen Herzens in die radiologische
Abteilung der Klinik, um die Lage der Katheterspitze mit einer
Rontgenaufnahme zu dokumentieren. Die erste ,Herzkatheteruntersuchung“ am
lebenden Menschen hatte stattgefunden, und FORSSMANN erhielt 1956 den
Nobelpreis (FORSSMANN 1929).

Schon 1844 war die Katheterisierung eines Herzens zum ersten Mal gelungen,
als BERNARD einen Katheter tber die Vena jugularis und Arteria carotis in den
rechten und linken Ventrikel eines Pferdes vorschob (COURNAND 1975). Erst
im Jahre 1977 jedoch wurden aus den bisher nur zu diagnostischen Zwecken
genutzten Herzkathetern therapeutische Instrumente, nachdem GRUNTZIG die
erste koronare Ballondilatation am Menschen durchgefihrt hatte. Damit begann
die Ara der nichtchirurgischen interventionellen Kardiologie (GRUNTZIG 1978,
1979, BAIM 1992).

Vor dem Hintergrund, dal3 die koronare Herzerkrankung die haufigste zum
Tode fuhrende Erkrankung in der westlichen Welt ist, fand die perkutane
transluminale Koronarangioplastie (PTCA) eine rasche Verbreitung und ist
heute zu einem Standardtherapieverfahren geworden. Uber 600 000
Angioplastien zur koronaren Revaskularisation sind allein im Jahre 1993
weltweit durchgefuhrt worden (BAIM 1992).

Durch steigende Erfahrung und rasante Fortschritte in der Technologie
verbesserten sich die Akutergebnisse der PTCA stetig, und so liegt die primére
Erfolgsrate heute bei weit Uber 90 %. Ein erhebliches Problem ist jedoch das
Wiederauftreten der priméar erfolgreich dilatierten Stenosen. Mit einer

Rezidivquote von 20 - 50% stellt die sogenannte Restenose die Hauptlimitation
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dieses Verfahrens dar und ist deshalb in den letzten Jahren in den Mittelpunkt
des wissenschatftlichen Interesses gertickt (POPMA et al. 1991).

Fur das Verstandnis der Restenoseentstehung ist freilich die Kenntnis der
Mechanismen, die zur Stenose gefuhrt haben, unabdingbar. Trotz intensivster
Forschung bleiben jedoch viele Fragen zur Entstehung und Progredienz der
Arteriosklerose bis heute unbeantwortet (SCHWARTZ et al. 1992, SHAH u.
AMIN 1992, WILENSKY et al. 1995).

Ubereinstimmend wird heute eine initiale Endothelschadigung als
Voraussetzung fur die Entstehung arteriosklerotischer Lasionen angesehen.
Das Spektrum der Schadigungen reicht hierbei von Anderungen in der
Permeabilitat des Endothels bei abnormer Blutzusammensetzung bis zum
kompletten Endothelverlust durch mechanische Einwirkung. Somit kénnen die
schadigenden Einflisse metabolischer, toxischer, immunologischer und
mechanischer Natur sein. Unabh&ngig von der Art der Schadigung aber reagiert
das Endothel mit der Expression von Wachstumsfaktoren und interagiert dabei
mit Thrombozyten, Monozyten und glatten Muskelzellen, die ihrerseits eine
Vielzahl an Zytokinen und Wachstumsfaktoren abgeben. Dieses hochkomplexe
Wechselspiel aus gegenseitiger Beeinflussung und Aktivierung resultiert
schliesslich in einer gesteigerten Migration und Proliferation von glatten
Muskelzellen. Dies fuhrt zu vermehrter Produktion von extrazellularer Matrix,
intimaler Hyperplasie und damit zur Stenose (ROSS u. GLOMSET 1976, ROSS
1986, KARSCH 1992, LIBBY et al. 1992, SHAH u. AMIN 1992, WILENSKY et
al. 1995).
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Thrombozyten
anlagerung

Endothel-
schidigung

Gefiliverletzung Migration und
durch Proliferation von
Ballondilatation - glatten Muskelzellen

Einwanderung

von
Makrophagen

Zeitachye

Abb. 1: Vereinfachte Ubersicht tber die ,Reaktion auf Verletzung* die letztendlich
zur Restenose fuhrt. Nach initialer Verletzung kommt es zu einem
hochkomplexen Wechselspiel verschiedener Faktoren, welches dann

nach gemeinsamer Endstrecke im Auftreten einer Restenose resultiert.

Beim restenotischen Prozess scheint die Reaktion des Gefasses auf Verletzung
relativ vergleichbar abzulaufen, unabhéangig von der auslésenden Schéadigung.
Wegen des starken mechanischen Traumas durch die PTCA missen jedoch
bei der Entwicklung der Restenose auch Wundheilungsprozesse und adaptive
Vorgange wie die Schrumpfung des Uberdehnten Gefasses beriicksichtigt

werden.

Restenoseentstehung nach Ballonangioplastie wurde lange Zeit ausschlieRlich
auf eine vermehrte Neointimaentwicklung zurickgefihrt. In humanen und
tierexperimentellen Untersuchungen konnte jedoch gezeigt werden, dal3 das
geometrische Remodeling ebenfalls einen wesentlichen Einflud auf die
Restenoseentstehung hat (DE SMET et al. 1998). Im Rahmen des
geometrischen Remodeling spielt die Gefal3riickstellkraft (Elastic Recoil) eine

entscheidende Rolle, sie ist definiert als der Unterschied zwischen
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GefalRdurchmesser bei inflatiertem Ballon und dem postinterventionellen
GefalRdurchmesser. Das AusmalR des Elastic Recoil ist abhéngig von den
plastischen Eigenschaften der Plaque und der Gefal3wand. Der Grol3teil des
Elastic Recaoil tritt innerhalb von 30 Minuten nach der PTCA auf, kann mit einer
bis zu 50% Lumenreduktion einhergehen und tritt haufiger nach einer PTCA
von exzentrischen oder ostialen Stenosen auf (FISHMAN et al. 1994). Die
andere wichtige Komponente des geometrischen Remodeling ist das positive
bzw. negative Remodeling im Sinne einer Lumenerweiterung bzw. -verengung

als Antwort des GefalRes auf die Intervention.

In Europa und den USA werden zur Zeit bei ca. 60-70% der koronaren
Interventionen Stents implantiert. Es konnte gezeigt werden, dal} Stents in
bestimmten GeféRlokalisationen die Restenoserate senken konnten. In zwei
Studien (RENSING et al. 1960, SERRUYS et al. 1994) wurde Uber eine
angiographische Restenoserate von 20 und 30% berichtet. In diesen Studien
wurden kurze, de-novo-Lasionen in nativen Koronararterien behandelt. Stents
verhindern das negative Remodeling und heben weitgehend das Elastic recoil
auf. Jedoch fuhrt die Implantation eines Stents initial zu einer erheblichen
Entzindungsreaktion. AnschlieBend kommt es zu einer ausgepragten
Proliferation glatter Muskelzellen und der Einwanderung in das Stentlumen.
Bislang zeigten alle Stents ein solches Verhalten. Die Behandlung der In-stent-

Restenose ist bislang ein ungeklartes Problem.

Fur eine Prophylaxe und mdgliche Therapie der In-stent-Restenose gibt es
verschiedene  Ansatzpunkte. Neue interventionelle  Verfahren  wie
Laserangioplastie, Rotablation, Atherektomie und Stentimplantation sowie
zahlreiche medikamentdose Massnahmen wurden in den letzten Jahren im

klinischen Einsatz erprobt.

Obwohl im Tierversuch oft vielversprechend, erfillten die bisher in klinischen
Studien am Menschen systemisch eingesetzten Medikamente die Erwartungen

nicht. Ein Hauptgrund hierfur ist sicherlich die im Vergleich zum Tierversuch 10-
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70-fach niedrigere Dosis bei der humanen Anwendung. Mdgliche schwere
systemische  Nebenwirkungen und eine lokal nicht ausreichende
Wirkstoffmenge limitierten somit bisher die medikamenttse Therapie (POWELL
et al. 1991, HANKE u. KARSCH 1992, WILENSKY et al. 1995).

In juingster Zeit entwickelte sich wissenschaftlich das Interesse an einer lokalen
Applikation mdoglicher Wirkstoffe direkt an den Ort der Intervention. Mit dem
porosen Ballonkatheter steht seit kurzem fur eine solche Therapie ein
Instrument zur Verfigung, das die erforderlichen Eigenschaften aufweist. Unter
Druck wird die Wirkstofflosung Uber die Applikationsoffnungen des Katheters
direkt in die Gefasswand injiziert mit dem Vorteil einer hohen
Wirkstoffkonzentration vor Ort, minimierten systemischen Nebenwirkungen und
maoglicherweise einem verlangerten Verbleiben der Substanz an der
gewilnschten Stelle (WOLINSKY u. THUNG 1990, WILENSKY et al. 1991,
GIMPLE et al. 1992, HONG et al. 1993, FRAM et al. 1994, LINCOFF et al.
1994).

Thema der vorliegenden Arbeit ist es, die lokale Medikamentenapplikation
mittels eines Doppelballon-Katheters auf ihre Sicherheit und Wirksamkeit hin zu
untersuchen. Als Wirkstoff wurde das antimitotisch wirksame Medikament
Paclitaxel gewahlt.

Das antimitotisch wirksame Medikament Paclitaxel beeinfludt den
Gleichgewichtszustand im Zytoskelett, in dem es die Bildung ungewohnlich
stabiler Mikrotubuli férdert und ihre Depolymerisation hemmt. Dadurch werden
mehrere zellulare Funktionen wie Proliferation, Migration und Signaltibertragung
beeinfluRt. Selbst nach einmaliger Kurzzeitapplikation bewirkt Paclitaxel in der
Zellkultur eine sehr wirksame und lang anhaltende Hemmung der Proliferation
und Migration von glatten Muskelzellen (AXEL et al. 1997).
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Diese Eigenschaften machen Paclitaxel zu einem vielversprechenden
Medikament in der Restenose-Therapie Uber lokaler Applikation. Man erreicht
mit diesem Medikament eine hohe lokale Wirkstoffkonzentration am
Interventionsort.  Zuséatzlich hat Paclitaxel einen lang anhaltenden
inhibitorischen Effekt auf die Muskelzell-Proliferation und Migration in der Media
der GefalRwand, hierbei bleiben die systemischen Nebenwirkungen recht

gering.

Bei der Handhabung dieses Medikamentes gibt es aber auch einige bisher nicht
befriedigend  geloste  Probleme: Mit  den  bisher  vorhandenen
Applikationssystemen ist es recht schwierig, einen hohen Wirkstofftransfer in
die Gefallwand zu erreichen. Und je nach verwendetem System (z.B. poroser
Ballonkatheter) kann es zu zusatzlicher Schadigung der GefalBwand kommen.
Unter diesen Umstanden scheint es wichtig zu sein, eine derartige Kombination
aus Medikament und Applikationssystem zu finden, die diese erwahnten
Nachteile soweit wie moglich behebt.

Die lokale Medikamentenapplikation ist ein neues Therapieverfahren, und die
experimentellen Erfahrungen mit Doppelballon-Katheter sind noch sehr gering.
Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb, die Wirksamkeit der lokalen
Applikation von Paclitaxel nach Stentimplantation bei Schweinen im Vergleich

zu einer Kontrollgruppe ohne Paclitaxel-Behandlung zu untersuchen.
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2. Literaturibersicht

2.1. Paclitaxel

2.1.1. Einfuhrung

Paclitaxel (Taxol " , Bristol-Myers, Squibb, England) ist eine organische
Verbindung und der erste Wirkstoff aus der Klasse der Taxane, der sich als
antineoplastisch erwiesen hat (DOUROS u. SUFFNESS 1978, 1981,
NATIONAL CANCER INSTITUTE 1990, CHABNER 1991). Der Wirkstoff von
Paclitaxel wurde im Jahre 1967 aus der Rinde der pazifischen Eibe, Taxus
brevifolia, isoliert. 1971 gelang es WANI et al., die Strukturformel von Paclitaxel
zu identifizieren und die zytotoxische Wirkung gegen verschiedene murine

Tumoren nachzuweisen.

Die weitere Erforschung dieser Substanz erfolgte aus zwei Grinden sehr
langsam: Zum einen war es zunachst nicht moglich, den Wirkstoff Paclitaxel in
gréReren Mengen zu isolieren, zum anderen war, aufgrund der sehr geringen
Wasserl6slichkeit von Paclitaxel, die Entwicklung einer klinisch anwendbaren
galenischen Formulierung schwierig (DENIS u. GREENE 1988, DEUTSCH et
al. 1989, ROWINSKY et al. 1990, BORMANN 1991). Die jetzigen
Forschungsarbeiten konzentrieren sich vor allem auf neue Verfahren zur
Gewinnung von Paclitaxel auf synthetischem Wege. So wird Paclitaxel heute
schon aus einer Vorstufe, die aus nachwachsenden Pflanzenteilen (Nadeln und
Asten) anderer Eibenarten (z. B. Taxus baccata) isoliert wird, synthetisch
hergestellt (APPENDINO et al. 1993).

Erst 1979 wurde der eigentliche Wirkungsmechanismus von Paclitaxel
aufgeklart. Im Vergleich zu bisher bekannten antineoplastisch wirksamen
Substanzen verfugt Paclitaxel uber einen vollig neuartigen
Wirkungsmechanismus (SCHIFF u. HORWITZ 1981, HORWITZ et al. 1982).

Paclitaxel fordert Aggregation von Mikrotubuli aus Tubulindimeren und
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stabilisiert die Mikrotubuli durch Hemmung ihrer Depolymerisation. Aul3erdem
induziert Paclitaxel eine abnorme Anordnung und Bindelung von Mikrotubuli
wahrend des gesamten Zellzyklus und fuhrt zur Bildung multipler mikrotubularer
Teilungssterne wahrend der Mitose. Dies fuhrt zur Hemmung der normalen
dynamischen Reorganisation des mikrotubuldaren Netzwerkes, das fir vitale
Zellfunktionen in der Interphase und wahrend der Mitose von entscheidender
Bedeutung ist (WANI et al. 1971).

Im Jahre 1983 wurden Phase-I-Studien Uber die intraventése Anwendung von
Paclitaxel bei Patienten begonnen, wobei verschiedene Behandlungsschemata
eingesetzt wurden. In diesen Studien erwies sich eine medikamentose
antiallergische Prophylaxe bei Anwendung von Paclitaxel als erforderlich. Eine
dosislimitierende Nebenwirkung ist die Myelosuppression, in erster Linie die
Neutropenie (DONEHOWER et al. 1987, KRIS et al 1986, LEGHA et al. 1986,
BROWN et al. 1991).

Bereits in den Phase-I-Studien zeigte sich die Wirksamkeit von Paclitaxel bei
verschiedenen Karzinomen, insbesondere beim Ovarialkarzinom, beim
Mammakarzinom und bei den Bronchialkarzinomen. Daraufhin wurden Phase-
[I-Studien mit Paclitaxel bei Patientinnen mit einem Ovarialkarzinom
durchgefihrt, das sich gegenuber einer First-line-Therapie mit Platin initial als
refraktdr erwiesen hatte oder trotz einer Remission rezidivierte. Bei diesen
Studien betrugen die Remissionsraten nach Paclitaxel-Therapie zwischen 23%
und 48% (EINZIG et al. 1990, ARBUCK et al. 1993, CALDAS u. MCGUIRE
1993).

Inzwischen wurde Paclitaxel in zahlreichen klinischen Studien weiter gepruft. In
den USA ist die Kombination von Paclitaxel und Platinderivaten bereits
Standard-Therapie fir die Behandlung von Patientinnen mit fortgeschrittenem

Ovarialkarzinom nach vorausgegangener Operation.
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Paclitaxel erhielt, nach der Zulassung fur das platinrefraktare Ovarialkarzinom,
jetzt auch die Zulassung zur Therapie des metastasierenden Mammakarzinoms
in Deutschland. Paclitaxel wurde in unterschiedlichen Studien als Monotherapie
oder Bestandteil einer Kombinationstherapie bei Patientinnen mit
Mammakarzinom untersucht. Als Monosubstanz erreichte es, abhangig von der
Vorbehandlung und Dosierung, Remissionsraten von 20-62% bei
Remissionsdauern von 3-9 Monaten. Zur Zeit werden Kombinationen mit
Doxorubicin und Epirubicin sowie 5-Fluorouracil, Cyclophosphamid oder auch
Cisplatin untersucht. Besonders interessant erscheint hier die Kombination mit
Doxorubicin, bei der eine komplette Remission bei 28% der Patientinnen sowie
eine partielle Remission bei 56% beobachtet wurde (GIANNI et al. 1994).

Dariiber hinaus wird Paclitaxel in einer Vielzahl klinischer Studien beim
kleinzelligen und nichtkleinzelligen Bronchialkarzinom, beim Melanom, bei
Kopf/Hals-Tumoren und weiteren Indikationen, z.B. beim Non-Hodgkin-
Lymphom, akuter Leukamie, Harnblasen-Karzinom und Osophagus-Karzinom

untersucht.

