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1. Einleitung

1.1 Die Bedeutung von Herz-Kreislauf-Erkrankungen und
der pAVK

Herz-Kreislauf-Erkrankungen stellen in Deutschland die haufigste Todesursache dar.
Laut Statistischem Bundesamt starben im Jahr 2010 352.689 Menschen an einer
Herz-Kreislauf-Erkrankung, was einem Anteil von 41 % an allen Todesursachen
entspricht. Die wichtigste spezifische Todesursache stellten dabei mit 133.226
Sterbefallen die ischamischen Herzkrankheiten dar.® Hauptursache ist die
Arteriosklerose, die sich jedoch nicht nur in den Herzkrankgefal3en manifestiert,
sondern auch in den Arm- und in Uber 90 % in den Becken-Bein-Arterien durch
hamodynamisch relevante Gefaleinengungen als sog. periphere arterielle
Verschlusskrankheit (pAVK) in Erscheinung tritt. > Die pAVK ist eine Erkrankung mit
hoher Morbiditdt und Mortalitdt. Sie betrifft laut verschiedenen epidemiologischen
Studien zwischen 3 % und 10 % der europaischen und US-amerikanischen
Gesamtbevdlkerung und steigt mit dem Alter an. So betragt die Pravalenz bei den
tiber 70 jahrigen Personen bis zu 20 %3, bei Vorliegen zusétzlicher Risikofaktoren
sogar 29 %" Die 5-Jahres-Uberlebensrate symptomatischer Patienten variiert
zwischen 70 % bei Patienten mit schmerzbedingter Einschrédnkung der Gehstrecke,
der sog. Claudicatio intermittens, und 30 % bei Patienten mit kritischer Ischamie der
betroffenen Extremitat.> Dabei ist die enge Assoziation mit der koronaren
Herzkrankheit und der zerebralen GefaRkrankheit in Form von Herzinfarkt und
Schlaganfall ursachlich fir die hohe Sterblichkeit der pAVK ® mit einer drei- bis
fiinffach erhohten kardiovaskuldren Mortalitat >’. Patienten mit kritischer Ischamie
einer Extremitdt weisen zudem im ersten Jahr nach Diagnosestellung ihrer
Erkrankung eine Amputationsrate von 25 % auf. ®® Aus diesen Griinden ist die
rechtzeitige Diagnose und Behandlung der pAVK von entscheidender Bedeutung.
Fur viele atherosklerotisch bedingte vaskulare Engstellen stellen minimalinvasive
interventionell-radiologische perkutane Revaskularisationsverfahren die Therapie der
ersten Wahl dar, da sie eine niedrigere Morbiditdt und Mortalitdt verglichen mit
chirurgischen Rekanalisierungsverfahren aufweisen. **° Am haufigsten wird die sog.
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perkutane transluminale Ballonangioplastie (PTA) eingesetzt, ein Verfahren, welches

erstmalig von Charles Dotter 1964 beschrieben wurde ** und durch Andreas Griintzig
weiterentwickelt wurde®?, der diese Methode erstmals bei der Behandlung von
Stenosen der HerzkrankgefaRRe 1977 eingesetzt hat *3. Im Rahmen der PTA wird ein
Katheter mit einem aufblasbaren Ballon Uber einen Fuhrungsdraht unter
Lokalan&sthesie ante- oder retrograd in die Arteria femoralis communis eingefthrt

und bis in den Bereich der Gefaldstenose vorgeschoben. Je nach Beschaffenheit der

Stenose wird der Ballon mit einem Druck von mehreren physikalischen Atmospharen

inflatiert. Dieser Vorgang wird gegebenenfalls mehrfach wiederholt, bis durch

Frakturierung und Verlagerung des artherosklerotischen Plaques aus der Intima in

die Media eine Erweiterung des Lumens herbeigefiihrt wird. ** Trotz hoher primarer
Erfolgsraten der PTA von bis zu 95 %° kommt es bei 30 %"°-63 %*°der behandelten
Patienten bereits nach einem Jahr zu einer Restenose, die eine erneute Behandlung

erforderlich machen kann. Mechanismen, die zu einer PTA-bedingten Restenose

fuhren konnen, sind durch die elastischen Rickstellkrafte des Geféal3es, negatives

