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0.1 Alphabetische Reihenfolge der verwendeten Abklrzungen

bFGF:
CCD:
DNA:
DSA:
IGF-1:
IL-1:
IVUS:
mikro-CT:
MRT:
MSCT:
NO:
PDGF:
PTA:

SPACE-Studie:

TGF-beta :
TNF-a:

basic fibroblast growth factor
Charge Couple Device
Desoxyribonucleic acid

Digitale Subtraktionsangiographie
Insuline like growth factor-1
Interleukin-1

Intravaskul&rer Ultraschall
mikro-Computer Tomographie
Magnetresonanztomographie
Mehrzeilen Computertomographie
Stickstoffmonoxid

Platelet derived growth factor

Percutane transluminale Angioplastie

Stentgestutzte perkutane Angioplastie der Carotis vs. Endarterektomie

Tissue growth factor-3

Tumornekrosefaktor-a



1. Einleitung

1.1 Pathogenese der Restenose nach Ballonangioplastie und Stentimplantation

Das Gefallendothel spielt durch seine Fahigkeit, in der physiologischen Situation das lokale
Gefalmilieu zu kontrollieren eine Schlisselrolle bei der vaskuldaren Homéostase. Es ist in der
Lage, den Tonus des Gefdlles mittels konstriktorischer (Endothelin) und dilatatorischer
Faktoren (NO, Prostazyklin und Heparin) zu modulieren (Meredith et al. (1993); Ross (1993)).
Das Endothel produziert wachstumsférdernde und —inhibierende Mediatoren (PDGF, bFGF,
TGF-beta) und regelt sowohl die Hdmostase durch pro- und antikoagulatorische Substanzen,
als auch inflammatorische Prozesse durch Expression von chemoattraktiven Molekilen und
Adhasionsproteinen auf der Zelloberflache (Ross (1993); Dzau, Gibbons (1991)). Die
Ballonangioplastie fuhrt zu einer Zerstérung der Integritat der Endothelzellschicht, soweit
diese im atherosklerotischen Plaque noch vorhanden ist. Es kommt zu einem Verlust der
endothelialen Kontrollfunktion und zu einer pathologischen Aktivierung der Endothelzellen,
die Uber Sekretion von Wachstumsfaktoren die Proliferation glatter Muskelzellen stimulieren,
statt deren Wachstum zu inhibieren. Durch Migration glatter GefaBmuskelzellen in die Intima
kann es zusétzlich zu einer Behinderung der protektiven Reendothelialisierung und zu
weiterer Proliferation der glatten Muskelzellen kommen (von Birgelen et al. (1997); Nissen,
Yock (2001); Costa et al. (2000)).

Der somit entscheidende Faktor bei der Entstehung einer chronischen Rezidivstenose nach
Ballonangioplastie ist die Migration und Proliferation glatter Muskelzellen als Antwort auf
eine direkte Verletzung der GeféaRwand (Casscells (1991); Rosenberg (1993)). Im Zeitintervall
zwischen 24 und 72 Stunden nach Ballonangioplastie kommt es im Tiermodell zur DNA-
Synthese in einer Subpopulation vorher phénotypisch kontraktiler glatter Muskelzellen der
Media (Clowes, Reidy (1991); Schwartz et al. (1990)). Diese wandern durch die Membrana
elastica interna, proliferieren und synthetisieren eine kollagenreiche extrazellulare Matrix. Als
Signal der Migration und Proliferation werden sowohl die mechanische Alteration, als auch
vasoaktive Hormone (Katecholamine oder Angiotensin Il) und Wachstumsfaktoren und
Zytokine wie DbFGF (basic fibroblast growth factor), IL-1 (Interleukin-1), TNF-a
(Tumornekrosefaktor-o) und PDGF (Platelet derived growth factor) angesehen (von Birgelen
et al. (1997); Nissen, Yock (2001); Costa et al. (2000)). PDGF wird in den meisten am
Plaguewachstum  beteiligten ~ Zellen  synthetisiert (Thrombozyten, = Makrophagen,
Endothelzellen und glatten Muskelzellen). Desweiteren konnte PDGF vermehrt in

atherosklerotischen Gefélien und in der Neointima nach Ballonangioplastie vorgefunden



werden (Barrett, Benditt (1988)).

Die direkte Verletzung der Endothelzellen und der glatten GeféaBmuskelzellen durch den
Ballon stellt, wie bereits beschrieben, einen potenten Stimulus fir die Sekretion von
Wachstumsfaktoren (PDGF, TGF-B, IGF-1), das Freiwerden von bFGF und die Aktivierung
des lokalen Angiotensin-Systems mit konsekutiver Wachstumssteigerung glatter Muskelzellen
und Synthese extrazellularer Matrix dar. Protektiv wirkt sich durch den verbesserten Flul}
nach Angioplastie und Stentimplantation die erhdhte Scherkraft aus. Sie fiihrt zu einem das
Lumen  vergroBernden  Remodelingproze, der in den pathophysiologischen
Zusammenhangen noch nicht vollstdndig verstanden ist. Fur diesen hamodynamischen
Stimulus dienen Endothelzellen als Sensoren, wodurch die Wichtigkeit ihrer
Regenerationsfahigkeit unterstrichen wird.

Trotz der Anwendung neuerer Techniken, wie der direktionalen Atherektomie und Rotablation,
liegt die Restenoserate immer noch bei 30-50 %, welche bisher auch durch eine zusatzliche
pharmakologische Therapie nicht wesentlich zu verbessern ist (Cotton (1994)). In diesem
Missverhaltnis spiegelt sich die Schwierigkeit wieder, aufgrund der Komplexitit des
pathophysiologischen Prozesses geeignete Angriffspunkte fur eine medikamenttse Therapie
zu finden.

Insgesamt ist der Langzeiterfoly nach Angioplastie als Nettobilanz zwischen
lumenerweiterenden und protektiven Faktoren (Regenerationskapazitait des Endothels)

gegenlber reparativen, das Lumen einengenden Prozessen zu sehen.

1.2 Bildgebende Verfahren zur GeféalRdarstellung

In den letzten Jahren sind konkurrierende Methoden auf dem Gebiet der klinischen und
praklinischen Forschung implementiert worden die sich mit der Darstellung und
Quantifizierung von GeféalRparametern beschaftigten.