2.1.2. Pharmakologie

INN: Paclitaxel
Summenformel: C47H52oNO14

Molekulargewicht:  853,9

Struktur: Paclitaxel ist ein Pflanzeninhaltsstoff. Paclitaxel ist der
erste Vertreter einer Substanzklasse, der Taxane, und hat
keine strukturelle Ahnlichkeit mit anderen verfiigbaren
antineoplastischen Medikamenten (KINGSTON et al.
1990).
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Paclitaxel ist ein weilRes bis gebrochen weiles kristallines

Pulver.

Paclitaxel ist lo6slich in Methanol, Ethanol, Benzol,
Chloroform, Methylenchlorid, Tetrahydrofuran,

Poly (oxyethylen)-35- Rizinusol. Schwer I6slich in Butanol,
Octanol, Propylenglycol. Sehr schwer I6slich in Hexan.

Unldslich in Wasser.

213-217 °C

Die relative Dichte von Paclitaxel

(Infusionslésungskonzentrat) ist 0,931 bei 20 °C.

Abb. 2:

Strukturformel des Paclitaxel
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2.1.3. Wirkungsmechanismus

2.1.3.1. Physiologische Grundlagen

Mikrotubuli sind essentielle Strukturelemente in allen eukaryonten Zellen und
befinden sich als Komponenten des Zytoskeletts im Zytoplasma. Wahrend der
Interphase sind sie von entscheidender Bedeutung fir viele Zellfunktionen,
einschlie3lich der Aufrechterhaltung der Zellform, der zellularen Beweglichkeit
und des intrazellularen Transports (DUSTIN 1980, ROWINSKY et al. 1990).
Zytoplasmatische  Mikrotubuli  kénnen auch Interaktionen zwischen
Wachstumsfaktoren und Rezeptoren auf der Zelloberflache modulieren und
dadurch proliferative Transmembransignale beeinflussen, die durch diese
Interaktionen erzeugt werden. Mikrotubuli sind dariber hinaus die
Hauptkomponenten der mitotischen Zellspindel, die sich wahrend der Mitose
bildet.

Strukturell sind die Mikrotubuli langliche, zylinderférmige Rohren mit einem
AuRendurchmesser von ca. 25 nm und einem Innendurchmesser von ca. 15 nm
(SCHIFF et al. 1979, SCHIFF u. HORWITZ 1980). Die Lange der Mikrotubuli
variiert zwischen einem bis zu mehreren Mikrometern (Abb.3). Mikrotubuli sind
Tubulinpolymere, die in einem dynamischen Gleichgewicht mit
Tubulinheterodimeren  stehen. Jedes Dimer besteht aus zwei
Proteinuntereinheiten, dem a- und (-Tubulin, die beide ein Molekulargewicht

von ungefahr 55.000 Dalton haben.
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Protofilament

Abb. 3: Schematisches Diagramm eines Mikrotubulus

Jedes Tubulindimer verfligt Uber zwei Nukleotid-Bindungsstellen. An der einen
Bindungsstelle kommt es zu einem raschen Austausch mit freiem Guanosin-5'-
Triphosphat (GTP), wahrend an der anderen Bindungsstelle ein solcher
Austausch nur sehr langsam oder tUberhaupt nicht stattfindet. GTP, erforderlich
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fur die Bildung der Mikrotubuli und deren Wachstum, wird wahrend der
Polymerisation zu Guanosin-5'-Diphosphat (GDP) hydrolysiert. Assoziiert mit
den Mikrotubuli sind eine Reihe weiterer Proteine, die als Mikrotubuli-
assoziierte Proteine bezeichnet werden. Diese Proteine sind fur die
Polymerisation des Tubulins erforderlich und binden sich Uber ihre gesamte
Lange an die Mikrotubuli. Mikrotubuli-organisierende Zentren, zu denen auch
die Zentriolen gehdren, sind in lebenden Zellen an der Teilungskontrolle der
Mikrotubuli beteiligt.
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Abb. 4. Schematische Darstellung der Polymerisation eines Mikrotubulus in vitro.

Die Bildung und der Abbau von Mikrotubuli erfolgt in Abhangigkeit von den
Bedurfnissen der Zelle. Die Verschiebung des Gleichgewichts zwischen
Tubulindimeren und Mikrotubuli wird durch Signale bestimmt, die wahrend
spezifischer Zellzyklusphasen durch GTP, Kalzium und andere intrazellulare
chemische Mediatoren erzeugt werden. In vitro ist vor dem Beginn der
Polymerisation Tubulin in Form von freien Dimeren und Oligomeren vorhanden.
Die Polymerisation beginnt mit dem Offnen der Ringe, so daR sich kurze
Protofilamente bilden kdnnen. Diese wiederum lagern sich entweder Seit-zu-
Seit oder End-zu-End aneinander an (Abb.4). Gleichzeitig lagern sich
zusatzliche Dimere an die Protofilamente und deren Aggregate an. Wenn 13
Protofilamente vorhanden sind, faltet sich dieses Band von Protofilamenten zu

der zylindrischen Mikrotubulusstruktur. An beiden Enden dieses Mikrotubulus
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lagern sich weitere Dimere an, wobei die dadurch erreichte Verlangerung des
Mikrotubulus an einem Ende besonders rasch verlauft. Unter
Gleichgewichtsbedingungen findet an beiden Enden des Mikrotubulus eine

standige Polymerisations- und Depolymerisationsreaktion statt.

2.1.3.2. Wirkungsmechanismus von Paclitaxel

Bereits vor der genauen Erforschung des Wirkungsmechanismus von Paclitaxel
waren mehrere Substanzen bekannt, deren Zytotoxizitat auf Wirkungen an den
Mikrotubuli beruht, insbesondere auf einer Wirkung als Mitoseinhibitoren. Dazu
gehdrt unter anderem Colchicin, das zu einer Depolymerisation der Mikrotubuli
fuhrt. Auch von den Vincaalkaloiden Vinblastin und Vincristin ist bekannt, dal3
ihre Wirkung auf der Hemmung der Polymerisation von Mikrotubuli beruht.
Dadurch kommen die Mitose und andere Zellfunktionen zum Erliegen.
Paclitaxel hat eine andere Bindungsstelle an den Mikrotubuli als Colchicin oder
die Vincaalkaloide. Es bindet spezifisch und reversibel an die Mikrotubuli und
weniger an die Tubulindimere. Vorzugsweise bindet Paclitaxel kovalent an die
a-Untereinheiten des Tubulins. Paclitaxel ist die erste bekannte zytotoxische
Substanz, die die Bildung von anormalen Mikrotubuli foérdert und zu einer

Stabilisierung der gebildeten Mikrotubuli fuhrt.

Der einzigartige Wirkungsmechanismus von Paclitaxel (Abb.5) wurde zuerst
von HORWITZ et al. im Jahre 1979 beschrieben.

Bei Untersuchungen mit gereinigten Tubulinen konnten folgende

Hauptwirkungen von Paclitaxel nachgewiesen werden:
1. Verstarkte Bildung von Mikrotubuli in vitro.
2. Verschiebung des Gleichgewichts zwischen Tubulindimeren und -

polymeren zugunsten der Polymere, Verminderung der erforderlichen

kritischen Tubulinkonzentrationen fir die Mikrotubulusbildung.
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3. Durch Verstarkung der Polymerisationsreaktionen und Stabilisierung der
gebildeten  Mikrotubuli  unter  Gleichgewichtsbedingungen fordert
Paclitaxel die zusatzliche Bildung von Mikrotubuli, einerseits durch
Verlangerung bereits existierender Mikrotubuli und andererseits durch
die Neubildung von Mikrotubuli. Wahrend fir die normale
Mikrotubulusbildung die Anwesenheit von GTP und Mikrotubuli-
assoziierten  Proteinen erforderlich ist, fordert Paclitaxel die
Zusammenlagerung von Tubulindimeren auch bei Fehlen dieser
Faktoren (POWELL et al. 1991).
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Abb. 5: Wirkungsmechanismus von Paclitaxel

Klinisch relevante Konzentrationen von Paclitaxel (0,1-10 mol/l) I6sen bei den
zellularen Mikrotubuli zwei unterschiedliche Wirkungen aus. Zum einen bilden
mit Paclitaxel behandelte Zellen im Ubermaf eine sternférmige Strahlung von
unorganisierten Mikrotubuli, die sich wahrend des gesamten Zellzyklus in
parallelen Bundeln anordnen. Diese parallelen Bindel sind funktionsunfahig
und auch nicht in der Lage, sich wieder aufzulésen. Daher kann sich keine
normale Mitosespindel bilden mit entsprechenden negativen Folgen fir die
Teilungsphase. Zum anderen induziert Paclitaxel die Bildung von zahlreichen
anormalen sternformigen Konfigurationen wahrend der Mitose. Normalerweise

wandern die Mikrotubuli-organisierenden Zentren mit ihren Zentriolen wahrend
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der Mitose (ROBERTS et al. 1989) zu entgegengesetzten Polen der Zelle,
wobei jedes Mikrotubuli-organisierende Zentrum eine mitotische Spindel bildet,
die aus Mikrotubuli besteht. Mit Paclitaxel behandelte Zellen bilden hingegen in
exkzessiver Zahl anomale Sterne, fir deren Entstehung die Mikrotubuli-
organisierenden Zentren nicht erforderlich sind. Diese Sterne, bis zu 20 in
vielen Zellen, interagieren offensichtlich nicht mit den Chromosomen, die sich
wiederum auch nicht in der fir die Mitose typischen Art und Weise anordnen.
Auch diese Paclitaxel-Wirkung fuhrt zu einer Beeintrachtigung der Zellteilung
(DE BRABANDER et al. 1982).

Obwohl diese morphologischen Veréanderungen darauf hinweisen, dal3
Paclitaxel entscheidende Funktionen der Mikrotubuli beeintrachtigt, sowohl
wahrend der Mitose als auch wahrend der Interphase, ist der genaue
Mechanismus, der zum Zelltod fuhrt, unklar. Die Wirkungen von Paclitaxel
wahrend der Interphase kdnnen zumindest teilweise durch dessen Einflu? auf
das Zellskelett, durch die Hemmung der dynamischen Anpassung an
Zellfunktionen und durch die Schadigung des Tubulins der Zellmembran erklart
werden. Zahlreiche vitale Zellfunktionen koénnen durch Paclitaxel gestort
werden, z.B. die Beweglichkeit, der intrazellulare Transport und die
Ubertragung von proliferativen Transmembransignalen. In Walker-256-
Sarkomzellen hemmt Paclitaxel die Beweglichkeit der Zellen und
Veranderungen der Zellform. Diese Verdanderungen kbnnen mit dem invasiven
und metastatischen Potential dieser Tumorzellen in Zusammenhang stehen.
Paclitaxel ist ein potenter Hemmer der Replikation von menschlichen HelLa-
Zellen und murinen Fibroblasten (SCHIFF u. HORWITZ 1980, ROWINSKY et
al. 1990). Diese Hemmung erfolgt bei Paclitaxel-Konzentrationen, die nur zu
einer minimalen Hemmung der DNA-, RNA- und Proteinbiosynthese fuihren. Mit
Paclitaxel behandelte HelLa-Zellen akkumulieren in der G2- und M-Phase des
Zellzyklus. Alle Paclitaxel-Effekte beruhen somit offensichtlich auf einer Stérung
der Mikrotubulusfunktion (ROWINSKY et al. 1990). Es liegen weiterhin Berichte
vor, dal3 Paclitaxel Makrophagen fur die Produktion des Tumornekrosefaktors

und von Interleukin-1 triggert. Diese Wirkungen von Paclitaxel konnten zu der
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zytostatischen Wirkung dieser Substanz beitragen (BOGDEN et al. 1987,
CHABNER 1991).

2.1.4. Pharmakokinetik

Vor Beginn der klinischen Prifung wurden mehrere analytische Assays fur
Paclitaxel entwickelt. Diese erwiesen sich jedoch fur groRRere klinische
Untersuchungen als nicht praktikabel, weil es sich um wenig zuverlassige und
wenig sensible Methoden handelte. Mit einem biochemischen Assay wurde bei
Kaninchen nachgewiesen, dal3 Paclitaxel nahezu vollstandig an Plasmaproteine
gebunden wird (92%) und dald eine rasche, biexponentielle Clearance aus dem
Serum erfolgt. Die a- und B-Halbwertszeit betrug 2,7 bzw. 45 Minuten nach

intravenoser Bolusinjektion.

Bei Nagern wurde nach Applikation von radioaktiv markiertem Paclitaxel
Radioaktivitdit weder im Gehirn noch im peripheren Nervensystem
nachgewiesen. Bei diesen Studien wurden Gewebeextraktionsmethoden und
autoradiographische Untersuchungen eingesetzt (KLECKER et al. 1992,
LESSER et al 1993). Bei Ratten wurden nur 10% der applizierten Paclitaxel-
Dosis renal ausgeschieden. Metabolite im Plasma und im Urin wurden nicht
nachgewiesen. 40% der applizierten Dosis wurden in unveranderter Form oder
als Metabolite innerhalb von 24 Stunden Uber die Galle ausgeschieden
(MONSARRAT et al. 1992 a, 1992 b).

2.1.5. Toxikologie

Die préklinische Toxikologie von Paclitaxel wurde bei Mausen, Ratten und Hun-

den untersucht. Die LDgq bei Ratten betragt bei Einmaldosierung 206 mg/m?2

und 51 mg/m2/Tag bei 5-tagiger Behandlung. Dies ist ein Hinweis auf eine
kumulative Toxizitat. Die toxischen Wirkungen von Paclitaxel waren besonders
deutlich bei rasch proliferierenden Geweben, z.B. den Zellen des hamato-

poetischen und lymphatischen Systems sowie des Gastrointestinaltraktes und



26

des Genitaltraktes. Wirkungen auf andere Organsysteme wie das
Nervensystem, das kardiovaskulare System und die Nieren waren weniger

ausgepragt.

Aufgrund seiner geringen Wasserloslichkeit enthalt die galenische Zubereitung
von Paclitaxel eine Mischung aus Cremophor EL und dehydriertem Ethanol im
Verhaltnis 4 : 1. Bei Versuchstieren traten bei Anwendung von Cremophor EL
Uberempfindlichkeitsreaktionen, Vasodilatation, Atemnot, Lethargie und
niedriger Blutdruck auf. Einige versuchstiere starben (DATA ON FILE 1992).

Das kanzerogene Potential von Paclitaxel wurde bisher nicht untersucht. In vitro
fuhrt Paclitaxel zu Chromosomenaberrationen in humanen Lymphozyten. Im

Mikronukleustest bei Mausen wirkt Paclitaxel mutagen. Paclitaxel fiihrte bei

intravendser Verabreichung einer Dosis von 1 mg/kg KG (6 mg/mZ2) bei Ratten
zu einer geringeren Fertilitat und zu fetotoxischen Wirkungen. Paclitaxel erwies

sich bei Kaninchen, die das Medikament wahrend der Organogenese

intravends in einer Dosierung von 3 mg/kg (33 mg/mZ2) erhielten, als maternal-
toxisch sowie als embryo- und fetotoxisch (DATA ON FILE 1992).

2. 2. Das Problem der Restenose nach Koronarangioplastie

Nach primar erfolgreicher Dilatation einer stenosierten Koronararterie mit dem
Ballonkatheter kommt es in 20-50 % der Falle zu einer klinisch bedeutsamen
Restenose innerhalb der ersten 6 Monate nach Intervention (POPMA et al.
1991, BAIM 1992). Als initiales Ereignis, das den restenotischen Prozel in
Gang setzt, wird heute unstrittig die bei der Intervention auftretende
Gefalverletzung angesehen, die ihrerseits eine hochkomplexe Reaktion des
Organismus auf diese Verletzung nach sich zieht (ROSS u. GLOMSET 1976,
ROSS 1986, HAUDENSCHILD 1993). Diese ,response to injury“-Hypothese
wurde erstmals im Jahre 1976 von ROSS formuliert (ROSS u. GLOMSET
1976), spater Uberarbeitet (ROSS 1986, 1993) und ist heute in wesentlichen

Punkten unumstritten.
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Die “Reaktion auf Verletzung“ impliziert allerdings auch, dal es sich um eine,
zumindest im Ansatz, sinnvolle physiologische Reaktion handelt, mit dem Ziel,
den durch die Verletzung entstandenen Schaden fir den Organismus zu
begrenzen (HAUDENSCHILD 1993). Tatsachlich haben fur die Entwicklung
einer Restenose bedeutsame Vorgange, wie Thrombozytenanlagerung,
Invasion von Makrophagen oder Proliferation neuen Gewebes, mit der
Wundheilung viel gemein. So sollte der Begriff Restenoserate auch nicht
daruber hinwegtduschen, dal® bei allen Patienten nach Ballondilatation dieser
.sresponse to injury” einsetzt. Das Problem, ob und warum ein Patient eine
klinisch bedeutsame Restenose bekommt, ein anderer jedoch nicht, ist
allerdings langst noch nicht in allen Einzelheiten verstanden (GIBSON et al.
1993). Akutergebnis der Intervention und verschiedene Risikofaktoren lassen
zwar eine gewisse Vorhersagewahrscheinlichkeit zu (VALLBRACHT et al.
1987, HAUDENSCHILD 1993, SIMONS et al. 1993), davon unberihrt bleibt
aber die Tatsache, daf} sich die Reaktion des Organismus auf die Verletzung
bei manchen Patienten selbst limitiert, bei anderen jedoch offenbar Gberschiel3t
(HAUDENSCHILD 1993). Bei diesen Patienten kommt es dann zu
hamodynamischen Konsequenzen, verursacht durch intimale Hyperplasie, das

hei3t, die Restenose manifestiert sich klinisch.