Remodeling und eine Uberschie3ende Intimabildung, genannt Intimahyperplasie,

bedingt.!” Die elastischen Riickstellkrafte sind fir das akute Schrumpfen des

GefaRdurchmessers innerhalb von 15 Minuten nach der Intervention verantwortlich *®
und koénnen bis zu 50 % des initial durch Ballonangioplastie gewonnenen

GefaRdurchmessers nivellieren °. Die elastischen Riickstellkréfte kénnen ebenso wie
das negative Remodeling, das infolge von Umbauprozessen der extrazellularen

Matrix (EZM) durch Verdickung der Adventitia und narbige Kontraktion innerhalb von

Monaten zu einer Einengung des GefaRlumens fiihrt %°, erfolgreich durch die Einlage
einer GefaRstitze, des sog. Stents, in ihrer Wirkung gemindert werden %*. Ein
Problem der Restenose-Therapie mit Stents in den Becken-Bein-Gefalien ist die

hohe In-Stent-Restenoserate, die bei alteren Stentmodellen bis zu 78 % im ersten

Jahr? betragt und im Wesentlichen durch die Intimahyperplasie bedingt ist . Auch
neuere Stentmodelle, die sog. Nitinolstents, die aus einer speziellen Nickel-Titan-

Legierung bestehen, haben den Einfluss der Intimahyperplasie zwar verringern, aber

mit Restenoseraten von 18 %2* -40 %*%im ersten Jahr nicht aufheben kénnen. Zum
besseren Verstandnis der intimahyperplasiebedingten Restenose und mdglicher

Therapieoptionen werden die pathophysiologischen Prozesse im Zuge der
Neointimaformation im folgenden Abschnitt naher erlautert.



1.2 Definition der Intimahyperplasie

Der Begriff Intimahyperplasie beschreibt einen Uberschiel3enden Heilungsprozess,
der pathophysiologisch nach Verletzungen der Tunica intima der Gefallwand, im
Rahmen von entzindlichen GefalBwandveranderungen oder im Zuge einer
verstarkten Wandschubspannung — dies entspricht der Reibung, die durch das Blut
mit seinen Bestandteilen an der GefaBwand ausgeldst wird — auftritt. 2> Aber auch
unter physiologischen Bedingungen kann es zur Entstehung einer Uberschiel3enden
Neointima kommen, beispielsweise im Zuge des Verschlusses des Ductus arteriosus
botalli oder der distalen Nabelschnurarterie. 2 Im Rahmen der Behandlung der pAVK
konnen eine Reihe von Behandlungsmoglichkeiten zu einer Uberschiel3enden
Neointima fuhren, unter anderem vendse oder kinstliche Bypasse, Endarterektomie,
Ballonagioplastie?’ sowie die Einlage von Stents.

Eine Verletzung der Intima fuhrt zur Exposition subintimaler Gefal3schichten (Tunica
media, Tunica adventitia) mit zirkulierenden Blutbestandteilen. ® Wenige Sekunden
nach Traumatisierung der Intima kommt es zum Kontakt zwischen den subintimalen
glatten Muskelzellen und Thrombozyten, die daraufhin agglutinieren und an den
subintimalen Bereich adharieren.?® Einige der Thrombozyten verweilen als
einschichtige Zelllage bis zu sieben Tagen in Adhasion, wobei unter anderem
Granula ausgeschittet werden, die Zytokine und platelet-derived-growth-factor
(PDGF) beinhalten, was zu einer verstarkten Proliferation fihrt und die glatten
GefaBmuskelzellen in einen Migrationszustand versetzt. ** Die Proliferation der
glatten Gefallmuskelzellen wird initial durch Freisetzung des basic fibroblast growth
factor als potentem Agens der Zellteilung gefordert.® Chemotaktisch werden
Leukozyten und Makrophagen angelockt. ** Letztere wandern in die GefaBwand ein
und produzieren dort PDGF** und Interleukin-1 (IL-1)3*, womit Proliferation und
Migration glatter Gefalimuskelzellen weiter vorangetrieben werden. Die Migration der
glatten GefalRmuskelzellen von der Media in die Intima beginnt ein bis drei Tage nach
Verletzung der Intima®* und wird durch eine aufgrund von Proteasen bedingte
veranderte Zusammensetzung der EZM begiinstigt *. Eine Reihe von Enzymen sind
fir diesen Umbau der EZM verantwortlich, unter anderem Matrixmetalloproteinasen *’
und die endogene vaskulare Elastase, eine Protease, die von glatten
GefaBmuskelzellen produziert und freigesetzt wird 2. In der Intima proliferieren die