Zwischen der mikroskopischen Histomorphometrie auf der einen und der Klinischen
Angiographie auf der anderen Seite stehen sowohl dem Kliniker als auch dem
Grundlagenforscher weitere \erfahren, wie z.B. die Magnetresonanztomographie (MRT)
(Buecker et al. (2002); Kuehne et al. (2002); Meyer et al. (2000); Spuentrup et al. (2003)),
der intravaskuldre Ultraschall (IVUS) (von Birgelen et al. (1997); Nissen, Yock (2001); Costa
et al. (2000)) oder die Mehrzeilen Computer Tomographie (MSCT) (Achenbach et al.
(2003a); Ropers et al. (2003); Achenbach et al. (2003b); Achenbach (2003)) zur Analyse von

GeféaBparametern zur Verfugung.



Trotz der technischen Weiterentwicklung erreicht die rédumliche Auflésung Klinisch
einsetzbarer Gerate kaum eine GroRenordnung unter 500 pm. Pra- und postkapilléare
BlutgefalRe oder feine Weichteildetails (wie z.B. Alveolarwénde) lassen sich nicht darstellen.
Unter experimentellen Bedingungen kann bei Praparataufnahmen zwar eine hohere Aufldsung
erzielt werden, wenn folienloser Materialpriffilm verwendet wird oder wenn die Aufnahmen
in VergrolRerungstechnik mit Feinstfokusrohren angefertigt werden, doch handelt es sich dabei
immer um Projektionsradiographien, die keine dreidimensionale Analyse zulassen.

Daher ist bislang die histologische Untersuchung weiterhin der Goldstandard, um Strukturen
in einer GréRenordnung unter 200um zu visualisieren und quantitativ auszuwerten.

Mit der Angiographie (Luminographie) kdnnen nur bedingt Aussagen zur Gefallmorphologie
getroffen werden, und es lassen sich lediglich makromorphologische Veranderungen
detektieren. Neue, ergédnzende radiologischen Methoden, wie die Angio-MRT und Mehrzeilen
CT-Technologie, befinden sich bereits im klinischen Einsatz. Trotz der beeindruckenden
Ergebnisse in der GefaRdarstellung lassen beide Methoden mit einer Ortsauflésung im
Millimeter-Bereich noch keine befriedigende Beurteilung der pré- und postkapillaren Gefalie
und der Gefalwand zu.

Obwohl die quantitative Histomorphometrie oder stereologische Verfahren nach wie vor in
der quantitativen Analytik von vaskuldren Parametern eingesetzt werden, haben sie gewisse
Nachteile. Nur wenige Mikrometer eines GefaBes werden in diesen \erfahren zur
Quantifizierung der GefaBparameter (Gefallwanddicke, PlaquegroRRe, Verkalkungen und
Stenosegrad) herangezogen (Grewe et al. (2000); Galloni et al. (2003)). Die Selektion des zu
untersuchenden Segmentes ist mehr oder weniger zufallig, so dass Heterogenitdten
stenosierender L&sionen kaum zuverldssig erfasst werden kdnnen. Durch Interpolation wird
auf die Dimension des gesamten GefaBes oder eines bestimmten Geféalisegmentes
rickgeschlossen. Neben der zeit- und personalintensiven Probenaufbereitung bestehen die
Nachteile einer zweidimensionalen Gefal3- und Weichteildarstellung.

Die Erstellung von histologischen Schnittprdparaten nach Inkorporation von Stents in die
Gefallwand erfordert eine zusatzliche, spezielle Aufarbeitung der Proben. Dazu mussen die
Stentstreben vor Anfertigung der Schnittpréparate aus dem Gewebe entfernt werden ohne
dabei die Integritat der GefaRwand zu zerstoren.

Als neue Methode und potentielle Alternative zur quantitativen Histologie hat sich im letzten
Jahrzehnt die Technologie der mikro-Computer Tomographie (mikro-CT) in der ex-vivo
Forschung etabliert. Zahlreiche Untersuchungen wurden in den letzten Jahren auf dem Gebiet

der vaskularen Grundlagenforschung vorgenommen und es haben sich beeindruckende



Ergebnisse in der Darstellung und Quantifizierung pathologischer Gefalalterationen gezeigt
(Kantor et al. (2000); Bentley et al. (2002); Wilson et al. (2002); Rodriguez-Porcel et al.
(2000); Ortiz et al. (2000); Kwon et al. (1998a); Kwon et al. (1998b)).

1.3 Anwendung der mikro-CT zur dreidimensionalen Quantifizierung von
Geféallparametern

Ein erster Ansatz, die GeféalRarchitektur in dreidimensionalen mikro-CT Datenséatzen zu
quantifizieren, wurde von Jorgensen und Mitarbeitern unternommen (Jorgensen et al. (1998)).
In dieser methodischen Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch die intravasale Applikation
von Kontrastmittel eine Darstellung von GeféaRen an isolierten Organen mdglich ist. Bei einer
VoxelgréRe von 5-25 um konnte eine dreidimensionale Darstellung der Vasa vasorum von
Koronargeféalien erzielt werden. Weiterfiihrende Arbeiten von Wan und Mitarbeitern (Wan et
al. (2002)) haben erstmals die dreidimensionale GefaRarchitektur von perfundierten
Rattenkoronarien dargestellt.

Ausgehend von diesen Erkenntnissen konnte die Arbeitsgruppe um Lerman und Ritman
(Karau et al. (2001); Lerman, Ritman (1999); Ritman et al. (1998); Ritman (2002)) die mikro-
CT-Technologie in der systematischen Struktur-Funktionsbeziehung von isolierten, fixierten
und perfundierten Organen einsetzen. Durch die mikro-CT konnte in dieser Arbeitsgruppe ein
therapeutischer Effekt von Simvastatin auf die GefaRdichte der Vasa privata von
Koronargefalien aufgezeigt werden.

Durch die intravasale Applikation von Kontrastmittel konnten methodische Ansétzen der
mikro-CT zur Evaluierung von Gefallvolumen, Oberflache und Dichte eingefiihrt werden. Zur
Darstellung und Quantifizierung der Vasa vasorum von Koronargeféalien (Kantor et al. (2002);
Gossl et al. (2003a); Gossl et al. (2003b); Kantor et al. (1999); Kwon et al. (1998a); Lerman
and Ritman (1999a)) der Nierenarterien (Fortepiani et al. (2003)), der Leberarterien (Wan et
al. (2000)), der Pulmonalarterien (Jorgensen et al. (1998)) sowie der Corpora cavernosa
(Simopoulos et al. (2001)) der Ratte wurde ein Silikon und Chromat enthaltendes
Kontrastmittel (Microfil MV-122, Flow Tech, Carver, MA, USA) verwendet. Durch die
Akquisition eines dreidimensionalen, isotropen und liickenlosen Datensatzes konnte hier eine
vollstdndige Quantifizierung von Gefalvolumina, GefaRdichte- und Oberflache erarbeitet

werden.