Vor dem Auftreten klinischer Symptome ist die Restenose ein relativ uniformer
Proze3 (HANKE u. KARSCH 1992); zahlreiche tierexperimentelle und Post-
mortem-Studien haben gezeigt, dass die intimale Hyperplasie durch
Proliferation glatter Muskelzellen und die Synthese extrazellularer Matrix
verursacht wird (GIRALDO et al. 1985, LIU et al. 1989, KARSCH et al. 1991).
Bis es allerdings dazu kommt, lauft ein hochkomplexes, erst in Teilen
verstandenes Wechselspiel regulativer Prozesse ab, zusatzlich kompliziert
durch die Tatsache, dal3 es sich nicht einfach um Reparaturmechanismen eines
gesunden GefalRes handelt, sondern um ein Gefal3 mit arteriosklerotischer
Vorerkrankung - selbst eine nur teilweise verstandenen Krankheit (KARSCH
1992, SCHWARTZ et al. 1992, HAUDENSCHILD 1993, ROSS 1993,
WILENSKY et al. 1995).
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Durch Aufdehnung des Ballons kommt es bei der Angioplastie zu
Intimaverletzungen mit Einrissen, Endotheldefekten und Zellnekrosen bis in die
Media. Im verletzten Gefal3bereich lagern sich daraufhin sofort Thrombozyten
an. Abhangig von Art und Ausmalf} der Verletzung kann sich aus diesen lokalen
Thrombusformationen ein okkludierender Thrombus bilden; der resultierende
GefalverschluR  wird dann  ,frihe" Restenose genannt. Durch
Thrombozytendegranulation, geschadigte Endothelzellen, Makrophagen, die
zerstortes Gewebe abraumen, und die nekrotischen Zellen selbst werden eine
Vielzahl an mitogenen Stimuli und Wachstumsfaktoren ausgeschittet. Sie
fuhren zu einer Aktivierung von intimalen glatten Muskelzellen, die daraufhin
ihren Phanotyp vom sogenannten kontraktilen Typ mit zahlreichen kontraktilen
Fasern und geringer Syntheseleistung zum synthetischen Typ mit vielen
Syntheseorganellen, gesteigerter Teilungsrate und wenigen Kkontraktilen
Elementen hin andern (SIMONS et al 1993). Neben der Proliferation von
intimalen Muskelzellen spielen auch die Migration von medialen glatten
Muskelzellen in die Neointima und ihre dortige Proliferation eine wichtige Rolle
bei der Entwicklung einer intimalen Hyperplasie (ROSS u. GLOMSET 1976,
ROSS 1986, 1993, HANKE u. KARSCH 1992, KARSCH 1992, LIBBY et al.
1992, HAUDENSCHILD 1993 , WILENSKY et al. 1995).

Die Entwicklung einer Restenose ist ein kontinuierlicher Prozel3, jedoch weisen
die daran beteiligten Einzelkomponenten eine sehr unterschiedliche Dynamik
auf. Innerhalb weniger Minuten nach der GefaRschadigung durch
Ballondilatation ist bereits das Maximum der Thrombozytenaggregation erreicht,
und auch die multiform und kaskadenartig ablaufende Aktivierung der glatten
Muskelzellen ist nach anderthalb Tagen sicher nachweisbar. Das Maximum der
Migration und Proliferation glatter Muskelzellen ist im Tierexperiment nach 3 - 7
Tagen erreicht und danach stark rucklaufig. In diesem Zeitraum haben weder
Versuchstiere noch Menschen eine Restenose entwickelt, sofern es nicht durch
thrombotischen  VerschluR zur ,frlihen* Restenose gekommen ist.
Tierexperimente und Post-mortem-Studien haben vielmehr gezeigt, dal3 es

durch Synthese extrazellularer Matrix zu einer weiteren kontinuierlichen
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GroRenzunahme der Neointima kommt, die bei 20 - 50 % der Patienten dann

nach 3 - 6 Monaten zur ,spaten“ Restenose fiuhrt. Die hier nur grob vereinfacht

dargestellten Vorgéange sind durch ein erst in Ansétzen verstandenes System

gegenseitiger Beeinflussung durch stimulierende und hemmende Faktoren
miteinander verbunden (CLOWES et al. 1983, 1986, FAXON et al. 1984,
GIRALDO et al. 1985, LIU et al. 1989).

Endothelzelle Muskelzelle Makrophage T-Zelle

IL-1 + + ++ -

TNF + + +

LT - - +

IL-2 - N "

IL-6 + ++++ ++ +

IL-8 + ? + _
MCP-1/MCAF + + + -
M-CSF/CSF-1 + + +

IFN-y - - +
PDGF-A + ++ +

PDGF-B ++ +

Acidic FGF + + ? ?
Basic FGF + + + ?

HG EGF ? + ++ ?
Tab. 2: Zytokine und Wachstumsfaktoren,

Die von Restenose-assoziierten Zellen exprimiert werden. Tabelle

modifiziert nach LIBBY (LIBBY et al. 1992) : IL: Interleukin; TNF: tumor
necrosis factor-a/cachectin; LT: lymphotoxin (TNF-B); MCP-1: monocyte
chemoattractant protein 1; MCAF: macrophage chemo-attractant and
activating factor; M-CSF: macrophage colony stimulatin factor; CSF-1:
colony stimulating factor 1; IFN-y: gamma interferon; PDGF: platelet-
derived growth factor; FGF: fibroblast growth factor; HB-EGF: heparin-
binding epidermal growth factor; - = gar nicht oder wenig vorhanden,+ =

Exprimierung in unterschiedlichem Ausmal.
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Diese komplexen Interaktionen werden durch eine grosse Anzahl an
Mediatoren, meist Polypeptiden (siehe Tab. 2), gesteuert, und es ist zu
erwarten, dass durch die grossen Fortschritte auf zell- und
molekularbiologischem Gebiet noch eine ganze Reihe von bisher unbekannten
Mediatoren identifiziert werden kénnen (LIBBY et al. 1992, HAUDENSCHILD
1993, ROSS 1993, BENNETT u. SCHWARTZ 1995).

Kirzlich gelang BERK et al. (1991) der Nachweis, dass PDGF-A, ein potenter
Wachstumsfaktor fur die glatte Muskelzelle, von dieser auch selbst exprimiert
wird. Fir das Verstandnis der sich selbst verstdrkenden, nicht limitierten
restenotischen Proliferation konnte die Entdeckung dieses autokrinen
Stimulationsmechanismus besonders interessant sein. Weitere neu entdeckte
Komponenten der zellularen und extrazellularen Interaktion sind interzellulare
Adhéasionsmolekile und direkte Kontakte einer Zelle zu den benachbarten
Zellen (SUZUKI et al 1994, WANG et al. 1995), wobei der Endothelzelle als
Schnittstelle zwischen Blutstrom und Gefasswand eine zentrale Rolle zukommt
(ROSS u. GLOMSET 1976, CLOWES et al. 1983, HANKE u. KARSCH 1992,
ROSS 1993).

Damit es den einzelnen Zellarten moglich ist, auf verschiedene Einflisse
flexibel zu reagieren, stehen den Wachstumsfaktoren und mitogenen Stimuli
antagonisierend Faktoren mit hemmendem Einfluss gegentber. Schon im
Ruhezustand der Gefasswand balancieren inhibitorische und aktivierende
Faktoren ein ,steady-state* mit einer Zellteilungsrate der glatten Muskelzellen
von unter 0,1 % pro Tag aus. Wird dieser Ruhezustand gestort, z. B. durch eine
mechanische Verletzung wie bei der Ballondilatation, dann verschiebt sich das
Gleichgewicht in Richtung der Wachstumsfaktoren und aktivierenden Stimuli,
zusatzlich verstarkt durch einen Verlust inhibitorischer Signale (CLOWES et al.
1983, GRIFFITH et al. 1984, ROSS 1993).

Es hat viele Versuche gegeben, auf die Entwicklung einer Restenose mit

Medikamenten einzuwirken. In der klinischen Erprobung befanden sich unter
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anderem Kalziumantagonisten (COREOS et al. 1985), ACE-Hemmer,
Prostazyklinderivate (GERSHLICK et al. 1994), Thromboxan-A2-Antagonisten
(SERRUYS et al. 1991), Fischolderivate und Lipidsenker (WEINTRAUB et al.
1994). Eine entscheidende Verringerung der Restenosierungsraten konnte

allerdings nicht erreicht werden.

Entsprechend der Dynamik des restenotischen Prozesses mit initialem Beginn,
kaskadenartig aufgefachertem Fortgang und uniformem Schlul3 konzentrieren
sich die Versuche einer medikamentdsen Therapie deshalb immer mehr auf
eine sehr frih ansetzende Hemmung der Thrombozytenaggregation und die
Hemmung der spaten Proliferation glatter Muskelzellen, in der Hoffnung, damit
zwei uniforme Mechanismen der restenotischen Proliferation beeinflussen zu
kénnen. Obwohl im Tierversuch vielversprechend, liessen sich diese positiven
Ergebnisse in ersten klinischen Studien bislang nicht nachvollziehen. Ein
Ausblick auf zukinftige medikamentdse Strategien umfasst deshalb, aus obigen
Erfahrungen lernend, folgende Uberlegungen:

1. Die Blockade eines Mechanismus der restenotischen Proliferation sollte
mdoglichst keine alternativen Stimulations- und Aktivationswege
offenlassen. Ob solch ein zentraler Ansatzpunkt in der Entwicklung zur
Restenose bei den ungeheuer komplexen Vorgéangen an der GefalRwand

allerdings Uberhaupt existiert, ist ausserst fraglich.

2. Eine Kombination mehrerer Medikamente mit unterschiedlichen
Ansatzpunkten kdnnte sich in  ihren Wirkungen addieren. Heparin und
Cortison zeigten bereits im Tierexperiment synergistische Effekte (BERK
etal. 1991).

3. Viele Kklinische Studien blieben wahrscheinlich trotz hoher Wirksamkeit
der verwendeten Substanzen ohne messbare Ergebnisse wegen der
engen Grenzen, die Dosierung und Anwendungsdauer durch eine

systemische Applikation gesetzt werden. Hohe Wirkstoffspiegel vor Ort
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konnten durch neue lokale Applikationssysteme erreicht werden
(WILENSKY et al. 1991, LINCOFF et al. 1994, SPEARS et al. 1994).

4. Gentechnologische Methoden eroffnen ganz neue Madoglichkeiten der
medikamentdsen Intervention durch ihre direkte Wirkung am Zellkern
(NABEL et al. 1990, CHAPMAN et al. 1992, GAL et al. 1993,
MORISHITA et al. 1993, BENNETT u. SCHWARTZ 1995).

5. Es ist nicht winschenswert, ja sogar gefahrlich fur das betroffene
Gefass, die Reaktion des Organismus auf Verletzung vollstandig zu
blockieren (HAUDENSCHILD 1993). Eine Modulation der Gefasswand,
die nur die Uberschissige Proliferation neuen Gewebes verhindert, ware
ideal (MITSUKA et al. 1993). Die Starkung von naturlich im Organismus
vorkommenden Wachstumsinhibitoren mit multiplen Wirkungen auf
verschiedene Zellsysteme ware ein Beispiel fur solch eine modulative
Therapie.

2.3. Anwendung von Paclitaxel zur Prophylaxe / Therapie der

Restenose

Paclitaxel, das aus der Rinde der pazifischen Eibe Taxus brevifolia gewonnen
wird (DOUROS u. SUFFNESS 1981), ist ein antineoplastischer Wirkstoff, der
diese antiproliferative Wirkung durch einen aul3ergewohnlichen Mechanismus
entfaltet. Indem es das biochemische Gleichgewicht der Mikrotubuli zugunsten
einer Mikrotubulusanhaufung verschiebt, bilden sich innerhalb des Zytoplasmas
zahlreiche dezentralisierte und unorganisierte Mikrotubuli. Diese Art von
Veranderungen im Zytoskelett beeinflussen mehrere Zellfunktionen wie
Proliferation, Motilitat und  Migration, intrazellularer Transport und
Lransmembrane signaling“. Paclitaxel hat seinen antiproliferativen Effekt auf
Zellen der glatten Muskulatur der Ratte sowohl in vitro als auch in vivo gezeigt.
In einer friheren Studie konnte belegt werden, dal} sogar nach einer kurzen

einmaligen Applikation von Paclitaxel (10 mmol/l in 10 min) auf eine
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menschliche Zellkultur glatter Muskelzellen ein andauernder antiproliferativer
Effekt folgte. Diese Wirkung dauerte Uber eine Periode von 14 Tagen, ohne
dabei einen Rebound- oder zytotoxischen Effekt hervorzurufen (AXEL et al.
1997).

Die Idee fur die Evaluierung einer lokalen Paclitaxelapplikation mit einem

Doppelballon-Katheter in vivo basierte deshalb auf folgenden Uberlegungen:

1. Die In-Vitro-Ergebnisse in menschlichen Mono- und Co-Kulturen sind
sehr vielversprechend.

2. Paclitaxel ist sehr lipophil und hat eine lang andauernde Wirkung in der
Zelle aufgrund der strukturellen Veranderung des Zytoskeletts.

3. Der Doppelballon-Katheter ist ein passives Applikationssystem, welches
das Medikament mit nur geringer vaskularer Verletzung verabreicht.

4. Die erfolgreiche Zellkultur-Methode (10 mmol/l in 10 min) kann auf das

In-vivo-Experiment tbertragen werden.
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3. Material und Methodik

Ziel der Tierversuche war die Untersuchung der Wirkung und Sicherheit der
lokalen Applikation von Paclitaxel in Koronararterien von Schweinen nach
Stent-Implantation mit dem Doppelballon-Katheter im Hinblick auf Akut- und
Langzeitkomplikationen. Die Effektivitdt der Anwendung wird durch die

Ergebnisse der histologischen Auswertung gezeigt.

3.1. Versuchstiere und Gruppeneinteilung

Fur die Untersuchungen wurden 24 weibliche und ménnliche Hausschweine mit
einem Gewicht von 25 kg verwendet. Die Tiere wurden von einem Ortlichen
Zuchter bezogen. Die Tiere wurden mit 100 mg Aspirin oral Uber drei Tage
vorbehandelt. Die Tierversuche wurden unter der Antragsnummer M 7/96 vom

Regierungsprasidium Tubingen genehmigt.

In ersten Vorversuchen wurde an menschlichen Zellkulturen die Wirksamkeit,
Gewebevertraglichkeit und Toxizitat, sowie die Loslichkeit des Paclitaxel
untersucht (AXEL et al. 1997). Danach wurde das zu verabreichende Volumen

und die darin enthaltene Wirkstoffmenge festgesetzt (10 ml, 10 mmol/l).

Das Protokoll sah vor, die Anwendung des Doppelballon-Katheter bei Stent-
Implantation in der Kontrollgruppe ohne Anwendung von Paclitaxel und in der
Behandlungsgruppe mit Verwendung von Paclitaxel zu vergleichen. In der
Paclitaxelgruppe wurde das Paclitaxel mit 1 bar Injektionsdruck fir 5 Minuten

freigesetzt. Nach 28 Tagen erfolgte die GefalRentnahme bei beiden Gruppen.
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Schweine
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Entnahme der Gefilie nach 28 Tagen
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Abb. 6: Schematischer Uberblick tiber die Versuchsgruppeneinteilung : Gruppe |

dient als Kontrollgruppe, Gruppe Il als Paclitaxelgruppe.



36

3.2. Doppelballon-Katheter
3.2.1. Beschreibung
Der Doppelballon-Katheter (Abb. 7) wurde fur die lokale Applikation von

Flissigkeiten an ausgewahlte Stellen in Blutgefassen entwickelt. Die zu Grunde

liegende Pramisse war, dald Flussigkeiten, die zwischen 2 Ballons unter Druck

gehalten werden, von der GefalRwand absorbiert werden kénnen.

Abb. 7: Doppelballon-Katheter.

Zu erkennen sind die beiden Ballons im Zustand der Dilatation.