glatten GefalRmuskelzellen weiter und beginnen, als Abgrenzung zum Lumen eine
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Endothel-ahnliche Schicht zu bilden.*® Gleichzeitig wachsen Endothelzellen von
proximal und distal des denudierten Endothels in den verletzen Bereich ein und
beginnen, diesen unter Bildung eines einzelligen Epithels zu schlieRen. *° Unter dem
Einfluss von Wachstumsfaktoren wie TGF-B* synthetisieren die glatten
GefalRmuskelzellen in grofiem Mal3stab neue EZM, die zu grol3en Teilen aus Elastin,
Kollagen*?, Fibronectin und Proteoglykanen® besteht, bis zu 90 % der neu
gebildeten Intima ausmacht*® und damit entscheidend zur Einengung des

Gefalllumens beitragt.

1.3 Therapeutische Ansatze zur Prophylaxe der
Intimahyperplasie nach Ballonangioplastie oder Einlage

von Stents

Bisher wurden zahlreiche Versuche unternommen, die Restenose nach PTA/PTCA
bzw. Stenteinlage zu verhindern. Viele dieser Studien konzentrieren sich auf die
Pravention der Intimahyperplasie, da diese die Hauptursache der In-Stent-Restenose

darstellt.**

Systemisch verabreichte Medikamente konnten sich bisher nicht durchsetzen, well
Unterschiede in der Wirksamkeit zwischen Tiermodellen und dem Einsatz beim
Menschen bestanden oder die erforderliche therapeutische Dosis nur mit toxischen

Plasmaspiegeln des Wirkstoffs zu realisieren war. *°

Dem gegenuber haben lokale Therapiekonzepte den Vorteil, ihren Wirkstoff in
ausreichender Konzentration direkt vor Ort freizusetzen, ohne dabei eine
nennenswerte systemische Toxizitat zu entwickeln. *® Eines der ersten lokalen
Verfahren stellt die endovaskulare Brachytherapie dar, eine Methode aus der
Strahlentherapie, bei der eine radioaktive Strahlenquelle voriibergehend oder
dauerhaft in unmittelbarer Nahe des zu bestrahlenden GefaRabschnittes deponiert
wird.*” Die endovaskulédre Brachytherapie konnte zwar eine kurz- und mittelfristige
Suppression eines neointimalen Wachstums in koronaren Stents herbeiftihren,

langfristig traten jedoch erneute Restenosen und spéte In-Stent-Thrombosen auf. *®
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In der Anwendung der Pravention der intimahyperplasiebedingten Restenose in
peripheren Gefalien konnten diese Beobachtungen verifiziert werden. Zudem konnte
ein 6konomisch sinnvoller Einsatz nicht belegt werden. ? Ein weiterer Nachteil ist die
Akzeptanz des Verfahrens per se, bedingt durch den technischen Aufwand und den
Einsatz radioaktiver Substanzen. *® Neben radioaktiver Strahlung wurde ultraviolette
Strahlung in Verbindung mit dem photosensibilisierenden Medikament Psoralen zur
Pravention der Restenose eingesetzt, welches jedoch zu keiner Verringerung der
Intimahyperplasie fuhrte und durch negatives Remodeling sogar eine Einengung des

GefaRlumens verursachte. *°

Ein weiteres Therapiekonzept ist die sog. passive Ummantelung von Stents, bei der
das thrombogene und inflammatorische Potential einfacher Metallstents durch
Beschichtung der Stentoberflache mit organischen und anorganischen Materialien
verringert werden soll. Es zeigte sich jedoch, dass die verwendeten Stoffe nur einen
geringen Einfluss auf die Thrombogenitat hatten und die Intimahyperplasie kaum

verringerten.*!

Vielversprechend hingegen scheint die Verwendung von sog. medikamenten-
beschichteten Stents in der Pravention der koronaren In-Stent-Restenose. Klinische

5254 nd Paclitaxel®>®® konnten

Studien mit den antiproliferativen Pharmaka Sirolimus
in verschiedenen Studien im Vergleich zu nicht beschichteten Stents eine
ausgepragte Verminderung der Restenose erzielen.