1.4 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit ist, die mikro-CT als neue Methode zur dreidimensionalen und
luckenlosen  Quantifizierung  der  Intimahyperplasie  nach  Endotheldenudation,
Ballonangioplastie und Stentimplantation im Tiermodell zu evaluieren. Als Tiermodell
wéhlten wir aufgrund der traumatisch induzierbaren Intimahyperplasie das Kaninchen. Bei
diesen Tieren findet sich typischerweise unter cholesterinreicher Diét sechs Wochen nach PTA
und Stentimplantation in der Aorta abdominalis eine intimale Hyperplasie, was dem ersten

morphologisch fassbaren Stadium der Restenose entspricht.

2. Material und Methoden

2.1 Tiere und Tierhaltung

Sieben weibliche New Zealand White Rabbits (Charles Rivers Wiga, Sulzfeld, Deutschland)
mit einem Gewicht von 3,3-4,5 kg wurden Uber einen Zeitraum von 6 Wochen bei

Raumtemperatur und einem nattirlichem Tag-Nacht Rhythmus gehalten.

2.2 Ballonangioplastie und Stentimplantation

Nach systemischer Narkose mit Rompun® (Xylazinhydrochlorid) und Ketanest® (Ketamin)
wurde die rechte Arteria femoralis communis freiprépariert. Mittels grlner
Venenverweilkanule (Braunile®, 18G, B|Braun, Deutschland) wurde diese Arterie punktiert
und ein Fuhrungsdraht in der abdominalen Aorta platziert. Nach Einlage einer 5F Schleuse
(Radifocus® Inroducer, USA) erfolgte zunéchst iiber einen inflatierten Ballonkatheter (Bijou
5,0-20mm Boston Scientific) die Denudierung des Endothels in der infrarenalen Bauchaorta.
Dazu wurde der inflatierte Ballonkatheter direkt unterhalb der Nierenarterien beginnend bis
zur Aortenbifurkation gezogen. Dieser Vorgang wurde dreimal wiederholt. AnschlieRend
wurde unter anigographischer Kontrolle ein 2 cm langer und 5 mm breiter Stent (Palmaz,
Johnson und Johnson, USA) in der infrarenalen Bauchaorta platziert (Abb. 1).

Zum Ausschluss einer akuten Thrombose, einer Dissektion oder einer GeféaRruptur nach
Endotheldenudation, Angioplastie und Stentimplantation wurde unmittelbar eine
angiographische Kontrolle durchgeftihrt.

Nach Entfernung der 5F Schleuse aus der Arteria femoralis communis wurde das Gefal ligiert

und die Wunde wurde unter sterilen Bedingungen primar mit einer Hautnaht (Prolene, 3.0)
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verschlossen.

Abbildung 1 A, B: Stentimplantation (A, B, gelber Pfeil) und Angioplastie der infrarenalen
Aorta abdominalis (A, B, roter Pfeil). In der angiographischen Kontrolle zeigt sich die bereits
initial aufgeweitete Aorta im Bereich des Stents und der zusétzlichen infrarenalen
Angioplastie. Es lasst sich in der Abschlulkontrolle keine Dissektion, Thrombose oder

GeféaRruptur erkennen.

2.3 Tierpraparation und Stentexplantation

Sechs Wochen unter atherogener Diat wurden die Tiere durch intravendse Uberdosis von
Ketanest® und Rompun® getétet. Nach Erdffnung des Abdomens und des Thorax wurde die
thorakale Aorta antegrad punktiert und mit einer physiologischen Kochsalzlésung und
Heparin gespilt bis der ventse Abstrom makroskopisch blutleer erschien. Anschlielend

wurde eine Kontrastmittelsuspension bestehend aus Bariumsulfat (Micropaque, Guerbet,
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Sulzbach, Deutschland) und Gelatine (Blatt Gelatine, RUF Lebensmittelwerk KG,
Quakenbriick, Deutschland) Uber die thorakale Aorta infundiert. Durch Beimischung von
Gelatine wird erreicht, dass die bei 50 bis 60°C fliissige Suspension bei Zimmertemperatur
erstarrt.

Nach Verlust der Korpertemperatur und der damit verbundenen Aushdartung der intravasal
verbliebenen Kontrastmittelsuspension wurde die Aorta abdominalis entnommen und in

gepuffertem Formalin bis zur weiteren Aufarbeitung gelagert.

2.4 mikro-Computer Tomographie

2.4.1 Grundlagen

Im Scanner ist ein Probenschlitten zwischen einer Mikrofokusrontgenréhre und einem CCD-
(Charge Couple Device) Detektor auf einer drehbaren Achse befestigt. Dieser fiihrt eine
Rotationsbewegung in frei definierbaren Winkelschritten durch und kann entlang der
Langsachse zwischen Rontgenrohre und CCD-Detektor bewegt werden. Das heilit, nicht die
Gantry dreht sich um das Objekt, sondern das Objekt dreht sich in einem feststehenden
Strahlengang. Abbildung 2 zeigt eine schematische Darstellung der mikro-CT-Technologie.
Ein variabler VergroRerungsmafstab wird durch die Verschiebung des Préparates entlang der
Langsachse erzielt. Die maximale ObjektgroRe betragt bei dem Tomographen 2,5 x 2,5 cm,
bei hoheren Objektgroflen konnen in der Bildberechnung Artefakte entstehen, da das
Projektionsbild des Objektes nicht breiter als der CCD-Detektor sein darf.

Die theoretische Mdglichkeit, ein sehr kleines Objekt dicht an die Strahlenquelle
heranzufiihren, um so einen mdglichst groRen VergroRerungsfaktor zu erzielen, ist technisch
durch die BrennfleckgroRe begrenzt. Auch eine Mikrofokusrohre hat einen Fokus von
mehreren um GroRe, so dass das Projektionsbild des Objektes auf dem CCD-Detektor bei
zunehmender Annéherung des Objektes an die Strahlenquelle entsprechend unscharf wird.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der mikro-CT- Facherstrahlengeomtrie fur Fein-oder
Mikrofokusréhren mit Zeilendedektor (Abb. Erik L. Ritman, Mayo Clinic College of
Medicine, Rochester, MN, USA).