3.2.2. Daten

Der Doppelballon-Katheter ist ein Katheter fir die lokale Applikation von
Medikamenten mit einem 3-Lumen-3.5-French-Polyathylen-Schaft von 135 cm
Lange (siehe Abb. 8), mit 2 Ballons aus nachgiebigem Urethan, verbunden tber
eine distale Spitze. Die Ballons werden aufgepumpt und bilden einen
Zwischenraum, in welchen Flissigkeit appliziert werden kann. Die Ballon-
Grol3en reichen von 2.0 bis 4.0 mm, in 0.5 mm Stufen. Die Spitze hat 2
rontgendichte Markierungsbander an jedem Ende des Zwischenraumes, so daf3
der Behandlungsort klar markiert ist. Das  Profil des Katheters hat einen
maximalen Durchmesser von 0,05". Die maximale Leitungsfahigkeit ist 0,018".

Die Inflationsdauer betragt weniger als 15 Sekunden fur alle Gré3en.
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3.2.3. Mechanismus

Nach der Angioplastie einer Lasion wird der Doppelballon-Katheter am Ort der
Lasion plaziert und der proximale und distale Ballon werden mit 3 bar
aufgepumpt, um die Blutzufuhr zu unterbrechen. AnschlieBend wird das
Medikament in den Zwischenraum zwischen den 2 Ballons durch eine
druckgesteuerte Spritze appliziert. Wenn der Sitz des Ballons im Gefal korrekt
gewahlt wurde und zwischen den Ballons keine Seitenaste auftreten, entsteht
nur ein minimaler systemischer Volumenverlust. Die Flussigkeit tritt in die Media
und Adventitia abhéngig vom gewahlten Druck tber. Nach der Theorie, daf3 die
Adventitia der Gefallwand Nahrstoffe zufuhrt, kann die Infusion Uber die
Adventitia von Vorteil sein. Bei dem erkrankten Gefal3, das dilatiert wurde,
nimmt die infundierte Flussigkeit den Weg des geringsten Widerstandes und
fullt die durch die Angioplastie entstandenen Gefal3spalten. Hier ware das
eingesetzte Medikament zur Restenoseprophylaxe am besten plaziert, da der
Heilungsprozel} in diesem Bereich einsetzt.

3.2.4. Vorteile

Die Vorteile dieser Applikationsmethode bestehen darin:

(1) Das eingesetzte Medikament kann lokal appliziert werden.

(2)  Der systemische Verlust ist minimal.

(3) Das eingesetzte Medikament verbleibt in der GefaBwand, wo es dem
Restenoseprozeld am besten entgegenwirken kann.

(4) Durch diese Technik kann die Gefal3wand der vollen Wirkung des
Medikaments ausgesetzt werden, wobei die Wirkung durch

Druckerhdéhung verstarkt wird.
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3.2.5. Einschrankungen

Die Distanz der beiden Ballons, die den Zwischenraum bilden, ist von grof3ter
Bedeutung, da das Auftreten von Seitenasten einen zu grof3en
Medikamentenverlust verursachen kann, wenn die Distanz nicht angemessen
gewahlt wird. Diese Technik ist von dem angewandten Druck abhangig, der die

Aufnahme durch die GefalRwand unterstiitzt.

Coppel-Ballon Katheter
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Abb. 8: Doppelballon-Katheter.

Inflatierte Ballons bilden einen ,Zwischenraum® in dem arteriellen

GefalRabschnitt zwischen den Ballons.
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3.3. Operatives Vorgehen
3.3.1. Vorbehandlung der Tiere

Die Tiere bekamen 3 Tage lang bis zum Op-Termin taglich jeweils 100 mg
Aspirin p.os. Dieses Medikament wurde dem Futter beigemischt. Durch diese
Vorbehandlung sollte vermieden werden, dal3 es wahrend der
Katheterbehandlung der Tiere zur Thrombusbildung kam.

3.3.2. Narkose
3.3.2.1. Pramedikation

Am Op-Termin wurden die Tiere im nichternen Zustand vom Tierstall in den
Op-Raum transportiert. Darauf folgte die Pramedikationsphase, die zirka 20
Minuten dauerte. Diese Pramedikation wurde mit 4 mg/kg Ketamin (50 mg/ml,
Ketanest”, Parke-Davice GmbH, Berlin), 5 mg/kg Azaperon (40 mg/ml,
Stresnil”,Jansen GmbH, 41470 Neuss), 0.1 ml/kg Flunitrazepam (2 mg/ml,
Rohypnol”, Hoffmann La-Roche AG, 79630 Grenzach-Wyhlen), 0.5 mg/kg
Atropinsulfat (0.5 mg/ml, Atropinsulfat Braun” 0.5 mg, B. Braun Melsungen AG,
D-34209 Melsungen) erreicht, welche intramuskulér in die Nackenmuskulatur
appliziert wurden. Nach der Einwirkphase wurde das Tier auf dem Op-Tisch in
Ruckenlage fixiert.

Vor der Inhalationsnarkose mufiten drei Schritte erfolgen:
1. Legen eines intravendsen Zuganges (Butterfly mit Dreiwegehahn) fur die

Applikation von Ringer-Laktat-Losung und Medikamenten in die Vena

aurikularis lateralis.
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2. AnschlieBen an das EKG-Gerat:
Fur das Anlegen der EKG-Elektroden an der Brustwand mul3te das Tier
an bestimmten Stellen der Brustwand rasiert werden. Das Anlegen der
Elektroden erfolgte folgendermalien:
- Erste Elektrode : 7. Interkostalraum (ICR) Medioklavikularlinie

links.

- Zweite Elektrode : 8. ICR Medioklavikularlinie rechts.
- Dritte Elektrode : 3. ICR parasternal links.

3. Intubation:
Bei Ruckenlage wurde das Maul des Tieres gedffnet und die Zunge
herausgezogen. Mit dem Laryngoskop wurde der Zungengrund nach
ventral gedrickt, um den Zugang zur Epiglottis zu ermdglichen. Dann
wurde der Pharyngotrachealtubus in die Trachea eingefuhrt und der Cuff

mit 5 ml Luft aufgeblasen.

3.3.2.2. Inhalationsnarkose

Der Pharyngotrachealtubus wurde an das Beatmungsgerat angeschlossen. Die
Narkose erfolgte mit Isofluoran und einer Lachgas-Sauerstoff-Mischung
(Verhaltnis 1/3 zu 2/3). Die Isofluoran-Narkose erfolgte bis zum Ende des

Versuches.

3.3.3. Darstellung der Arteria carotis communis

Der sagitale Hautschnitt erfolgte im paratrachealen Halsabschnitt rechts, zirka
10 cm kranial vom Sternum. Vor dem Hautschnitt muf3te diese Stelle rasiert, mit
Seife und lauwarmem Wasser gewaschen werden. Nach der anschlielRenden
Desinfektion mit Betaisadonna wurde das Tier bis auf die zu operierende Stelle

steril abgedeckt.
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Mit dem Skalpell erfolgte ein 3 cm langer sagitaler Hautschnitt, das subkutane
Fettgewebe wurde freiprapariert, die beiden Muskeln M. hyoideius und
M.sternocephalicus wurden mit einer chirurgischen Pinzette und Schere
auseinandergespannt. Somit war der Zugang zu den Strukturen Arteria carotis
communis, Vena jugularis interna und Nervus vagus mdglich. Der néchste
Schritt bestand darin, daf3 man die Arteria carotis communis von den restlichen
zwei Strukturen freipraparierte. Um die Angioplastie durchfihren zu konnen,
mulite das Gefald auf einer Lange von 2 cm freiprapariert werden. Zur besseren
Handhabung wurde die Arterie mit zwei Haltefaden, kranial und kaudal plaziert,
fixiert. AnschlielBend wurde der Blutstrom der Arteria carotis communis durch
Setzen zweier Ligaturen unterbrochen, um die Arteriotomie durchfihren zu
konnen. Zwischen den beiden Ligaturen wurde mit einer Mikroschere ein
horizontaler Schnitt von etwa 1 mm Lange gesetzt. Durch diese Inzisionsstelle

konnte der Doppelballon-Katheter eingeftihrt werden.

3.3.4. Operativer Eingriff

In der Zwischenzeit war eine Paclitaxelldsung, so wie 5000 Einheiten Heparin
(Heparin Natrium-Braun, B-Braun Melsungen AG, D-34209 Melsungen) zur
Applikation vorbereitet worden. Nachdem der Doppelballon-Katheter auf
gleichmalige Inflatierbarkeit und Durchgangigkeit der Applikations6ffnung
geprift worden war, wurde er mit der Paclitaxellosung geftllt. Zur Applikation
des Paclitaxel mit gleichbleibendem Druck wurde eine Handpumpe mit
eingebautem Manometer benutzt, deren Reservoir ebenfalls mit Paclitaxel

gefillt worden war und die nun an den Katheter angeschlossen wurde.

3.3.5. Doppelballon-Katheter

Das Paclitaxel wurde mittels des Doppelballon-Katheters (Schneider-AG,
Billach, Schweiz) verabreicht. Durch die Inzisionsstelle in der rechten Arteria
carotis communis wurde eine 8 Fr. Schleuse eingefihrt, durch welche ein 8 Fr.

Fuhrungskatheter (Typ JL 3,5, Firma Cordis, U.S.A) vorgeschoben wurde.
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Danach erfolgte die selektive Darstellung des Ramus interventricularis anterior
(RIVA) durch Kontrastmittel via Angiographie. AnschlieRend erfolgten vier
weiteres Schritte:

1. Einfihrung eines Fuhrungsdrahtes High Torque Floppy ( ACS, CA, USA)
0,014 inch Uber den Fiuhrungskatheter bis zum distalen Ende des

Koronargefaldes.

2. Der Doppelballon-Katheter wurde Uber den Fuhrungsdraht eingefiihrt

und mit 3 bar tUber 5 Minuten inflatiert.

3. Wahrend dieser 5 Minuten wurde Paclitaxel im Zwischenraum des
Doppelballon-Katheters mit ca. 1 bar freigesetzt. Anschlielend wurde der

Doppelballon-Katheter deflatiert und entfernt.

4. Angiographische Kontrolle.

3.3.6. Stentimplantation

Nach der Entfernung des Doppelballon-Katheters aus dem Koronargefaf? wurde
eine Stentimplantation vorgenommen. Der Wiktor-Stent (Medtronik, Dusseldorf,
Deutschland) war auf einem Ballonkatheter (3,25 mm) aufgebracht. Durch
Inflation des Ballonkatheters konnte der Stent an der gewlnschten Stelle des
GefalRes entfaltet werden. Die Plazierung des implantierten Stent wurde durch
Kontrastmitteldarstellung angiographisch kontrolliert. AnschlielBend wurde der

Ballonkatheter deflatiert und entfernt.



43

3.3.7. Verschluld der Operationsstelle

Nachdem der Ballonkatheter fur die Stentimplantation, der Fuhrungskatheter
und die Schleuse entfernt worden waren, mufdten zwei Ligaturen kranial und
kaudal der Inzisionsstelle gemacht werden, um den Blutstrom in diesem
Bereich zu unterbinden.

Schlie3lich wurde der Wundbereich schichtweise verschlossen (Unterhautnaht
und U-Naht fur die Haut). Zusatzlich erhielten alle Tiere intravents 2 mi
Metamizol-Natrium (Novalgin”, Hoechst AG, Frankfurt am Main, Deutschland).
Bis zum vollstandigen Erwachen aus der Narkose wurden die Schweine
durchgehend Uberwacht. Postoperativ bekamen alle Tiere Uber 100 mg/kg tUber
3 Tagen Ampicillin (Ampicillin-Ratiopharm”, 1000 filmtbl., Ratiopharm GmbH,

Ulm, Deutschland) ins Trinkwasser beigemischt.
3.4. Entnahme der Herzen

Fur die Entnahme des Herzens 28 Tage nach der Operation mufdte das Tier
zunachst betaubt werden. Die Narkose wurde mit 4 mg/kg Ketamin (50 mg/ml,
Ketanest”, Parke-Davice GmbH, Berlin), 5 mg/kg Azaperon (40 mg/ml,
Stresnil”,Jansen GmbH, 41470 Neuss), 0.1 ml/kg Flunitrazepam (2 mg/ml,
Rohypnol”, Hoffmann La-Roche AG, 79630 Grenzach-Wyhlen), 0.5 mg/kg
Atropinsulfat (0.5 mg/ml, Atropinsulfat Braun" 0.5 mg, B. Braun Melsungen AG,
D-34209 Melsungen) eingeleitet. Somit konnte das Tier in Rickenlagerung auf
dem Op-Tisch fixiert werden. Fur die Tétung wurden 12 ml Embutramid (T 61,
Hoechst Roussel Vet, Holland) Gber eine Ohrvene intravends appliziert.

AnschlieBend wurde die ventrale Thoraxseite rasiert sowie das Operationsfeld
mit Seife und lauwarmen Wasser gewaschen. Nach der darauffolgenden

Desinfektion mit Betaisodonna wurde der Hautschnitt gesetzt.



Der Thorax wurde schichtweise gedffnet:

Freipraparation des subkutanen Fettgewebes
Durchtrennen der Brustmuskulatur

Aufschneiden der Rippen

w0 NP

Mit dem Thoraxspreizer wurde der Thorax an der aufgeschnittenen Stelle

auseinandergespreizt.

Fur die Entnahme des Herzens war es notwendig, an den GefalRen Vena cava
superior, Vena cava inferior, Arteria pulmonalis und Aorta eine Ligatur zu legen.
Nach der Entnahme wurde das Herz unter flieRendem Wasser gewaschen, um
Blutansammlungen im und um das Herz herum zu beseitigen. Die Fixation des

Herzens erfolgte in 2% Paraformaldehyd-L6sung.

3.5. Histologische Aufarbeitung der Gefal3e

3.5.1. Fixierung

Fixierlosung: Die GefalRe wurden mit einer 2-prozentigen Paraformaldehyd-
Losung in Cacodylatpuffer fixiert. Zur Herstellung des 0,1-molaren
Cacodylatpuffers wurden 21,413 g Dimethylarinsdure pro Liter Aqua bidestillata
geldst und auf pH 7,4 titriert. Nach Zugabe von 20 g Paraformaldehyd pro Liter
wurde die Losung auf einer Heizplatte bei 500 Watt 30 min lang gerihrt und

anschlieRend filtriert.

Durchfilhrung: Der Koronararterienabschnitt mit dem Stent wurde mit einem

Skalpell aus dem Herzen herausgeschnitten. Zur Fixierung wurden die
Gefal3stucke am einen Ende auf eine Metallkanule aufgezogen und am freien
Ende mit einer GefalRklemme verschlossen. Uber ein in die Kaniile miundendes
Infusionsbesteck konnte nun die Fixierlésung unter Druck infundiert werden. Bei
einem angelegten Druck von 70 mm Hg betrug die Dauer der Fixierung etwa 30

Minuten. Eine  Nachfixierung Uber 12  Stunden, wiederum in
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cacodylatgepuffertem 2-prozentigem Paraformaldehyd, schlol3 das Prozedere
ab.

3.5.2. Einbetten in Paraffin

Die enthommenen Gefal3e wurden einzeln, nach schrittweiser Entwésserung in

aufsteigender Alkoholreihe, in Paraffin eingebettet.

3.5.3. Anfertigung von Semidinnschnitten

Da der Doppelballon-Katheter tber eine L&nge von 2 cm auf das Gefal
einwirkt, wurde ein etwa 3,5 cm langes Gefal3stiick entnommen. Nach Fixierung
und Praparation konnten davon noch etwa 2,5 cm weiterverarbeitet und
ausgewertet werden. Dieses Gefaldstick wurde in 4 bis 5 gleich grol3e
Segmente unterteilt, mittels eines Jung 2045 Multicut-Mikrotoms (Leica
Instruments,  Nussloch) wurden von jedem Segment zahlreiche

Semidunnschnitte mit je 4 um Dicke angefertigt (s. Abb. 9).

_'__,_.'—'- F__,_,_'—'- _'_'_,_,_,-' ___,_,.-'- _'_'_,_,_'—'-
/
II
prownma Histal
\
ll'-
_____,_,—' _F___,_,—' __'___,_;- _'__d__;—' d___,_,_;-'
Segmem 1 Segmeant 3 Segimeent 3 Beepmeen 4 Baagmiend § BegEment B
Abb. 9: Schematische Zeichnung des Schnittverfahrens zur Anfertigung von

Semidinnschnitten
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3.6. Standardfarbungen

3.6.1. Hamalaun-Eosin-Farbung

Zur Beurteilung der morphologischen Veranderungen und zur Bestimmung der
intimalen Zellagenzahl wurde eine kombinierte Farbung mit Hamalaun und

Eosin (HE) nach ublicher Vorgehensweise durchgefuhrt.

3.6.2. Elastica-Van-Gieson-Farbung

Mit dieser Farbetechnik stellen sich die Laminae elasticae der Media rotbraun
dar. Die einzelnen Wandschichten eines Gefalles lassen sich dadurch
besonders gut voneinander abgrenzen. Deshalb wurde die gesamte
morphometrische Vermessung der Praparate an Elastica-Van-Gieson-gefarbten

Schnitten vorgenomemn.

3.7. Immunhistochemische Farbungen

3.7.1. Grundlage der Avidin-Biotin-Komplex-Methode

Alle nachfolgend bechriebenen immunhistochemischen Farbungen wurden mit
der Avidin-Biotin-Komplex-(ABC)-Methode durchgefiihrt. Nach Inkubation mit
dem jeweiligen Erstantikérper wird bei der ABC-Methode ein biotinylierter,
gegen den Erstantikbrper gerichteter Zweitantikorper aufgetragen. Ein
anschliessend zugegebener Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex bindet aufgrund
der starken Affinitat von Avidin zu Biotin an den biotinylierten Zweitantikorper
an. Die Peroxidase im Avidin-Biotin-Komplex katalysiert enzymatisch eine
Farbreaktion. Als Substrat fur diese Farbreaktion dient 3-Amino-9-Ethylcarbazol
(AEC), ein Elektronendonator, der sich durch Oxidation in ein rotes
Reaktionsprodukt umwandelt.

Um ein Abschwimmen der Schnitte wéahrend des Farbevorganges zu

verhindern, wurden alle fir immunhistochemische Farbungen vorgesehenen
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Praparate auf spezielle Deckglaschen aufgebracht, die zuvor mit L-Polylysin

beschichtet worden waren.

3.7.2. a-Aktin-Biotin-Avidin-Methode am Paraffinschnitt

Primarantikdrper: Der hier benutzte monoklonale Antikérper Anti-a-SM-Aktin
(Firma Renner, Dannstadt) ist spezifisch gegen glattmuskulares o-Aktin

gerichtet.

3.8. Auswertung der Praparate

Alle Schnitte wurden blind ausgewertet. Die Zellzédhlungen bei der quantitativen
Auswertung sowie die morphometrischen Messungen wurden von mehreren

unabh&ngigen Untersuchern - wiederum blind - nachkontrolliert.

3.8.1. Histologisch-morphologische Auswertung

Alle Praparate wurden auf Verdnderungen untersucht, die mdglicherweise
durch die Ballondilatation und die Anwendung der Stents verursacht wurden.
Besonderes Augenmerk richtete sich auf Intimaverletzungen,
Thrombozytenaggregate, Dissektionen, Zellkernnekrosen, Schadigungen der
Lamina elastica interna, Mediaveranderungen und Einblutungen in die
Adventitia.

Zur Auswertung der Schnitte wurden Hamalaun-Eosin- und Elastica-Van-

Gieson-gefarbte Schnitte herangezogen.
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3.8.2. Morphometrische Daten

Zur Gewinnung morphometrischer Daten wurde eine computerunterstitzte
Morphometrieeinrichtung verwendet (Mikroskop der Firma Olympus, Hamburg,
digitalisierte Unterlage von Summagraphics Inc., Seymour, USA). Ein auf der
digitalisierten Unterlage angebrachter Cursor projeziert sich Uber einen
Seitentubus am Mikroskop auf die histologischen Préparate; sodann werden
luminaler Endothelabschluss, Lamina elastica interna und externa manuell mit
dem Cursor abgefahren. Uber die digitalisierte Unterlage werden die
Bewegungen des Cursors vom Computer aufgenommen und die von den
jeweiligen Umfangen begrenzten Flachen bestimmt. Mittels einer Spezial-
Software von Bilaney Consulting, Dusseldorf, wurden dann folgende Parameter
bestimmt: Flache des Lumens, Intimaflache, Stenosegrad, maximale Dicke der

Intima, Mediaflache und maximale Dicke der Media.

Intima _ Media

luminaler
Endothelabschluf3

Lamina elastica interna
Lamina elastica externa

Abb. 10: Schematische Zeichnung eines Gefal3querschnittes mit den notwendigen

Strukturen zur Gewinnung morphometrischer Daten.
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Abb. 11: Schematisierte Wiedergabe der Morphometrieeinrichtung

Jedes der Segmente einer Arterie wurde im Abstand von 5 mm untersucht, um
den Bereich zu bestimmen, welcher die gréf3te Einengung des Lumens zeigte,
die durch den Stent entstanden war. Dasjenige Segment, das die grolite
Lumenstenose zeigte, wurde verwendet, um alle Messungen zu machen. Das
Mikroskop mit kalibriertem Zahlnetz wurde benutzt, um die gréReren und
kleineren Achsen, sowohl des originalen als auch des stenosierten

(Ubriggebliebenen) Gefalllumens zu messen.

Der Querschnitt jedes Lumens (original und stenosiert) wurde mit einer digitalen
mikroskopischen Planimetrie gemessen, unter der Verwendung einer
kalibrierten  Software. Das Originallumen wurde mit der Planimetrie als
derjenige Bereich gemessen, welcher sich innerhalb der Lamina elastica interna
befindet, und das stenotische Lumen als das ubriggebliebene Lumen der
Arterie. Die Neointima ist die Differenz zwischen dem originalen und dem

stenotischen Lumen (originale Flache - stenotische Flache).
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Die stenotische Flache in Prozent wurde folgendermalRen berechnet:

Stenose in %= 100 x (1 - [stenosierte Lumenflache/originale Lumenflache] )

Die quantitative Schwere der GefalR3verletzung und neointimale Reaktion

wurden anhand der Elastica-van-Gieson-Farbung wie folgt berechnet.

Werte flr den Verletzungsgrad

Abb. 12: Schematische Zeichnung tUber die Messung im GefaRquerschnitt
- Durchbrochene Linienachse: Originallumen
- Durchgehende Linienachse: Restlumen
- Werte fur den Verletzungsgrad sind aullerhalb des Gefalles als Zahlen
angegeben.
- a und b: Neointimadicke fur die Drahte 3 und 5 (Zahlung der Dréahte erfolgt

von oben ab gegen den Uhrzeigersinn)

- D: Stentdraht

Die GefalRverletzung an jedem Draht wurde bestimmt durch die anatomische
Arterienstruktur, die durch jeweils einen Draht penetriert wurde. Dem
Gefalverletzungsgrad entsprechend wurde eine numerische Bewertung

durchgefiihrt. Die Werte variieren zwischen 0 (= geringste Gefal3verletzung)
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und 3 (= groRte Gefallverletzung), wie aus der folgenden Tabelle (3) ersichtlich

ist.

Tab. 3: Bewertung des Verletzungsgrades des Gefalies

Wert | Beschreibung der Verletzung

0 Lamina elastica interna intakt; Endothel durchbrochen; Media komprimiert.
1 Lamina elastica interna durchbrochen; Media typischerweise komprimiert.
2 Lamina elastica interna durchbrochen; Media deutlich zerfetzt;

Lamina elastica externa intakt, aber komprimiert.

3 Lamina elastica externa durchbrochen; typische flachenhafte
Verletzungen der Media, die Uber die Lamina elastica externa hinausreichen.

Stentdraht manchmal in die Adventitia verschoben.

Die neointimale Dicke an jedem Draht wurde, wie schematisch in Abbildung 12
dargestellt, gemessen.

Statistische Methoden: Der arterielle Verletzungsgrad fur jedes stenotische
Segment wurde berechnet als der mittlere Verletzungsgrad, der durch alle

Drahte der Spirale in diesem Segment verursacht wird.

Mittlerer Summe des Verletzungsgrades fur alle Drahte

Verletzungsgrad Anzahl der Drahte des Stents

Die mittlere neointimale Dicke fiir alle Drahte in diesem Schnitt wurde als der

Index der Verletzungsreaktion verwendet. Zum Beispiel sind im arteriellen
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Segment, in Abbildung (12), 5 Dréahte vorhanden (die Zahl der Drahte ist
abhangig von der Art des histologischen Schnittes der Gefal3e, da ein
geflochtener Stent benutzt wurde). Die GefalR3verletzungsgrad wird somit wie im
Tabelle 4 berechnet.

Fur jedes der 24 arteriellen Segmente in dieser Studie wurden somit folgende

Werte aufgestellt:

(1)  Mittlerer Verletzungsgrad
(2)  Mittlere Dicke der neointimalen Reaktion
(3) Totale neointimale Stenose

(4)  Totale neointimale Stenose in Prozent

Tab. 4: Beispiel fur die Berechnung des mittleren Verletzungsgrades.

VERLETZUNGSGRAD DER EINZELNEN DRAHTE EINES STENTS

DRAHT 1 DRAHT 2 DRAHT 3 DRAHT 4 DRAHT 5
2 1 1 1 2
Mittlerer 7:5=14

Verletzungsgrad
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3.9. Statistik

Aus den ermittelten Einzelwerten der Tiere wurden Mittelwert und
Standardabweichung berechnet. Die morphometrischen Ergebnisse aus
Kontroll- und Interventionsgruppe wurden mittels Wilcoxon-Test auf statistische
Unterschiede untersucht. Der Wilcoxon-Test fur unverbundene Stichproben,
auch als Mann-Whitney-U-Test bekannt, prift durch Rangreihenbildung die
Verteilung der Stichproben, wenn die Bedingungen des t-Tests
(Normalverteilung und gleiche Varianz) nicht sicher erfallt sind. Als

Signifikanzgrenze wurde p<0,05 gewabhilt.

AuBerdem wurde nach der von SCHWARTZ et al. (1990) publizierten Methode
eine Covarianzanalyse durchgefuhrt, welche die Beziehung zwischen
Verletzungsindex und der Neointimadicke, dem Stenosegrad und der
Neointima- bzw. Mediaflache berticksichtigt. Zur Veranschaulichung wurde eine
Regressionsgerade mit 95% Konfidenzgrenzen erstellt (Software: SAS Institute,
North Carolina, USA).

Die Covarianzanalyse bericksichtigt neben der eigentlichen ZielgroRe, also
dem Mal fur die abgelaufene Proliferation, auch eine zusatzlich bestehende
EinfluRgroRe wie sie die Verletzungsintensitat darstellt. Diese Vorgehensweise
erlaubt eine genaue und jedem Gefal3schnitt individuell angepaldte Auswertung

der Daten.

In die morphometrische Auswertung kamen 14 Tiere der Kontrollgruppe, in der

Paclitaxelgruppe wurden 10 Tiere ausgewertet.
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4. Ergebnisse

4.1. Technische Ergebnisse

Kontrollgruppe (14 Tiere):

Bei 11 Tieren konnte der Doppelballon-Katheter problemlos plaziert werden. Bei
einem Tier kam es zu Schwierigkeiten, da nach Entfernung des
Fuhrungsdrahtes keine Lageverdanderung mehr mdglich war und aus diesem
Grund der Doppelballon-Katheter gewechselt werden mufdte.  Keinerlei
Schwierigkeiten traten im Rahmen der Inflation und Deflation der Doppelballon-
Katheter auf. Alle Ballons konnten den definierten Druck halten. Weder mit den
verwendeten Druckpumpen, noch bei Applikation der Paclitaxellésung waren
Probleme zu verzeichnen. Bei insgesamt zwei Tieren kam es im Rahmen der
Plazierung des Fuhrungsdrahtes zum Austreten des Fihrungsdrahtes im
Bereich der proximalen Perfusionsoéffnungen. Bei beiden Tieren gelang jedoch

die korrekte Replazierung.

Paclitaxelgruppe (10 Tiere) :

Die Halfte der Tiere zeigte deutliche Ischamiezeichen im Rahmen der lokalen
Applikation. Diese Verdnderungen waren aber nach Deflation des
Doppelballon-Katheters komplett reversibel.

Insgesamt 5 Tiere zeigten nach der lokalen Applikation eine Unscharfe im
Bereich des distalen Applikationsballons. 1 Tier zeigte eine ausgedehnte
Dissektion im Bereich des gesamten Dilatationsareals. Alle Tiere zeigten jedoch
einen TIMI 3 FluRR (normale Koronarflul3-Verhaltnisse). Bei allen Tieren konnte

der Stent problemlos plaziert werden.

Nach der Stentimplantation entwickelten insgesamt 4 Tiere einen

voruibergehenden, auf 0,1 mg i.c.-Nitroglycerin ansprechenden Spasmus im



55

peripheren GefaRanteil. Bei einem Tier kam es im Rahmen dieses Spasmus zu
Kammerflimmern, es konnte erfolgreich reanimiert werden.
Bei einem weiteren Tier kam es im Rahmen dieses Spasmus zum distalen

GefalRverschluf3.

4.2. Ergebnisse der histologisch-morphometrischen Auswertung

Bei einem Tier aus der Kontrollgruppe konnten Artefaktbildung, Intima, Lamina
elastica interna, Media und Lamina elastica externa wegen eines okklusiven
Thrombus bei der histologischen Befundung nicht ausgewertet werden (siehe
Tab. 7). Ebenso konnte bei einem Tier der Paclitaxelgruppe die Lamina elastica
interna, Media und Lamina elastica externa wegen eines gefaliverschlieRenden

Thrombus nicht ausgewertet werden.

4.2.1. Histologische Ergebnisse

4.2.1.1. Stententfaltung

28 Tage nach der Stentimplantation wurden die Tiere eingeschlafert. Bei 13
Tieren der Kontrollgruppe ohne die lokale Applikation von Paclitaxel war die
Stententfaltung gut, in einem Fall war die Entfaltung des Stents unsymmetrisch
(siehe Tab. 7).

Bei den Tieren der Paclitaxelgruppe (10 Tiere) war die Stententfaltung bei 7
Tieren gut (siehe Tab. 6). Bei dem Versuchstier P2, war die Media leicht
komprimiert, und bei dem Versuchstier P4, verlief die Stententfaltung
unsymmetrisch bis in die Lamina elastica externa. Auch bei dem Versuchstier

P6 war die Stententfaltung bis in die Adventitia unsymmetrisch.
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Abb. 13: GefalBquerschnitt 28 Tage nach Stentimplantation bei einem Tier der
Kontrollgruppe (Farbung: Hamalaun-Eosin,VergroRerung: 90 fach).
Die Proliferation der Neointima ist deutlich zu erkennen, sowie die
Zerstorung der Lamina elastica interna durch die Stentimplantation. A:
Artefakt; L: Lumen; NI: Neointima; M: Media; D: Draht des Stent.

4.2.1.2. Artefaktbildung

Die Artefaktbildung durch die histologische Aufarbeitung war bei 9 Tieren der
Kontrollgruppe (n=13) stark und bei 4 Tieren nur leicht ausgepréagt (siehe Tab.
7).
In der Paclitaxelgruppe war bei 8 Tieren eine Artefaktbildung stark bis sehr
stark und bei den restlichen 2 Tieren nur geringgradig ausgepragt (siehe Tab.
6).
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42.1.3. Intima

Die Intima war bei 7 Tieren der Kontrollgruppe (n=13) konzentrisch und bei 6

Tieren exzentrisch proliferiert.

Bei der Paclitaxelgruppe war die Intima bei 7 Tieren konzentrisch proliferiert.

Bei den restlichen 3 Tieren war die Intima exzentrisch proliferiert.

42.1.4. Lamina elasticainterna

Die Fragmentierung der Lamina elastica interna innerhalb der Kontrollgruppe
betrug bei 11 Tieren 10 bis 50 %. Nur bei 2 Tieren stellte sich die Lamina

elastica interna intakt dar und somit unfragmentiert. (siehe Tab. 7).

Bei der Paclitaxelgruppe war die Lamina elastica interna bei 2 Tieren intakt.
Eine Fragmentierung fand sich bei 6 Tieren, wobei ein Fragmentierungsgrad
von 10 bis 50 % erreicht wurde. Das Gefal3 eines Tieres der Paclitaxelgruppe
war im Bereich des Stents fragmentiert, aber ansonsten war die Lamina elastica

interna intakt (siehe Tab. 6).



Abb. 14:  GefaRquerschnitt bei einem Tier der Paclitaxelgruppe 28 Tage nach lokaler
Applikation von 10 ml Paclitaxel mit 1 bar Injektionsdruck.
(Farbung: Elastica-Van-Gieson, VergrofRerung: 90 fach). Zu erkennen ist das
konzentrische Proliferat mit Komprimierung der Media durch die Stentdrahte.
A: Artefakt; L: Lumen; NI: Neointima; M: Media; D: Draht des Stent

4215. Media

Bei 5 Tieren der Kontrollgruppe war die Media normal strukturiert, bei 5 Tieren
war die Media im Bereich der Lamina elastica interna fragmentiert und bei
einem Tier sogar vollstandig aufgelost (siehe Tab. 6). Bei 2 Tieren war die

Media zu ca. 35 % nicht abgrenzbar und zu 30 % aufgelost.

Bei 6 Tieren der Paclitaxelgruppe war die Media im Bereich der Stents
komprimiert bzw. durchbrochen. Geringe Alterationen zeigten dagegen die
anderen 3 Tiere der Paclitaxelgruppe auf, zum Teil mit Dissektionen und
Einblutungen behaftet (siehe Tab. 6).