Der uns zur Verfugung stehende, hochauflosende Computertomograph (SkyScan1072_80kV,
Aartselaar, Belgien) arbeitet mit F&cherstrahlgeometrie. Als Strahlenquelle dient eine
Mikrofokusréntgenréhre (FokusgroRe 8 pm), die bei Beschleunigungsspannungen bis 80 kV
bei einer Leistung von 8 W betrieben werden kann. Als Detektor dient eine ca. 25 um dicke
Szintillatorschicht, die auf dem Kamerafenster einer gekihlten CCD-Kamera mit 1024*1024
Pixeln aufliegt. Die maximale geometrische \VergrofRerung, also das Verhaltnis der Abstéande
von Strahlenquelle zu Detektor und von Strahlenquelle zu Objekt betrdgt ca. 80. Der
Scanvorgang ist abhangig von der Objektgrofie und der geometrischen Auflésung und dauert
bei einem 1 cm langen zylindrischen Gewebestiick etwa 45 min. Die Zeit, die fir die
dreidimensionale Bildrekonstruktion unter Verwendung des Feldkamp-Algorithmus (von
Birgelen et al. (1997); Nissen, Yock (2001); Costa et al. (2000)) bendtigt wird, betragt bei
Verwendung eines dualen Intel®Xeon™ Prozessors (2 x 1800 MHz, 1024 MB RAM) ca. 6
Stunden. Unsere Messungen erfolgten bei einer Rohrenspannung von 60 kV, einem Strom von
80 pA, einer \orfilterung des Ro&hrenspektrums mit 3,0 mm Aluminium und einer
Belichtungszeit von 2,4 s pro Rotationsschritt. In Rotationswinkelschritten von 0,45 ° werden
Absorptionsbilder bei einer Akquisitionsmatrix von 1024x1024 Pixel erzeugt die mit Hilfe der

Ruckprojektionstechnik in isotrope, axiale Schnittbilder umgewandelt werden.
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2.4.2 Bilderzeugung und Datenakquisition

Die durch die Mikrofokusréhre erzeugten Rontgenquanten werden facherformig fokussiert,
durch das Objekt geschwacht und der CCD-Detektor misst die ankommende
Rontgenstrahlung die in ein digitales Signal umgewandelt wird. Es werden so in vielen
verschiedenen Projektionsrichtungen Absorptionsbilder erzeugt. Diese kénnen dann mit Hilfe
der Rickprojektionstechnik in axiale Schnittbilder umgewandelt werden, es entstehen so
Bilder mit einer Grofe von ca. einem Megabyte aus isotropen Voxeln bei einer
Akquisitionsmatrix von 1024x1024 Pixel.
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Abbildung 3: Ubersicht eines 5mm breiten und 2 cm langen Stents in der infrarenalen
Bauchaorta im Kaninchen in der micro-CT. Die GefaBwand und das Lumen sind in der

Ubersicht von den Stentstreben ohne intraarterielle Kontrastierung kaum zu differenzieren.
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2.5 Quantifizierung der Neointima

An jedem Stent wurden an jeweils 100 transversalen Schnittbildern folgende
GefélRwandparameter bestimmt:

1. Flache der GefalRwand

2. Flache des Lumens

3. Flache der Neointima
Dazu wurden die Transversaldurchmesser der dulReren Gefaliabgrenzung, der Stentstreben und
des Lumens in jeweils 2 Ebenen gemessen. Nach Bestimmung des Histogramms durch das
Software Programm Analyze 6.0 (Mayo Clinic College of Medicine, Rochester, MN, USA)
lassen sich durch die Differenz der Abstande zwischen den Stentstreben und des Lumens die
Neointimaflache berechnen. Eine schematische Darstellung des MeRprotokolls ist in
Abbildung 4 gezeigt.

Abbildung 4: Graphische Darstellung der morphometrischen Messanalyse von
GeféalBwandparametern. Zur Quantifizierung der GefalBwandveranderungen wurden zunéchst
die transversalen Durchmesser des Lumens (schwarze Pfeile), der Stentstreben (blaue Pfeile)
und der duBeren Gefallabgrenzung (rote Pfeile) in jeweils 2 Ebenen durchgefiihrt. Dadurch
konnten die Flachen der Neointima (gruner Pfeil) und der Tunica Media (hellblauer Pfeil)

berechnet werden.
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2.6 Histologische Aufarbeitung

Die in Formalin fixierten Préparate wurden zundchst makroskopisch und radiographisch
dokumentiert. Die histologische Aufarbeitung der Stentpréaparate wurde am Institut fir
Pathologie an der Berufsgenossenschaftlichen Klinik Bergmannsheil, Bochum durch PD Dr. P.
Grewe und Prof. Dr. K. Miller durchgefiihrt.

Ein speziell entwickelter Zuschnitt der Metallstents erfolgte mittels einer wassergekihlten
Diamantsége.

Mit dem Rotations-Hartschnittmikrotom (Accutom-5, Fa. Struers, Dusseldorf, Deutschland)
konnten planparallele Querschnittserien der Aorta abdominalis nach Stentimplantation erstellt
werden. Aufgrund des schnittbedingten Materialverlustes sind Serienschnitte mit einem
Abstand von tber 1,5 mm mdglich.

Die so durchgefiihrte  Aufarbeitung der einzelnen  Proben erbrachte 10
GeféalRquerschnittpréparate pro Stent. Um die Schnittpraparate lichtmikroskopisch untersuchen
zu koénnen, wurde jeder Schnitt mit der Prazisionsschleifeinheit Phoenix 4000 (Fa. Jean Wirtz,
Deutschland) unter kontinuierlicher Wasserkiihlung auf eine Dicke von 15-20 pm
abgeschliffen und poliert.

Die Farbung der Hartschnitt-Dunnschliff-Préparate erfolgte mit der Modifikation der Mallory-
Heidenhainschen Methode (Jorgensen et al. (1998)).

Die histologischen  Schnitte wurden anschlieBend digitalisiert und quantitativ
histomorphometrisch ausgewertet. Die digitale quantitative Histomorphometrie wurde durch
das ANALYZE 6.0 Software Programm durchgefiihrt. Dazu wurden die
Transversaldurchmesser der dufleren GefaRabgrenzung, der Stentstreben und des Lumens in
jeweils 2 Ebenen durchgefiihrt. Die Berechnung der Flache fur die Tunica Media, die
Neointima und des Lumens erfolgte analog zur Auswertung in der mikro-CT.