Abb. 15:

4.2.1.6.
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Vergrdsserung eines GefaRquerschnitts bei einem Tier der Paclitaxelgruppe

28 Tage nach lokaler Applikation von 10 ml Paclitaxel mit 1 bar
Injektionsdruck (Farbung: Elastica-Van-Gieson, Vergrosserung: 90 fach).
Deutliche Zunahme der Neointima-Bildung und Komprimierung der Media. L:
Lumen; NI: Neointima; M: Media; D: Draht des Stent.

Lamina elastica externa

Bei 10 Tieren der Kontrollgruppe war die Lamina elastica externa intakt. Bei den

restlichen 3 auswertbaren Tieren war diese massiv zelldurchsetzt, wobei 1 Tier

davon eine 10 %-ige Auflockerung der Adventitia aufwies (siehe Tab. 7).

Bei der Paclitaxelgruppe war die Lamina elastica externa bei 6 Tieren intakt, bei
2 Tieren lediglich punktuell durchbrochen, bzw. auffallig verdickt und zellreich.

Die Lamina elastica externa war auch bei einem weiteren Tier intakt, aber im
Bereich eines Stents befand sich eine Zellnekrose (siehe Tab. 6).



Abb. 16:

4.2.1.7

Vergrosserung eines Gefalquerschnittes bei einem Tier der

Paclitaxelgruppe 28 Tage nach lokaler Applikation von Paclitaxel 10 ml mit
1 bar Injektionsdruck (Farbung: Elastica-Van-Gieson, Vergrosserung: 90
fach). Konzentrisches Proliferat mit Komprimierung der Media bei
unsymetrischer Entfaltung des Stents. A: Artefakt; L: Lumen; NI:
Neointima; M: Media; D: Draht des Stent.

Ergebnisse  des immun-histochemischen Alpha-Aktin-

Nachweises

Mit dem immunhistologischen Nachweis von glattmuskularem Alpha-Aktin

konnte bei allen Tieren gezeigt werden, dass es sich bei den proliferierenden

Zellen vorwiegend um glatte GefaBwand-Muskelzellen handelte.
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4.3. Ergebnisse der Auswertung der morphometrischen Daten

4.3.1. Lumenflache

Die MeRergebnisse der Lumenflache wurden gegen den Verletzungsindex
aufgetragen und die Werte der Kontrollgruppe mit den Werten der
Paclitaxelgruppe verglichen.

Die Lumenflache (siehe Tab. 8 Teil 1 und Tab. 9 Teil 1) ergab keinen
relevanten Unterschied zwischen Kontrollgruppe und Paclitaxelgruppe,
(Kontrollgruppe : 2,52 + 0,88 mm?; Paclitaxelgruppe : 2,55 + 1,40 mm?, p =
0,301).
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4.3.2. Neointimadicke

Von den GefalBabschnitten wurde an jedem Stentdraht ein Neointimadicke-
einzelwert erhoben und daraus der Gefal3mittelwert berechnet. Die Anzahl der
Einzelwerte war abhéangig von der Schnittebene und der Stententfaltung und
bewegte sich zwischen 3 und 7 Stentdrahten pro Gefal3schnitt.

Die Mittelwerte der Neointimadicke (y) wurden gegen den Verletzungsindex (x)
aufgetragen und die Paclitaxelgruppe mit der Kontrollgruppe verglichen. Der
Verlauf der Regressionsgeraden fur die Mittelwerte der Neointimadicke zeigt
keine relevante Reduktion des Zielwerts nach lokaler Applikation von Paclitaxel
(siehe Tab. 8 Teil 2 und Tab. 9 Teil 2). (Kontrollgruppe : 0,74 £ 0,25 mm ;
Paclitaxelgruppe: 0,94 = 0,50 mm, p = 0,513). Das Bestimmheitsmal3 der
Regressionsgeraden lag fir die Kontrollgruppe bei r2=0,6177 und far die

Paclitaxelgruppe bei r2=0,6955.
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Abb. 17: Beziehung zwischen Neointimadicke und Verletzungsindex;

Regressionsgeraden flr Paclitaxelgruppe (gestrichelte Linie) und
Kontrollgruppe (durchgezogene Linie) mit 95% Konfidenzgrenzen
(gepunktete Linien).
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4.3.3 Grad der Stenose

Der Grad der Stenose wird nach der Formel

Neointimaflache/(Neointimaflache + Lumenflache) x 100

berechnet.

Die Covarianzanalyse ergab keinen relevanten Unterschied der Gruppen
(Kontrollgruppe : 46,90 £17,01 %; Paclitaxelgruppe : 65,99 + 21,82 %, p =
0,203, siehe Tab. 8 Teil 2 und Tab. 9 Teil 2). Das Bestimmtheitsmald der
Regressionsgeraden lag bei r2=0,6081 in der Kontrollgruppe, und r2=0,1268 in

der Paclitaxelgruppe.
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Abb. 18: Beziehung zwischen Stenosegrad und Verletzungsindex;

Regressionsgeraden fur Paclitaxelgruppe (gestrichelte Linie) und
Kontrollgruppe (durchgezogene Linie) mit 95% Konfidenzgrenzen

(gepunktete Linien).
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434 Neointima-Gesamtflache

In gleicher Art und Weise wurden auch die Mel3ergebnisse der Neointima-
Gesamtflache gegen den Verletzungsindex aufgetragen und die Kontrollgruppe
mit der Paclitaxelgruppe verglichen.

Das Ausmald der Neointima-Gesamtflache ergab einen Unterschied zu
ungunsten des Paclitxel zwischen Kontrollgruppe und Paclitaxelgruppe
(Kontrollgruppe : 0,57 + 0,11 mm? Paclitaxelgruppe : 1,55 + 0,91 mm?, p =
0,042, siehe Tab. 8 Teil 2 und Tab. 9 Teil 2). Das Bestimmtheitsmald der
Regressionsgeraden lag bei r2=0,2345 in der Kontrollgruppe, und r2=0,2967 in

der Paclitaxelgruppe.
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Abb. 19: Beziehung zwischen Neointima-Gesamtflache und Verletzungsindex;

Regressionsgeraden fir Paclitaxelgruppe (gestrichelte Linie) und
Kontrollgruppe (durchgezogene Linie) mit 95% Konfidenzgrenzen

(gepunktete Linien).
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4.3.5. Mediaflache

Die ermittelten Werte der Mediaflache wurden gegen den Verletzungsindex
aufgetragen und die Paclitaxelgruppe mit der Kontrollgruppe verglichen. Nach
lokaler Applikation von Paclitaxel fand sich eine signifikante Zunahme der
Mediaflache (Kontroligruppe : 1,61 + 0,37 mm? Paclitaxelgruppe : 3,33 + 2,31
mm? , p = 0,003, siehe Tab. 8 Teil 1 und Tab. 9 Teil 1). Diese Zunahme der
Media aul3ert sich deutlicher bei Verletzungsgrad 1 als bei Verletzungsgrad 2
und 3 (siehe Abb. 20). Das Bestimmtheitsmald der Regressionsgerade lag bei
r’=0,005749 in der Kontrollgruppe und r?=0,2948 in der Paclitaxelgruppe.
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Abb. 20: Beziehung zwischen Mediaflache und Verletzungsindex;

Regressionsgeraden fur Paclitaxelgruppe (gestrichelte Linie) und
Kontrollgruppe (durchgezogene Linie) mit 95% Konfidenzgrenzen

(gepunktete Linien).
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5. Diskussion

Die Ubertragbarkeit von Ergebnissen aus Tierversuchen auf den Menschen ist
auch im Bereich der Koronarangioplastie ein vieldiskutiertes Problem. Dies ist
einer der Hauptgrinde fir die seit einiger Zeit verstarkte Suche nach
Alternativen zum Tierversuch. So haben Forschungen an menschlichen
Zellkulturen in den letzten Jahren einen kraftigen Aufschwung erfahren. Durch
eindrucksvolle Verbesserungen auf diesem Gebiet ist es heute mdglich
geworden, verschiedene Zellinien zu cokultivieren, ja sogar in Anséatzen eine
arteriosklerotische Plaque in vitro zu imitieren (BAIM 1992). Auch das hier
verwendete Paclitaxel wurde in umfangreichen Zellkulturversuchen auf seine
Loslichkeit, Gewebevertraglichkeit und Toxizitdt sowie seine antiproliferative

Wirksamkeit getestet.

Die lokale Applikation von Paclitaxel bei den menschlichen Zellkulturen fihrte
zu einer reduzierten Neointimabildung und damit insgesamt zu einer
Erweiterung des Lumens nach dem Eingriff. Somit konnte die Anwendung von
Paclitaxel eine vielversprechende Methode fir die Reduktion der Restenose
nach PTCA sein (SERRUYS 1991, AXEL et al. 1997).

Erste Versuche mit der lokalen Anwendung von Paclitaxel wurden zur
Dosisfindung bereits an Kaninchen und an isolierten Schweinenherzen
durchgefuhrt. Nach der Applikation von 10 ml radioaktiv markiertem Paclitaxel
(20 mmol/l) mit dem Doppelballon-Katheter verblieben 2,19 % der urspriinglich
verabreichten Dosis in der GefalRwand. Die Effektivitat der Applikation der
Kombination  eines lipophilen  Wirkstoffes mit  dieser passiven
Verabreichungsmethode ist 10 - 20 mal hdher als im Vergleich zu einer
friheren Studie mit einer hydrophilen Substanz [lokale Applikation von low
molecular weight heparin (LMWH) mit dem pordsen Ballonkatheter] (HERDEG
et al. 1997a,b, 1999). Variierte man die Initialdosis zwischen 2 ml und 10 ml mit
Injektionsdruck Uber 2 bar, anderte sich die absolute Menge des Wirkstoffes in

der GefalRwand proportional zur verabreichten Dosis, wahrend der Prozentsatz
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der Initialdosis (der in der GefalBwand detektiert wurde) konstant tiber 2 % lag.
Es konnten keine Schwellenwerte und Sattigungseffekte in diesem
Dosierungsbereich beobachtet werden (BAUMBACH et al. 1999).

Im Unterschied zur aktiven lokalen Medikamentenverabreichungsform mit einer
Endothel-zerreilenden Wirkungsweise (d.h. poréser Ballon-Katheter), wird die
Wirkstoffmenge bei Anwendung des Doppelballon-Katheters, die hier durch
druckbetriebene Flussigkeitsaufnahme in die GefalRwand zustande kommt,
nicht durch lokale Verletzungen begrenzt (HERDEG et al. 1997a, b, 1999,
BAUMBACH et al. 1999). Deshalb besteht die Hauptbeschrankung fur die
Wirkstoffmenge in den moglichen Nebenwirkungen von Paclitaxel.

Bei weitere Untersuchungen am Kaninchen wurden positive Effekte des
Paclitaxel nach Plague-Induktion und Ballon-Angioplastie festgestellt:

Nachdem durch Elektrostimulation in der rechten Arteria carotis von 66
Neuseeland-Kaninchen eine definierte Plaque induziert worden war, wurden 27
Tiere einer Ballondilatation und anschliel3end einer lokalen Paclitaxelapplikation
(20 ml, 10 mmol/l) mittels eines Doppelballon-Katheters unterzogen. 29 Tiere
dienten zur Kontrolle, indem sie nur angioplastiert wurden und die restlichen 10
Tiere blieben ausschlie3lich elektrostimuliert. Die Gefal3e wurden 1, 4 und 8
Wochen nach der Intervention exzidiert. Die Immunhistochemie fand mit
Antikbrpern gegen Bromodesoxyuridin, a-SM-Aktin, Makrophagen, von
Willebrand-Faktor und a-Tubulin statt. Veranderungen im Zytoskelett konnten
elektronenmikroskopisch analysiert werden. Verglichen mit den Kontrolltieren
(43,1 % acht Wochen nach Intervention, (p < 0,003)), nahm das Ausmal} der
Stenose bei den mit Paclitaxel behandelten Tieren nur leicht zu (14,6 % nach
einer Woche, 20,5 % nach acht Wochen). Verglichen mit den Kontrolltieren
konnte ein deutlich weiteres Lumen zu jeder Zeit beobachtet werden
(Lumenflache nach 8 Wochen bei der Paclitaxelgruppe: 0,754 mm?, bei
Kontrollgruppe: 0,417 mm?, p < 0,004). Farbungen der Mikrotubuli und die

Elektronenmikroskopie zeigten Veranderungen der Mikrotubuli, die nur auf die
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Intima begrenzt waren. Die Fahigkeit zur Vasokontraktilitat nach der
Paclitaxelbehandlung war deutlich vermindert (HERDEG et al. 1997 b, 1999).

Die spezifische Wirkung von Paclitaxel auf das Zytoskelett von Gefalizellen laft
sich durch Farbung der Mikrotubuli und durch Elektronenmikroskopie
nachweisen. Bei Paclitaxel behandelten Tieren (Kaninchen) zeigte die Farbung
der Tubuli eine Zunahme an Fluoreszenzintensitat, die auf eine Veranderung
der Anh&ufung der Mikrotubuli hindeutet. Dies war der Grund fiur weitere
Untersuchungen der Wirkung von Paclitaxel auf die GefaBwand mittels
Elektronenmikroskopie. Tatsachlich konnten parallele Mikrotubuli-Bindel in den
Zellen der glatten Muskulatur entdeckt werden, die einer lokalen Behandlung
mit Paclitaxel unterzogen wurden (HERDEG et al. 1999). Es konnte schon
friher gezeigt werden, dal3 diese parallel angeordneten Mikrotubuli-Bindel eine
typische paclitaxelinduzierte Modifikation in der Mikrotubulusanordnung sind.
Veranderungen dieser Art konnten bei den Kontrolltieren zu keinem Zeitpunkt
festgestellt werden (HERDEG et al. 1997 b). Die biologische Bedeutung dieser
strukturellen ~ Veranderungen wurden quantitativ in  verschiedenen
Interventionsgruppen erfal3t. Die morphologische Beobachtung des veranderten
Zytoskeletts innerhalb der glatten Muskelzellen in der Neointima korreliert recht
gut mit der signifikant reduzierten intimalen Proliferation zu einem frihen
Zeitpunkt nach der Intervention bei Paclitaxel-behandelten Tieren (HERDEG et
al.1997 a, 1999).

Allerdings wird die Stenose nicht nur durch die neointimale Proliferation bedingt,
sondern ebenso durch die Reduktion des residualen Lumens. Nach der lokalen
Paclitaxelapplikation waren die Lumenflache und der Querschnitt des gesamten
GefalRes immer groRBer als bei den Kontrolltieren (HERDEG et al. 1999).
Theoretisch konnte dies durch einen zusatzlichen Dilatationseffekt der
applizierten Flussigkeit zwischen den beiden Ballons des Doppelballon-
Katheters verursacht worden sein. Tatsachlich wurde auch eine
GefalvergroRerung nach einer das Zytoskelett betreffenden Therapie ebenso
von anderen Forschern beobachtet [BIOSTENT] (WILENSKY et al. 1991),
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somit tragen die beiden Effekte von Paclitaxel auf die Proliferation und die
GefalvergroRerung zur Bewahrung der Gefal3form bei und sind wahrscheinlich
durch eine strukturelle Veranderung des Zytoskeletts bedingt. Paclitaxel wirkt
nicht durch einen rezeptorvermittelten Effekt, und seine zellulare Aufnahme wird

gefordert durch den hochlipophilen Charakter des Wirkstoffes.

Hauptanliegen dieser Arbeit war es deshalb, das Paclitaxel mittels eines neuen
interventionellen Systems (Doppelballon-Katheter) nach Einsetzen eines Stents
in die Koronararterie lokal zu applizieren, um zu Uberprifen, ob dadurch eine
Restenose vermindert werden kann. Stents reduzieren den recoil-effect
(erneute Lumeneinengung durch die elastischen Krafte der Gefal3wand) nach
Angioplastie. In letzter Zeit werden deshalb zunehmend Stentsysteme
eingesetzt. Problematisch kénnen jedoch die durch einen Stent bedingten
Komplikationen sein. Dabei muissen vor allem Thrombusbildung, Infektion,
chronische Entziindung im Sinne einer Fremdkdorperreaktion,

Gewebehyperplasie und Intimaproliferation beachtet werden.

Fur diese Fragestellung gibt es keine Alternative zum Tierversuch. Die
Wirksamkeit und Sicherheit der lokalen Paclitaxel-Therapie mittels
Doppelballon-Katheter a3t sich nur in vivo erforschen. Gerade auch im Hinblick
auf eine mogliche Anwendung beim Menschen erwachsen deshalb folgende

Anforderungen an die Versuchstiere:

1. Das Zielorgan fur die Anwendung des Doppelballon-Katheters im
Tierversuch sollte dem Zielorgan beim Menschen - der Herzkranzarterie -

in Aufbau und GroélRe mdglichst ahnlich sein.