2.7 Statistik

Alle Angaben sind Mittelwerte und SEM. Die statistische Auswertung erfolgte durch das
Software-Programm JMP 5.1. Der statistische Vergleich zwischen der quantitativen
Histomorphometrie und der mikro-CT wurde durch Pearsons Korrelationskoeffizient

bestimmt.
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3. Ergebnisse

3.1 Stentimplantation und konventionelle Angiographie

Die Angiographie (Luminographie) zeigt 6 Wochen nach PTA und Stentimplantation keine
makromorphologische \erdnderung der Gefdlwand nach Ballonangioplastie und
Stentimplantation. Das Stentlumen war gegenuber der normalen Geféallwand aufgeweitet (1,1-
1,2:1). In der rontgenographischen Dokumentation wurde keine Dissektion, In-Stent-
Thrombose oder Stenose detektiert (Abbildung 5A-C).
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Abbildung 5 A-C: Intraarterielle  Angiographie nach Stentimplantation und
Ballonangioplastie in der Kaninchenaorta. Die Stentstreben lassen sich schemenhaft
abgrenzen (A, schwarzer Pfeil). Sechs Wochen nach Inkorporation des Stents ist in der
angiographischen Kontrolle das Stentlumen gegenlber der nicht-angioplastierten und
gestenteten GefalBwand aufgeweitet (1,1-1,2:1) (B). Mit der konventionellen Angiographie
(Luminographie) lasst sich keine In-Stent-Stenose oder eine intimale Hyperplasie
detektieren (C).

3.2 Stentvisualisierung in der mikro-Computer Tomographie

In der mikro-CT lassen sich die Stentstreben (Abbildung 6 A, B) in ihrer dreidimensionalen
Ausdehnung lickenlos darstellen. Nach intraarterieller Kontrastmittelperfusion lassen sich die
Stentstreben vom Gefé&Blumen differenzieren. Dabei wurde in keinem der untersuchten
Proben ein Strebenbruch beobachtet. Alle Proben zeigten eine korrekte Positionierung in der
GeféaBwand. Bereits in der Oberflachenrekonstruktion zeigt sich eine Dehiszenz zwischen den
Stentstreben und des GefalRlumens. Die aus der Aorta abdominalis abgehenden GefélRe sind
im proximalen Bereich miterfasst (Abbildung 6, roter Pfeil) und mit Kontrastmittel
perfundiert. Hier zeigte sich eine partielle Bedeckung der Arteria mesenterica inferior von den
inkoorperierten Stentstreben. Durch die Applikation von Kontrastmittel und der 3D
Darstellung in der mikro-CT konnte jedoch ein Verschluss der groRen unpaaren

Bauchaortenabgange ausgeschlossen werden.
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Abbildung 6 A, B: Oberflachenrekonstruktion eines 2 cm langen Palmaz Stent. Die
Stentstreben lassen sich vom Geféalllumen gut differenzieren. Miterfasst zeigt sich die
proximale A. mesenterica inferior (A, roter Pfeil), der Abgang ist partiell durch die

Stentstreben verlegt (B, roter Pfeil), aber frei perfunfiert.

3.3 Quantifizierung der Neointima

Im quantitativen Vergleich zeigten sich hochsignifikante Korrelationen zwischen der
konventionellen ~ Histomorphometrie  und  der  mikro-CT  aller  untersuchten
GefalBwandparameter. Der Stent zeigte in der mikro-CT eine durchschnittliche Flache von
19,32 + 0,68 mm? gegentiber 19,87 £ 0,56 mm? in der konventionellen Histomorphometrie (r
= 0,92, s. Diagramm 1).

Die Flache des mit Kontrastmittel gefillten Lumens zeigt eine signifikante Korrelation
zwischen der mikro-CT (15,41 + 0,71 mm?) und der Histomorphometrie (15,7 £ 0,67 mm?)
wie in Diagramm 1 dargestellt (r = 0,84). Signifikante Korrelationen wurden ebenfalls fiir die
Flache der Tunica Media (6,32 £ 1,28 mm?2 vs. 6,33 + 1,02 mmz, r = 0,96) und flr die Flache
der Neointima (3,9 £ 0,5 mm? vs. 4,1 £ 0,4 mm?, r = 0,90) detektiert. Die gemessenen

Gefallwandparameter der einzelnen Stents sind in Tabelle 1 zusammen gefasst.
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uCT Histologie | pCT | Histologie | uCT |Histologie pCT Histologie
mm?2| Stent Stent Lumen Lumen Media | Media | Neointima| Neointima
Flache Flache Flache Flache Flache | Flache Flache Flache
Stent 1 19,01 19,72 15,27 15,84 3,85 4,32 3,74 3,88
Stent 2 19,63 19,98 16,61 16,33 5,9 6,29 3,02 3,65
Stent 3 19,63 20,32 15,9 16,36 5,53 5,82 3,73 3,96
Stent 4 20,42 20,89 15,9 16,51 7,53 7,06 4,52 4,38
Stent 5 18,85 19,63 14,52 14,93 7,89 7,44 4,33 47
Stent 6 18,09 18,95 14,52 15,09 6,33 5,98 3,57 3,86
Stent 7 19,63 19,65 15,2 14,84 7,21 7,44 4,43 4,81
Mittelwert 19,32 19,88 15,42 15,7 6,32 6,34 3,91 4,18
SD 0,69 0,56 0,71 0,68 1,29 1,03 0,51 0,42
Korrelations-
koeffizienten
nach Pearson 0,92 0,84 0,96 0,90

Tabelle 1: GefaBwandparameter der einzelnen Stents mit dem Korrelationskoeffizienten nach

Pearson. Alle Werte wurden an der zweiten Stelle nach dem Komma ab- oder aufgerundet.
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Diagramm 1: Hochsignifikante Korrelation aller gemessener Parameter im \ergleich

zwischen mikro-CT und konventioneller Histomorphometrie (r = 0,84 bis 0,96).
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Abbildung 7 A-F: Sagittale Rekonstruktion eines 5 mm breiten und 2 cm langen Palmaz
Stent (A, B). Die Stentstreben lassen sich von der GefaBwand differenzieren. Sechs
Wochen nach atherogener Diét zeigt sich in der sagittalen Rekonstruktion eine deutliche
Intimahyperplasie (weiRer Pfeil) nach Ballonangioplastie und Stentimplantation an der
infrarenalen Kaninchenaorta (B). Man erkennt hier eine deutliche Dehiszenz der

Stentstreben von dem mit Kontrastmittel gefullten GefaRlumen (L). Histologische
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Detailaufnahme nach Entfernung der Stentfilamente (C, blauer Pfeil, bar = 25um).
Luminale Neoendothelschicht mit darunterliegender Neointima mit faserreicher Matrix (D,
schwarzer Pfeil). In der Kontrolle 3 Tage nach Stentimplantation zeigt sich keine
Neointima. In der transversalen mikro-CT lassen sich die Stentstreben vom Lumen (L)
abgrenzen. In den korrespondierenden transversalen mikro-CT Schnitten zeigt sich nach 3
Tagen keine Neointima, die Stentstreben liegen dem Lumen an (E, roter Pfeil). Die
GeféalBwand (blauer Pfeil) l&sst sich zwischen den Stentstreben darstellen. Nach 6 Wochen
zeigt sich in den transversalen Schnittbildern eine deutliche Dehiszenz zwischen den

Stentstreben und dem Lumen (F, roter Pfeil).

4. Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung und Evaluierung der mikro-CT-Technologie
zur quantitativen dreidimensionalen Analyse von GeféaRalterationen nach Ballonangioplastie
und Stentimplantation in der Kaninchenaorta.

Inkorporationen von ballon- und selbstexpandierenden Metallstents im arteriellen
GeféalRsystem zur Therapie Uberwiegend arteriosklerotischer L&sionen und Stenosen werden
weltweit durchgefiihrt. Deren Wertigkeit und Therapieerfolge, aber auch deren
Komplikationen im Vergleich zu den etablierten operativen \Verfahren, werden derzeit in
groReren Studien gepriift (z.B. SPACE-Studie). Bei den Komplikationen stehen rezidivierende
Mikroembolien aus Parietalthromben und atheromatdsen Herden, distale Knickstenosen,
Gefallwandverletzungen und inshesondere Restenosen im \ordergrund. Die intimale
Hyperplasie als Antwort auf eine Verletzung der GefédRwand nach Ballonangioplastie und
Stentimplantation stellt, trotz verbesserter post- und periinterventioneller pharmakologischer
Therapie, eine hdufige und unerwinschte Komplikation dar. Derzeit arbeiten weltweit
Forschungsgruppen an den pathophysiologischen Grundlagen der Restenose, und es haben
sich Dbeeindruckende pharmakologische Strategien zur Verhinderung der intimalen
Hyperplasie nach Stentimplantation gezeigt (Lemos et al. (2003); Serruys et al. (2002);
Rodriguez et al. (2003); Farb et al. (2002); Morice et al. (2002); Marx, Marks (2001); Duda et
al. (2002)).

Die Quantifizierung der intimalen Hyperplasie nach Ballonangioplastie und Stentimplantation
ist ein zeit-, personal-, und laborintensives \erfahren und erfolgt in der Regel
histomorphometrisch an Serien- und Stufenschnitten. Dabei wird ublicherweise alle 2 mm ein
Stufenschnitt angefertigt. Vor der weiteren histologischen Aufarbeitung missen die
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Stentfilamente lupenmikroskopisch aus den S&geschnittpréaparaten entfernt werden. Dieser
\Vorgang ist ebenfalls zeit,- personal,- und kostenaufwendig. Die gewonnen histologischen
Schnitte kénnen anschlieBend einer konventionellen Planimetrie zugefuhrt werden. Die
quantitativen Ergebnisse aus einem zweidimensionellen Schnittpraparat werden dabei auf das
gesamte GefalRsegment interpoliert.

Ziel dieser Arbeit war, die mikro-CT als neue Methode zur lickenlosen Quantifizierung der
Neointima nach Ballonangioplastie und Stentimplantation im Tiermodel zu evaluieren. Dazu
wahlten wir das etablierte Tiermodell am Kaninchen, das bereits 6 Wochen nach Angioplastie
und Stentimplantation eine intimale Hyperplasie als Antwort auf eine Verletzung der
Geféalwand zeigt.

Dabei wurden an 700 transversalen mikro-CT Bildern Restenoseparameter (Neointima,
Mediadicke, Lumen) quantitativ erfasst und mit segmentalen histologischen Schnitten (n =
70) verglichen. Es zeigte sich eine hohe Korrelation im quantitativen Vergleich zwischen der
etablierten Histomorphometrie und der mikro-CT.

In zahlreichen Studien (Balto et al. (2000); Engelke et al. (1993); Hildebrandt et al. (2002);
Lerman, Ritman (1999); Maehara (2003); Malyar et al. (2003); Ritman et al. (1998); Wan et
al. (2002); Won et al. (2003); Langheinrich et al. (2004); Langheinrich et al. (2006)) wurde
die morphometrische Korrelation zwischen der mikro-CT und den Kklassischen
histomorphometrischen Verfahren belegt.

Obwohl die mikro-CT in den vorgestellten Studien seine Wertigkeit bei der Quantifizierung
von Gefal3- und Weichteilstrukturen demonstrieren konnte, birgt die Verwendung der mikro-
CT zwei groRBe Nachteile. Ein Nachteil dieser Methode ist nach wie vor die Begrenzung des
Messfeldes auf kleine Volumina, je nach Auflésung von einigen mm? bis zu wenigen cmé.
Derzeit ist die Auflosung durch die Zahl der Pixel der CCD-Kamera noch limitiert
(1024x1024), so dass eine Auflosung von nur etwa ein Tausendstel des gréRten
Objektdurchmessers in der Ebene senkrecht zur Drehachse der Probe erreicht werden kann.
Mittlerweile werden erste CCD-Kameras mit 4096x4096 Pixeln angeboten, jedoch sind die
Kosten fur derartige Kameras noch sehr hoch. Auch aufgrund der Vervielfachung der
Rechenzeit zur Rekonstruktion eines Volumendatensatzes kénnen CCD-Kameras mit 16
Millionen Pixeln zurzeit noch nicht fir die mikro-CT eingesetzt werden.

Ein weiterer Nachteil liegt in der Notwendigkeit der Kontrastmittelapplikation um eine
Kontrastverstarkung und damit eine bessere Gewebedifferenzierung zu erreichen. Zahlreiche
Untersuchungen haben sich mit Perfusionstechniken beschéftigt (Neudeck, Fournier (1980);
Frederik, van Doorn (1973); Bradley (1972); Yonas et al. (1982); Daneyemez (1999); Heger
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et al. (1976); Kassab, Fung (1994); Walmsley et al. (1987); Nettum (1995); Kratky et al.
(1989)), und dabei gezeigt, dass eine nahezu vollstandige und liickenlose Geféal3perfusion
durch verschiedene Perfusionstechniken moglich ist. An den fetoplazentaren Gefallen (Pfarrer
et al. (1999); Leiser et al. (1997); Luckhardt et al. (1996); Leiser et al. (1989); Leiser (1985))
wurden zur GefaRdarstellung Korrosioncasts etabliert die erstmals eine nahezu liickenlose
Perfusion des GefaRbaumes ermdglichten. Trotzdem muss einschrankend erwéhnt werden,
dass, unabhéngig von der Perfusionstechnik und des Perfusates, eine homogene, liickenlose
und vollstdndige Gefalfullung nicht immer erreicht werden kann. Bereits in den 70iger Jahren
konnte gezeigt werden, dass, entscheidend flr eine homogene GefaRperfusion die primére
Beseitigung von Blutbestandteilen aus der GefaRstrombahn ist (Neudeck, Fournier (1980);
Nettum (1995); Kratky et al. (1989); Nettum (1996); Nobel, Black (1974); Gade (1977);
Kietzmann et al. (1971); Grundmann et al. (1974); Smolich et al. (1984)).

Obwohl die quantitative Histomorphometrie oder stereologische Verfahren nach wie vor als
der Goldstandard gelten, haben sie gewisse Nachteile. Neben der destruktiven
Probenaufarbeitung kénnen nur wenige Mikrometer eines Gefédles in diesen Verfahren zur
Quantifizierung der GefdRparameter (z.B. Gefdlwanddicke, PlaquegroRe, Verkalkungen,
Stenosegrad) herangezogen werden. Die Selektion des zu untersuchenden Segmentes ist dabei
mehr oder weniger zuféllig, so dass Heterogenitdaten von GeféRalterationen kaum zuverléssig
erfasst werden kdnnen. Durch Interpolation der gewonnenen quantitativen Daten wird auf die
Dimensionen des gesamten Gefélles oder eines bestimmten Gefallsegmentes riickgeschlossen.
Neben der zeit- und personalintensiven Probenaufbereitung bestehen die Nachteile einer
zweidimensionalen Gefal3- und Weichteildarstellung.

Das Potenzial der mikro-CT-Technologie hat sich erst durch die Anwendung verschiedener
Kontrastierungs- und Perfusionstechniken entwickelt, eben auch solche Gewebe zu
visualisieren und zu differenzieren, deren Feinstruktur erst nach Kontrastverstarkung
hervortritt. Fir ex-vivo Angiographien wird als Kontrastmittel am héaufigsten Bariumsulfat
eingesetzt. Durch Beimischung von Gelatine wird erreicht, dass die bei 50 bis 60°C fllssige
Suspension bei Zimmertemperatur erstarrt. In der mikro-CT lasst sich das nach Applikation
intravasal verbleibende bariumhaltige Kontrastmittel darstellen und quantitativ erfassen.

Neue vaskulére Kontrastmittel und neue Perfusionstechniken konnten zu weiterfihrenden
methodischen Ansétzen der mikro-CT zur Evaluierung der GefaRarchitektur beitragen. Bereits
in den 70iger Jahren konnte gezeigt werden, dass durch die Verwendung von Microfil®-
Kontrastmittel (Microfil MV-122, Flow Tech, Carver, MA, USA) eine nahezu luckenlose und

homogene Perfusion des arteriellen GefaRsystems in verschiedenen Organen moglich ist.
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Microfil Kontrastmittel besteht aus zwei Komponenten (Chromat und Silikon), die in
wassriger Losung vorliegen. Nach Vermischung der Komponenten hartet dieses
Kontrastmittel nach 20 Minuten vollstandig aus. Ein wesentlicher Vorteil von Microfil
gegenuber bariumsulfathaltigem Kontrastmittel besteht in der geringeren Viskositat und somit
in der besseren kapillaren Penetration. Desweiteren zeigt Microfil hydrophobe Eigenschaften,
die eine Penetration in den extravaskuldren Raum verhindern.

Ein erster Ansatz die GefaRarchitektur in dreidimensionalen mikro-CT Datensédtzen zu
quantifizieren wurde von Joergensen und Mitarbeiter unternommen (Jorgensen et al. (1998)).
In fixierten Koronararterien von Schweinen konnte in dieser Studie nach intravasaler
Applikation von Microfil Kontrastmittel eine dreidimensionale Darstellung der intramuralen
Vasa vasorum bei einer Voxelgré3e von 5-25um gezeigt werden. Weiterfiihnrende Arbeiten von
Wan und Mitarbeitern (Wan et al. (2002)) haben erstmals die dreidimensionale
GeféaRarchitektur von perfundierten Rattenkoronarien dargestellt. So konnten mit diesem
Verfahren reduzierte Gefdvolumina von Vasa vasorum der Koronararterien bei
experimenteller Hypercholesterindmie nachgewiesen werden (Kwon et al. (1998b)). Aber
auch therapeutisch induzierte Regressionen atherosklerotischer Intimahyperplasien lie3en sich
mit diesem Verfahren eindrucksvoll quantifizieren (Kwon et al. (1998a)). Ausgehend von
diesen Erkenntnissen konnte die Arbeitsgruppe um Lerman und Ritman (Lerman, Ritman
(1999); Ritman et al. (1998); Ritman (2002)) die mikro-CT in der systematischen Struktur-
Funktionsbeziehung von isolierten, fixierten und perfundierten Organen einsetzen.

Zur Darstellung und Quantifizierung der Vasa vasorum von KoronargefaRen (Beighley et al.
(1997); Gossl et al. (2003a); Kantor et al. (1999); Kantor et al. (2002); Kwon et al. (1998a);
Kwon et al. (1998b); Ritman et al. (1998); Ritman (2002); Rodriguez-Porcel et al. (2000)),
der Nierenarterien (Bentley et al. (2002); Fortepiani et al. (2003); Garcia-Sanz et al. (1998);
Ortiz et al. (2000b)), des arteriellen und portal-vendsen Lebergefalbaumes (Wan et al.
(2000)), der Pulmonalarterien (Karau et al. (2001)) sowie der Corpora cavernosa der Ratte
(Simopoulos et al. (2001)) wurde Microfil als Kontrastverstarkung verwendet. Die in diesen
Arbeiten beschriebenen Anwendungen zeigen, dass durch die Entwicklung der mikro-CT-
Technologie mit begleitender Kontrastmittelperfusion der vaskuldren Forschung véllig neue
Madglichkeiten erdffnet werden.

Inkorporationen von ballon- und selbstexpandierenden Metallstents im arteriellen
Geféalsystem zur Therapie Uberwiegend arteriosklerotischer Lasionen und Stenosen werden
weltweit zunehmend haufiger durchgefihrt. Deren Wertigkeit und Therapieerfolge, aber auch
deren Komplikationen im Vergleich zu den etablierten operativen Verfahren, werden derzeit in
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groReren Studien geprift (z. B. SPACE-Studie). Bei den Komplikationen stehen
rezidivierende Mikroembolien aus Parietalthromben und atheromattsen Herden, distale
Knickstenosen, GefalBwandverletzungen und insbesondere Restenosen im Vordergrund. Die
intimale Hyperplasie als Antwort auf eine Verletzung der Gefalwand nach Ballonangioplastie
und Stentimplantation stellt, trotz verbesserter post- und periinterventioneller
pharmakologischer Therapie, eine haufige und unerwiinschte Komplikation dar. Derzeit
arbeiten weltweit Forschungsgruppen an den pathophysiologischen Grundlagen der Restenose,
und es haben sich beeindruckende pharmakologische Strategien zur Verhinderung der
intimalen Hyperplasie nach Stentimplantation gezeigt (Lemos et al. (2003); Serruys et al.
(2002); Rodriguez et al. (2003); Farb et al. (2002); Morice et al. (2002); Marx, Marks (2001);
Duda et al. (2002)).