2. Die zu behandelnde arteriosklerotische Grundkrankheit sollte bei
Versuchstier und Mensch moglichst vergleichbar sein.
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Das Hausschwein erflillt diese Kriterien nur im ersten Punkt: Die Koronararterie
der Tiere ist, wie menschliche Koronarien auch, eine Arterie von muskuldrem
Typ und etwa gleich grold wie beim menschlichen Herzkranzgefal3. Es missen
keine kleineren Katheter als beim Menschen verwendet werden, so dal3 auch
die Ergebnisse der Versuche mit dem Doppelballon-Katheter auf den Menschen

besser Ubertragbar sind.

Bei der systemischen Anwendung des Paclitaxel zur Krebstherapie sind eine
Reihe von toxischen Effekten bekannt. Die Hauptnebenwirkungen sind:
hamatologische Toxizitat (Neutropenie), Neurotoxizitat (periphere Neuropathie)
und  Uberempfindlichkeitsreaktionen.  Herzrhythmusstérungen  (meistens
transiente asymptomatische Bradykardie) wurden ebenfalls beschrieben,
allerdings traten all diese Nebenwirkungen bei Patienten auf, die unter einer
hochdosierten Chemotherapie bei bosartigen Erkrankungen standen. Die
Plasma-Konzentrationen von Paclitaxel bei diesen Patienten waren 100 — 1000-
fach hoher - wund dies Uber einen langeren Zeitraum - als
Plasmakonzentrationen, die aus einer lokalen Paclitaxelapplikation (10 ml, 10
mmol/l) resultierten. Bei einer Mel3grenze von ungefahr 50 nmol/l lag die
Plasma-Konzentration nach lokaler Paclitaxelapplikation nicht einmal im
mefl3baren Bereich (ROWINSKY, et al. 1993). In dieser Studie beim Menschen
traten keine der oben erwéhnten Nebenwirkungen ein. In der eigenen Arbeit
sollte deshalb die Paclitaxelapplikation weniger auf systemische als vielmehr

auf lokale Nebenwirkungen in den Koronararterien kontrolliert werden.

5.1. Methodik-Histologische Farbungen und Proliferationsnachweis

Fur die Auswahl der in dieser Arbeit verwendeten Farbungen haben folgende

Uberlegungen eine Rolle gespielt:

Hamalaun-Eosin-Farbung: HE- gefarbte Praparate sind schnell und einfach

anzufertigen. Mit wenig Aufwand lasst sich so ein guter Uberblick tber die

Praparate gewinnen. Alle Schnitte wurden deshalb zuerst mit HE gefarbt.
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Elastica-Van-Gieson-Farbung: Fur die morphometrische Auswertung ist die

Elastica-Van-Gieson-Farbung aufgrund der guten Abgrenzbarkeit
verschiedener Wandschichten den anderen Farbungen Uberlegen. Auch zur
morphologischen Betrachtung von Wandveranderungen der Gefasse, wie
Briichen der Laminae elasticae oder Schadigungen der Medialamellen, ist diese

Farbung besonders geeignet.

Immunhistologie - Alpha-Aktin-Nachweis:

Hauptziel bei der Arbeit mit den immunhistochemischen Methoden war,
einzelne Zellarten, die bei der proliferativen Antwort nach Ballonangioplastie
eine wichtige Rolle spielen, identifizieren und naher charakterisieren zu kénnen.
Arterielle, glatte GefalBwandmuskelzellen exprimieren hauptsachlich Alpha-
Aktin (HANKE u. KARSCH 1992, SIMONS et al. 1993). Mit dem
immunhistologischen Nachweis von glattmuskularem Alpha-Aktin konnte so
gezeigt werden, dass es sich bei den Zellen der Neointima vorwiegend um
glatte Muskelzellen handelt. Dieser Nachweis ist ein etabliertes und bewahrtes

Verfahren in der Immunbhistologie.

Alle oben beschriebenen Farbungen wurden bei jedem Tier an den Praparaten
aller Gefal3segmente durchgefiihrt. Zusammen mit den neuentwickelten
Schnittverfahren und Serienschnitten sowie umfangreichen morphometrischen
und guantitativen Messungen wurde so eine moglichst genaue Dokumentation

der Auswirkungen der lokaler Therapie angestrebt.
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5.2. Diskussion der Ergebnisse

Die vorliegende Arbeit versteht sich als Beitrag auf dem Weg zu einer
maoglichen neuen Therapieform flr den Menschen. In der Entwicklung von der
Grundlagenforschung bis zur anwendungsbereiten Therapie steht das
Tierexperiment dicht vor der Anwendung beim Menschen. Eingedenk aller
Unterschiede und Grenzen tierexperimenteller Arbeit ist es darum unerlafilich,
diejenigen Fragen zu stellen, die fir eine Erprobung an Menschen von zentraler
Bedeutung sind. Die Ergebnisse dieser Arbeit missen deshalb nicht nur als
Enzelergebnisse, sondern auch unter den Gesichtspunkten der Sicherheit bei

der Anwendung und der Wirksamkeit der Therapie diskutiert werden.

5.2.1. Sicherheit des Kathetersystems und der lokalen Applikation

von Paclitaxel

Da der Doppelballon-Katheter in der Koronararterie des Schweins eingesetzt
wurde, engt sich die Frage nach der Sicherheit auf die Interventionsfolgen fir
die GefaBwand und mogliche systemische Wirkungen ein. Bei allen Tieren
konnte das Kathetersystem bis auf geringe technische Schwierigkeiten
problemlos eingesetzt werden. Nur bei einem Tier kam es im Rahmen der
Stentapplikation zu schwerwiegenden Herzrhythmusstérungen. Die lokale

Applikation von Paclitaxel lie3 keine systemischen Nebenwirkungen erkennen.

5.2.2. Histologische Auswertung

Die histologisch-morphologische  Auswertung diente dazu, mdgliche
interventionsbedingte Veréanderungen zu beschreiben. Die Expression von a-
SM-Aktin in der Neointima und Media verdeutlichte das Ausmaf} und die
Formation der glatten Muskelzellen in den untersuchten Gefal3schnitten. Der
Flussigkeitseinstrom wahrend der lokalen Therapie und die Einwirkung der
applizierten Substanzen verursachten keine morphologisch nachweisbaren
Schaden der Gefal3struktur.
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Die Auswertung der morphometrischen Ergebnisse fligen sich neben den
beschreibenden histologisch-morphologischen und immunhistochemischen
Ergebnissen zu einem verstandlichen Gesamtbild. Durch die Stentimplantation
dominieren die proliferativen und synthetisierenden Restenosemechanismen,
so dall die morphometrische Erfassung der Neointima und Media
aufschluBreiche und aussagekraftige Ergebnisse liefert. Im besonderen die
Lumenflache, jedoch auch Neointima- und Mediadaten unterliegen maoglichen
praparationsbedingten  StorgroRen, denen aber durch  sorgfaltige
morphologische Betrachtung und ggf. AusschluR aus der Auswertung
Rechnung getragen wurde. Die erhobenen morphometrischen Parameter
demonstrieren die bestehende Korrelation zum Verletzungsausmalf3, d.h. mit
Zunahme der Verletzungsintensitat steigen die morphometrischen Grol3en,
welche die Restenose dokumentieren, ebenfalls an. Eine Ausnahme bildet die

Mediaflache bei der Versuchsgruppe.

In der eigenen Studie unterschied sich die Reendothelisation nach der
Intervention nicht signifikant zwischen Paclitaxel-behandelten Tieren und
Kontrolltieren bzw. war in der Versuchsgruppe fir einzelne Parameter sogar
starker ausgepragt. Bevor durch Stentimplantation in den linken Koronararterien
von 24 Schweinen eine definierte Plaque induziert worden war, wurden 10 Tiere
einer lokalen Paclitaxelapplikation (10 ml, 10 mmol/l, 5 min) mittels eines
Doppelballon-Katheters unterzogen, die restlichen 14 Tiere dienten als
Kontrollgruppe ohne Behandlung mit Paclitaxel. Die Gefal3e wurden 4 Wochen
nach der Intervention exzidiert. Verglichen mit den Kontrolltieren (46,90 % acht
Wochen nach der Intervention, nahm das Ausmald der Stenose in den mit
Paclitaxel behandelten Tieren eher zu (65,99 %, p = 0,203). Es konnte

aulRerdem kein weiteres Lumen als bei den Kontrolltieren beobachtet werden
(Lumenflache nach 8 Wochen bei der Paclitaxelgruppe: 2,55 + 1,40 mm?, bei
Kontrollgruppe: 2,52 + 0,88 mm?). Wahrend sich die Neointimadicke der
Paclitaxel-Gruppe (0,94 + 0,50 mm, p = 0,513) ebenfalls nicht von der
Kontrollgruppe (0,74 = 0,25 mm) unterschied, war die gesamte Neointimaflache

in der Versuchsgruppe sogar signifikant gré3er (1,55 + 0,91 mm, p = 0,042) als
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bei den unbehandelten Tieren (0,57 + 0,11 mm?). Auch bei der Mediaflache fiel
die Zunahme in der Paclitaxel-Gruppe signifikant starker aus als bei der
Kontrollgruppe (3,33 £ 2,31 mm2 bzw. 1,61 + 0,37 mm?, p = 0,003) (s. Tab. 8 u.
9, Teil 1 und 2).

Eine mogliche Erklarung fur das Versagen der lokalen Paclitaxeltherapie in der
eigenen Studie ist die dauerhafte Stimulation der glatten Gefallmuskelzellen
durch die durch den Stent vermittelte Fremdkdrperreaktion. Eine Studie von
SCHWARTZ et al. (1990) belegt die negative Auswirkung von Stents. In dem
Versuch wurde den Tieren nach einer Ballondilatation ein coil-stent implantiert.
An 11 behandelten Schweinen konnte ein Stenosegrad mit einem mittleren

Wert von 73,4 + 24,4 % und eine Orginallumenflache von 3,6 + 1,2 mm?, sowie

ein Lumen von 0,9 + 0,3 mm? festgestellt werden. Bei der Kontrollgruppe
wurde an 5 Tieren nur eine Ballondilatation durchgefuhrt. Es konnte ein

Stenosegrad mit einem mittleren Wert von 34,8 + 11,3 % und eine

Originallumenflache von 4,2 + 1,1 mm?, sowie ein Lumen von 0,8 + 0,3 mm?
festgestellt werden. Die Studien sind nicht vollstandig vergleichbar, da keine
Ballondilatation durchgefihrt wurde und unterschiedliche Stents benutzt

wurden.

Unklar bleibt in der eigenen Untersuchung die signifikante Zunahme der
Mediaflache (p =0,003) nach lokaler Paclitaxeltherapie (siehe Abb. 20).
Hypothetisch kdnnte dies durch eine vermehrte endothelische Durchlassigkeit
mit klassischer medialer Odembildung erklart werden. Zusatzlich kann aber
auch hier das Paclitaxel im verwendeten Stentmodell seine beschriebene

positive Wirkung auf die GefaRwande nicht entfalten.
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5.3. SchlufZbetrachtung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Wirksamkeit der lokalen Applikation von
Paclitaxel durch einen Doppelballon-Katheter bei Stent-Implantation in einem
experimentellen Tiermodell auf ihre Machbarkeit, Sicherheit und Wirksamkeit

hin zu untersuchen.

Als Versuchstiere dienten Hausschweine, bei denen durch die Stent-
Implantation eine arteriosklerotische Plaque in der Koronararterie erzeugt und
die Wirksamkeit der lokalen Applikation von Paclitaxel auf die Proliferation der
glatten Muskelzellen der GefalBwand untersucht wurde. Die Erfahrungen mit der
lokalen Medikamentenappikation durch Doppelballon-Katheter im Rahmen
einer Stent-Implantation sind sehr gering. Eine der beiden Gruppen in der
vorliegenden Arbeit erhielt nach intrakoronarer Stent-Implantation 10 ml
Paclitaxel-Losung (10 mmol/l, 5 min) mit 1 bar Injektionsdruck lokal durch den
Ballon-Katheter appliziert. Die Gefal? wurden 28 Tage nach Intervention
entnommen und in Paraffin eingebettet. An den histologischen Préparaten
wurde zusatzlich zu den Standardfarbungen immunhistochemisch eine Alpha-
Aktin:Farbung durchgefuhrt. Auf3er der morphometrischen Begutachtung
umfalRte die Auswertung noch die morphometrischen Bestimmungen des

Proliferationsumfanges.

Es zeigte sich,dal} die Stent-Implantation mit einer reaktiven Traumatisierung
der GefaBwand verbunden ist. Anhand der Semidunnschnitte gelang der
Nachweis von GefalRwandveranderungen durch die Stent-Implantation vor

allem in der Media.

Die gesamte histomorphometrische Auswertung zeigte Kkeine positive
Wirksamkeit der lokalen Applikation von Paclitaxel auf die Neointimabildung
nach Stent-Implantation. Im Gegenteil zeigte sich eine Zunahme der
Neointimaflache und der Mediaflache zu ungunsten des Paclitaxel, die Letztere

ist moglicherweise auf ein chronisches Odem zuriickzufiihren.
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Trotz sorgfaltigem Festlegen der Interventionsparameter erscheint die
einmalige Applikation von Paclitaxel mit dem Schneider-Doppel-Ballon nach
Stent-Implantation ein unwirksames Verfahren zur Restenoseprophylaxe zu
sein. Zwar ergaben sich keine schadlichen Nebenwirkungen durch das
Paclitaxel, jedoch reduzieren die vorliegenden Ergebnisse die Hoffnung, am
Menschen die Restenoserate durch die lokale Applikation von Paclitaxel mit
dem Doppel-Ballon nach Stent-Implantation zu vermindern. Frihere nach
Ballondilatation gewonnene positive Erkenntnisse fur das Paclitaxel hinsichtlich
einer Proliferationshemmung konnten fir die Komplikationen nach

Stentimplantation im eigenen Experiment nicht bestatigt werden.
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6. Zusammenfassung

Lokale Applikation von Paclitaxel mit dem Schneider-Doppelballon nach

experimenteller Stentimplantation an den Koronararterien des Schweines

In der obengenannten Arbeit wurde die lokale Applikation von Paclitaxel mittels
eines Doppelballon-Katheter in einem experimentellen koronaren Tiermodell auf
ihre Durchfuhrbarkeit, Sicherheit und Wirksamkeit im Hinblick auf eine klinische
Anwendung untersucht. Als Versuchstiere dienten Hausschweine, bei denen
vor einer koronaren Stentimplantation eine lokale Applikation der
antiproliferativen Substanz Paclitaxel durchgefuhrt wurde. Methode: Die Tiere
erhielten 10 ml (10 mmol/l) einer molaren Paclitaxel-Losung mit 1 bar
Injektionsdruck lokal durch den Doppelballon-Katheter Gber 5 min appliziert. Die
Kontrollgruppe erhielt ausschlie3lich eine Stentimplantation. Die Gefale
wurden 28 Tage nach der Intervention entnommen und in Paraffin eingebettet.
An den Praparaten wurden zusétzlich zu den histologischen Standardfarbungen
eine immunhistochemische Alpha-Actin-Farbung zum Nachweis von glatten
GefalBmuskelzellen durchgefuhrt. Die Schnitte wurden einer ausfuhrlichen
histopathologischen und histomorphometrischen Auswertung zugefuhrt.
Resultat: Die Auswertung der histomorphometrischen Ergebnisse zeigte keine
signifikanten  Unterschiede zwischen der Paclitaxelgruppe und der
Kontrollgruppe im Hinblick auf Neointimadicke (Kontrollgruppe : 0,74 + 0,25
mm, Paclitaxelgruppe: 0,94 + 050 mm, p = 0,513), Stenosegrad
(Kontrollgruppe: 46,90 +17,01 %, Paclitaxelgruppe: 65,99 * 21,82 %, p = 0,203)
und Lumenflache (Kontrollgruppe: 2,52 + 0,88 mm?, Paclitaxelgruppe: 2,55 +
1,40 mm?, p = 0,301). Bei der Neointimaflache und der Mediaflache der
Versuchstiere zeigte sich sogar eine signifikante Zunahme gegentber der
Kontrollgruppe. Neointimaflache (Kontrollgruppe: 0,57 * 0,11 mm?,
Paclitaxelgruppe: 1,55 + 0,91 mm?, P= 0,042), Mediaflache (Kontrollgruppe:
1,61 + 0,37 mm? Paclitaxelgruppe: 3,33 £+ 2,31 mm? p = 0,003).