Nach Endotheldenudation, Ballonangioplastie und Stentimplantation konnten wir die intimale
Hyperplasie in der mikro-CT quantitativ erfassen. Dabei zeigte sich im Vergleich zwischen
Histomorphometrie und mikro-CT eine signifikante Korrelation in der Erfassung der
Intimahyperplasie. Obwohl 6 Wochen nach PTA und Stentimplantation in der konventionellen
Angiographie keine morphologischen GefalRwandveranderungen zu detektieren waren, lieRen
sich diese nicht hamodynamisch wirksamen intimale Hyperplasien in der mikro-CT darstellen.
Die Methode hat somit das Potential, die quantitative Histologie in der vaskularen Forschung
speziell in der morphometrischen Analytik zu erganzen, da strukturelle \erénderungen
umfassend quantifiziert werden kdnnen. Insbesondere segmentale GefaBlasionen konnen
primar mit der mikro-CT lokalisiert und anschliefend histologisch/immunhistologisch
verifiziert werden, so dass diese bislang noch teuren Hilfsmittel kiinftig in bestimmten

Korperregionen effizienter eingesetzt werden kénnen.

5. Zusammenfassung und Ausblick

Ziel dieser Arbeit war die Evaluierung der mikro-CT als neue Methode zur quantitativen
Erfassung von Restenoseparameter nach Ballonangioplastie und Stentimplantation in der
Kaninchenaorta. Dazu waéhlten wir das etablierte Tiermodell am Kaninchen, dass
typischerweise 6 Wochen nach Angioplastie und Stentimplantation eine intimale Hyperplasie
als Reaktion auf eine Verletzung der Gefallwand entwickelt.

In den letzten 20 Jahren wurde die perkutane transluminale Angioplastie (PTA) zu einem
wichtigen Therapieverfahren zur Behandlung atherosklerotischer GefaBwandveranderungen.
Die Ballonangioplastie hat mit der Restenose als Folgeerkrankung jedoch zu einem neuem
Krankheitsbild gefiihrt. Trotz verbesserter Restenoseprophylaxe mittels systemischer
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medikamentoser Therapie lieR sich keine wesentliche Reduktion der Inzidenz der Restenose
erreichen. Der Grund fur dieses unbefriedigende Ergebnis liegt unter anderem in der noch
nicht ganz verstandenen Pathophysiologie der Restenosemechanismen. Bei den komplexen
zellul&ren Vorgangen nach PTA wird eine Vielzahl von Mediatoren freigesetzt, die ihrerseits
sowohl die Myofibroblasten als auch die glatten Muskelzellen in der Media aktivieren. Die
Freisetzung von Wachstumsfaktoren wie PDGF und FGF, vor allem aus Makrophagen und
Thrombozyten wird als Trigger flr die Proliferation glatter Gefalmuskelzellen angesehen.
Auch die Einfuhrung von endovaskuldren Stents hat das Problem der Restenose nicht
ausreichend 16sen koénnen. Nach Stentimplantation kommt es zu einer Migration und
Proliferation glatter Gefalmuskelzellen mit dem Bild der Intimahyperplasie und den damit
verbunden In-Stent-Restenosen. Ein neues Therapiekonzept stellt die Applikation
antiproliferativer Substanzen durch medikamentenbeschichtete Stents dar. Eine lokale
Medikamentenapplikation ermdglicht eine hohere Gewebskonzentration der Substanz vor Ort
mit gleichzeitig geringen systemischen Effekten. In mehreren Studien mit Sirolimus-
beschichteten Stents (Morice et al. (2002); Degertekin et al. (2002)) konnte die Restenoserate
signifikant gesengt werden. Dabei war der Grad der Intimaproliferation nach 6 Monaten in
der Sirolimus-Gruppe signifikant geringer als bei unbeschichteten Stent. Kein Patient aus der
Sirolimus-Gruppe hatte eine Restenose von mehr als 50%, wohingegen die bei 26,6% aus der
Kontrollgruppe der Fall war.

Durch die Akquirierung eines isotropen Datensatzes konnte in der mikro-CT eine
dreidimensionale  Darstellung und  Quantifizierung von GefédlRalterationen nach
Ballonangioplastie und Stentinkorporation an der Aorta abdominalis im Kaninchen erarbeitet
werden. Im quantitativen Vergleich zur konventionellen Histomorphometrie zeigten sich
hochsignifikante Korrelationen aller gemessenen GeféalRwandparameter. Damit stellt die
mikro-CT eine neue und erganzende Methode zur quantitativen Histologie dar.

Die in der mikro-CT gewonnenen Erkenntnisse tber die radiologische Quantifizierbarkeit der
Restenose nach Angioplastie und Stentimplantation lassen sich moglicherweise auf klinische
Anwendungen in der Mehrzeilen Computertomographie ibertragen.
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9. Abstract

Objectives: The well-defined model of angioplasty and stentimplantation in the rabbit aorta is
useful in experimental studies of restenosis. This study was performed to evaluate the
feasibility of micro-CT for quantification of in-stent restenosis in a rabbit aortic in-stent-
restenosis model.

Methods and Results: To induce in-stent restenosis seven female New Zealand rabbits
underwent ballon dilation and denudation prior to stenting the abdominal aorta. After six
weeks on atherogenic diet, animals were killed and the aorta was perfused with contrast agent.
Micro-CT morphometric analysis of ballon-and stent injured arteries revealed concentric
intimal hyperplasia obtained by 700 transverse sections. The results were compared with
those obtained from a detailed conventional histomorphometric analysis of corresponding
cross-sections. Intimal hyperplasia was present in stented and ballon injured arteries with a
moderate intimal area assessed by micro-CT and conventional histology (3.91 + 0.5 mm2 vs.
4.18 £ 0.42; r = 0.9). High significant correlations between micro-CT image analysis and
conventional histomorphometry were obtained for lesion size, size of media, size of lumen
and stent area (r = 0.84 to 0.96).

Conclusion: Micro-CT is feasible for fast acquisition of quantitative information about
restenosis after ballon angioplasty and stentimplantation. We believe that micro-CT has the
potential to become a standard technique in many laboratories which will augment serial

histology as the reference method for ex-vivo studies of restenosis.
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