Schlussfolgerung: Die lokale Eingabe von Paclitaxel war nicht in der Lage, die
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von dem Stent ausgehenden ausgepragten proliferativen Reaktionen zu

unterbinden.
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Summary

Local delivery of Paclitaxel after stent implantation using the perfusion
double balloon in a porcine restenosis model

Paclitaxel is a new microtubule stabilizing drug with potent antitumor activity. It
influences the cytoskeleton equilbrium by increasing the essembly of stable
microtubules and therapy interacts with many cellular functions. The aim of this
study was to evaluate the potential of Paclitaxel to prevent restenosis in vivo
after intracoronary stent implantation. Methods: After local intracoronary
delivery of 10 ml Paclitaxel (10 mmol/l) with the double balloon perfusion
catheter, tantalum stent were placed in the application area of the left anterior
descending artery in 10 pigs. Fourteen pigs served as control with stent
implantation only. Vessels were excised 4 week following intervention.
Histopathology was performed on all vessels. Morphometric parameters of
restenosis and vascular remodeling namely neointimal area (NA), percent area
stenosis (PAS), media area (MA), neointimal thickness (NT) and vessel area
(EEL) were measured. Results: No significant difference to favour Paclitaxel
was observed regarding to EEL (2.55 + 1,40 mm?, co. 2.52 + 0,88 mm?, p =
0,301), PAS (65.99 + 21,82 %, co. 46.90 £17.01 %, p = 0,203) and NT (0,94 +
0,50 mm, co. 0,74 + 0,25 mm, p = 0,513). However, NA (1.55 + 0.91 mm?, co.
0.57 + 0.11 mm?, p =0,042) and MA (3,33 £ 2,31 mm?, co. 1,61 = 0,37 mm?2, p
= 0,003) were increased in the Paclitaxel group after stent-implantation in
comparison to the control group. Conclusion: Local Paclitaxel delivery had no
beneficial effect on restenosis after stent-implantation. The lack of efficacy is
most probably due to the strong and continous proliferative action of the metal

stent.
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7. Anhang

Alle Zahlenwerte wurden auf 3 Stellen hinter dem Komma berechnet und
gingen so auch in die Statistik ein. Nach Abschlul aller Berechnungen wurden
bei der Wiedergabe der Einzelwerte die Absolutzahlen dann als ganze Zahlen
gerundet. Die morphometrischen Daten wurden samtlich in Millimeter bzw.
Quadratmillimeter angegeben. Wegen der oft sehr kleinen Zahlen wurden alle
Einzelwerte bis auf 3 Stellen hinter dem Komma angegeben. Prozentzahlen
wurden — ebenfalls nach Berechnung bis auf 3 Stellen hinter dem Komma — auf
1 Stelle hinter dem Komma gerundet und stehen so in den nachfolgenden

Tabellen.

Tab. 5: Im Tabellenanhang verwendete Abkiirzungen.

LEI Lamina elastica interna
LEE Lamina elastica externa
NI-Dicke Neointima-Dicke
NI-Gesamtflache |Neointima-Gesamtflache
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Tab. 6: Histologie Paclitaxelgruppe

sonst unauffallig

Tier- | Stent- Artefakt- Intima LEI Media LEE bzw.
Nr. Entfaltung Bildung Adventitia
1 Gut; Sehr stark Konzentrisches im Bereich der | Im Bereich der Intakt
Bis zur LEE Proliferat. Stents Stents kompri-
Reendothelialisiert | rupturiert; miert; sonst
sonst intakt unauffallig
2% Gut; Sehr stark Exzentrisches Intakt z. T. im Bereich LEE an einer
Media leicht Proliferat der Stents kom- | Stelle durch-
komprimiert primiert; sonst brochen; sonst
unauffallig intakt
3 Gut; Leicht Exzentrisches Ca. 10 % frag- | im Bereich der Adventitia an
bis zur LEE Proliferat mentiert Stents durch- einer Stelle auf-
brochen; sonst fallig verdickt und
unauffallig zellreich
4 Gut; Leicht Konzentrisches Ca. 10 % frag- | im Bereich der Intakt
unsymme- Proliferat. mentiert Stents kompri-
trisch; bis zur Reendothelialisiert miert; sonst
LEE unauffallig
5* Gut; Stark Konzentrisches Intakt im Bereich der Intakt
bis zur Proliferat; Stents kompri-
Adventitia reendothelialisiert miert; sonst
unauffallig
6 Gut; Stark Konzentrisches Ca. 20 % frag- | Im Bereich der Intakt
unsymme- Proliferat; mentiert Stents kompri-
trisch; meist Reendothelialisiert miert; sonst
bis zur unauffallig
Adventitia
7* Gut Stark Konzentrisches Ca. 30 % frag- | ca. 20 % Intakt
Proliferat; mentiert geschadigt, sonst
Reendothelialisiert unauffallig
8r* Gut Stark Konzentrisches - - -
Proliferat;
Reendothelialisiert
9 Gut; Stark Exzentrisches Ca. 50 % frag- | Zum Teil mit Intakt;
bis zur Proliferat mentiert Nekrosen; sonst | nur im Bereich
Adventitia unauffallig eines Stents
Zellnekrosen
10 Gut Sehr stark Konzentrisches Ca. 30-40 % | Dissektionen mit | Intakt
Proliferat fragmentiert Einblutungen;

*

*%

Im Lumen postmortal entstandener Thrombus

GefallverschlieBender, zum Teil organisierter Thrombus
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Tab. 7: Histologie Kontrollgruppe

Tier- | Stent- Artefakt- | Intima LEI Media LEE bzw. Adventitia
Nr. Entfaltung | Bildung
1 Gut Stark Konzentrisches | < als 10 % Homogen Intakt
Proliferat framentiert strukturiert
2 Gut Leicht Exzentrisches Intakt Homogen Intakt
Proliferat strukturiert
3 Gut Stark Konzentrisches | Ca. 50 % im Bereich der LEI- | Intakt
Proliferat fragmentiert Rupturen sehr
unruhig
4 Gut Stark Exzentrisches | Ca. 20 % Gut erhalten Intakt
Proliferat fragmentiert
5 Gut Stark Exzentrisches | Ca. 10 % Gut erhalten Intakt
Proliferat fragmentiert
6 Gut; Stark Exzentrisches | Ca. 20 —30 % im Bereich der LEI- | Intakt
unsym- Proliferat fragmentiert Fragmente
metrisch aufgeldst
7 Gut Stark Exzentrisches | Ca. 20 % im Bereich der LEI- | Intakt
Proliferat fragmentiert Fragmente
aufgelost
8* Gut - - - - -
9 Gut Leicht Konzentrisches | Ca. 50 % ca. 35 % nicht Adventitia zu ca. 10 %
Proliferat fragmentiert abgrenzbar aufgelockert
10** | Gut Leicht Konzentrisches | Ca. 50 % Vollstandig Adventitia massiv
atypisches fragmentiert aufgeldst zelldurchsetzt
Proliferat
11 Gut Stark Exzentrisches | Unfragmentiert Homogen Intakt
Proliferat strukturiert
12 Gut Stark Konzentrisches | Ca. 30 — 40 % im Bereich der LEI- | Adventitia z. T. massiv
Proliferat fragmentiert Fragmente zelldurchsetzt
aufgelost
13 Gut Leicht Konzentrisches | Ca. 50 % im Bereich der LEI- | Uberwiegend intakt
Proliferat fragmentiert Fragmente
aufgelost
14 Gut Stark Konzentrisches | Ca. 30 % ca. 30 % aufgelést | Uberwiegend intakt
Proliferat fragmentiert
* zum Teil reendothelialisierter Thrombus
*%

schwerste entzuindliche Reaktion (massive Zellinfiltrationen)
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Tab. 8: Morphometrie Paclitaxelgruppe Teil 1

Tier-Nr. Schnitt | Lumen Neo-Intima | Original-Lumen | Media Verletzungs-
(mm2) (mm2) (mmz)* (mm2) (mmz) Index

P1 2 2,574 5,664 8,238 2,41 2,167

P2 2 5,819 2,235 8,054 4,082 1,2

P3 2 4,829 3,985 8,814 2,859 2,2

P4 2 1,627 4,589 6,216 2,64 1,857

P5 2 2,121 2,38 4,501 2,199 2

P6 2 1,768 2,592 4,361 2,562 1,83

P7 2 0,48 8,862 9,342 2,481 2,571

P8 2 0.051 5,774 5,825 9,73 1,5

P9 2 1,495 2,248 3,743 1,996 2

P10 3 0,719 2,590 3,309 2,370 1,750

Mittelwert 2,549 3,904 6,24 3,333 1,907

Standard-Abweichung 1,393 2,389 2,238 2,318 0,382

Signifikanzen zur n.s. n.s. n.s. p=0,003 n.s.

Kontrollgruppe

n.s. = nicht signifikant (p>0,05)
* Neointimaflache bei mehreren schnitten eines Gefélles
Tier-Nr. Schnitt Verlet- Verlet- Verlet- Verlet- Verlet- Verlet- Verlet-
zungsgr. zungsgr. | zungsgr. | zungsgr. | zungsgr. | zungsgr. | zungsagr.
Draht 1 Draht 2 Draht 3 Draht 4 Draht 5 Draht 6 Draht 7

P1 2 3 2 2 2 2 2 |-

P2 2 1 1 1 3 0 R —

P3 2 2 2 3 2 2 |-

P4 2 2 2 1 2 2 2 2

P5 2 2 2 2 2 2 |-

P6 2 1 3 3 2 1 1 |

P7 2 3 3 2 2 2 3 3

P8 2 1 1 2 2 e

P9 2 2 2 2 |- |

P10 3 3 1 1 2 e

Mittelwert 2 1,889 1,9 2,111 1,8 2 2,5

Standard- 0,816 0,782 0,738 0,333 0,447 0,816 0,707

Abweichung
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Tab. 8: Morphometrie Paclitaxelgruppe Teil 2

Tier-Nr. Schnitt NI- NI- NI- NI- NI- NI- NI-
Dicke Dicke Dicke Dicke Dicke Dicke | Dicke
Draht 1| Draht 2 | Draht 3| Draht 4 | Draht 5| Draht 6 | Draht
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
P1 2 0,974 0,863 0,967 0,977 1,27 1,183 |-
P2 2 0,782 0,718 0,43 0,46 0,338 |- |-
P3 2 0,953 0,986 0,84 0,623 0,711 |- | e
P4 2 1,009 0,808 0,87 0,916 1,322 1,271 | 0,903
P5 2 0,72 0,666 0,482 0,715 0,754 |- | e
P6 2 0,507 1,11 1,132 0,82 0,66 064 |-
P7 2 2,335 1,702 1,488 1,252 1,528 1,674 |22
P8 2 1,403 1,368 2,468 2,023 |- e | e
P9 2 0.65 0,799 0645 |- [ e [
P10 3 1,041 0,736 0.806 0669 |- | |
Mittelwert 1,037 0,975 1,012 0,669 0.767 1,157 1,551
Standard- 0,519 0,331 0,597 0,466 0.433 0,341 [0,917
Abweichung
Tier-Nr. Schnitt | Durchschnitt NI-Gesamt- Stenose- LEI- LEI-
der Flche (mm 2 )* Grad in % Bruch (%) | Umfang (mm)
NI-Dicke (mm)
P1 2 1,039 0,702 68,76 2,417 9,71
P2 2 0,55 0,354 27,75 3,99 7,532
P3 2 0,823 0,582 45,21 6,403 5,152
P4 2 1,014 0,635 73,83 5,766 5,902
P5 2 0,667 0,52 52,88 1,273 7,211
P6 2 0,812 0,503 59,46 3,238 4,567
P7 2 1,74 0,781 94,86 6,758 6,97
P8 2 1,816 0,372 99,12 5,74 3,208
P9 2 0,698 0,53 60,1 2,783 4,923
P10 3 0,813 0,552 78,0 1,971 4,550
Mittelwert 0,947 1,551 65.99 4,033 5,973
Standard- 0,502 0,917 21,82 1,989 1,896
Abweichung
Signifikanz  zur n.s. 0,042 n.s. n.s. n.s.
Kontrollgruppe

n.s. = nicht signifikant (p >0,05)

* Neointima Gesamtflache bei einem schnitt eines Gefalies
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Tab. 9: Morphometrie Kontrollgruppe Teil 1

Tier-Nr. Schnitt Lumen Neo-Intima Original-Lumen | Media Verletzungs-
(mmz) (mmz)* (mm2) (mm2) Index

P1 5 2,860 2,474 5,334 1,991 1,833

P2 5 3,794 2,264 6,558 2,155 1,000

P3 2 2,228 3,853 6,081 2,301 1,833

P4 2 3,947 2,127 6,074 1,426 0,571

P5 2 3,533 1,201 4,734 1,708 1,500

P6 2 3,623 1,367 4,990 1,636 1,333

P7 5 1,968 1,293 3,261 1,278 1,333

P8 2 1,114 4,464 5,577 1,687 2,000

P9 5 1,528 2,558 4,526 1,111 1,800

P10 5 1,648 2,089 3,737 |- 2,833

P11 2 2,829 0,621 3,450 1,287 0,833

P12 2 1,849 3,476 5,326 1,892 2,000

P13 5 2,034 2,823 4,856 1,115 2,143

P14 2 2,356 2,455 4,811 1,438 1,833

Mittelwert 2,522 2,362 4,951 1,617 1,632

Standard- 0,884 1,028 0,950 0,371 0,566

Abweichung

* Neointimaflache bei mehreren schnitten eines Gefélles
Tier-Nr. Schnitt Verlet- Verlet- Verlet- Verlet- Verlet- Verlet- Verlet-
zungsgr. zungsgr. | zungsgr. | zungsgr. | zungsgr. | zungsgr. | zungsgr.
Draht 1 Draht 2 Draht 3 Draht 4 Draht 5 Draht 6 Draht 7

P1 5 2 1 3 1 2 2

P2 5 1 1 2 1 1 0 1

P3 2 2 2 1 1 2 3

P4 2 2 1 1 0 0 0 0

P5 2 1 1 2 2 - -

P6 2 2 0 2 - ----

P7 5 1 2 1 - ----

P8 2 1 3 3 2 1

P9 5 2 2 1 2 2 ———

P10 5 3 2 3 3 3 3

P11 2 0 1 2 2 0 0

P12 2 0 2 2 2 3 3

P13 5 2 3 3 2 2 2 1

P14 2 3 3 1 2 1 1

Mittelwert 1,571 1,714 1,929 1,667 1,545 1,556 0,667

Standard- 0,904 0,881 0,799 0,745 0,988 1,257 0,471

Abweichung
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Tab. 9: Morphometrie Kontrollgruppe Teil 2

Tier-Nr. Schnitt | NI- NI- NI- NI- NI- NI- NI-
Dicke Dicke Dicke Dicke Dicke Dicke Dicke
Draht Draht Draht 3| Draht 4 |Draht 5|Draht 6 |Draht
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
P1 5 0,673 0,856 1,218 0,708 0,468 0,496 |-
P2 5 0,609 0,303 0,363 0,560 0,778 0,475 0,560
P3 2 1,271 1,419 1,014 0,908 0,799 0887  |----—--
P4 2 0,782 0,454 0,208 0,232 0,370 0,313 0,546
P5 2 0,440 0,496 0,820 0,775 |- | e |
P6 2 0,810 0,208 0919 |- e e
P7 5 0,482 0,736 0,673 |- [ [ e
P8 2 0,423 0,972 1,549 1,602 1,310 |- |-
P9 5 0,676 0,806 0,736 0,715 0,687 |- |-
P10 5 1,088 0,803 0,877 1,035 0,933 1,204 | -----
P11 2 0,208 0,331 0,458 0,486 0,116 0,158 | -------
P12 2 0,669 0,866 1,215 1,401 1,173 1,151 | -
P13 5 0,627 0,996 0,817 0,673 0,613 0,687 0,507
P14 2 1,049 0,849 0,419 0,518 0,486 0,877 |-
Mittelwert 0,701 0,721 0,806 0,801 0,703 0,694 0,538
Standard- 0,276 0,317 0,358 0,372 0,333 0,343 0,022
Abweichung
Tier-Nr. Schnitt | Durchschnitt der NI- | NI-Gesamt- Stenose- | LEI- LEI-
Dicke (mm) Flache (mm 2 ¥ Grad in | Bruch (%) |Umfang (mm)
%
P1 5 0.737 0,554 46,38 6,053 3,687
P2 5 0,521 0,512 34,52 3,218 7,271
P3 2 1,050 0,626 63,36 4,771 5,204
P4 2 0,415 0,599 35,02 1,711 7,289
P5 2 0,633 0,13 25,37 2,508 5,592
P6 2 0,646 0,455 27,39 2,394 8,447
P7 5 0,630 0,503 39,66 2,891 4,060
P8 2 1,171 0,726 80,03 4,489 5,556
P9 5 0,724 0,697 56,51 3,746 4,563
P10 5 0990 |- 55,89 4,246 2,856
P11 2 0,293 0,326 18,00 1,539 6,895
P12 2 1,079 0,648 65,27 3,394 5,412
P13 5 0,703 0,717 58,12 4,659 4,296
P14 2 0,700 0,631 51,03 3,600 5,796
Mittelwert 0,735 0,570 46,90 3,516 5,495
Standard- 0,246 0,118 17,01 1,219 1,508
Abweichung

* Neointima Gesamtflache bei einem schnitt eines Gefalles
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