In der Therapie peripherer Restenosen existieren erhebliche Unterschiede zwischen
den beiden Antiproliferativa. Drake et al. erzielten durch den Einsatz von Paclitaxel-
beschichteten Stents in der Arteria femoralis superficialis Ein-Jahres-Offenheitsraten
von 83 % versus 33 % bei einfachen Metallstents. °>* Dem gegeniiber wiesen mit
Sirolimus  beschichtete, selbst-expandierende Stents verglichen mit nicht
beschichteten Stents in der peripheren Gefal3strombahn der Arteria femoralis
superficialis nach zwei Jahren keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich der
Restenoserate auf.®

Trotz dieser insgesamt aussichtsreichen Ergebnisse bleibt die spate In-Stent-
Thrombose, auch Malapposition genannt, weiterhin ein ernsthaftes ungelostes
Problem medikamentenbeschichteter Stents. Langzeitergebnisse hinsichtlich

unerwiinschter Arzneiwirkungen miissen ebenfalls abgewartet werden. “°

9



AbschlieRend besteht nicht nur im Stentdesign, sondern auch in der Gestaltung der
bei der PTA verwendeten Ballons eine therapeutische Mdoglichkeit, einer
Uberschiel3enden Neointima vorzubeugen. Eines dieser Verfahren ist der sog.
Cutting balloon, ein mit vier Klingen ausgestatteter Ballon, der Uberwiegend in der
Behandlung stark verkalkter stenotischer Plaques eingesetzt wird. > Amighi et al.
fanden jedoch in einer randomisierten klinischen Studie heraus, dass die Anwendung
des Cutting balloon im Vergleich mit einem konventionellen Ballon sogar zu einer
erhthten Restenoserate filhrte. ®® Ein weiteres Verfahren ist die Beschichtung der
Ballons mit Medikamenten. Klinische Studien untersuchten die therapeutische
Verwendung von Paclitaxel-beschichteten Ballons im Vergleich mit konservativer
PTA in femoropoplietalen Stenosen. Dabei konnten signifikante Unterschiede
bezlglich des Ausmalies der Restenose zu Gunsten der beschichteten Ballons
demonstriert werden. Der Nachteil dieser Studien wiederum ist einerseits die

6162 und andererseits der kurze

heterogene und geringe Studienpopulation
Beobachtungszeitraum von nur 6 Monaten, was weitere Nachuntersuchungen im

Verlauf erforderlich macht®2.

1.4 Rationale fur die Verwendung von Elafin

Humanes korpereigenes Elafin ist ein Protein, das von Epithelzellen der Bronchien
und der Lunge®, der Haut, des Mundes, des Pharynx, des Osophagus ®, und des

67-68

weiblichen Reproduktionstraktes gebildet wird ®. Neben antibakteriellen und

antiviralen® Eigenschaften hemmt es als Antiprotease in erster Linie die

O und Proteinase-3"*, die ihrerseits

Serinproteasen humane neutrophilen Elastase ’
eine wichtige Rolle bei Entziindungsreaktionen spielen, indem sie unter anderem
proinflammatorische Zytokine wie beispielsweise Interleukin 8 freisetzen " und das
Enzym Matrixmetalloproteinase 9 aktivieren, welches an proteolytischen
Abbauvorgangen von Kollagen und somit am Umbau der extrazellularen Matrix
beteiligt ist’® . Elafin-transgene Mause entwickelten im Gegensatz zu Kontrolltieren
nach Endothelverletzung der A. carotis externa mit einem Draht in nur einem von
neun Fallen eine Intimahyperplasie, was auf die Uberexpression von Elafin

zurtickzufiuhren ist.
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Dartber hinaus hemmt in vitro verabreichtes Elafin den durch Ballonangioplastie
bedingten Anstieg der endogenen vaskularen Elastase.*® Die von glatten
GefalBmuskelzellen produzierte endogene vaskulare Elastase, die eine Bedeutung in
der Pathogenese pulmonaler GefaRerkrankungen hat *°, tragt héchstwahrscheinlich
zur Verursachung der Intimahyperplasie bei. Einerseits fordern durch Elastasen
freigesetzte Elastinpeptide die Produktion von Fibronectin, welches die
Transformation glatter Gefal3muskelzellen vom kontraktilen zum migratorischen Typ
induziert.”  Dariiber hinaus stimulieren durch Elastasen freigesetzte
Wachstumsfaktoren wie transforming growth factor B’® und Fibroblasten-
wachstumsfaktor die Proliferation glatter Gefal3muskelzellen und Synthese
extrazellularer Matrix®, die ein wesentliches Element der vaskuldren Restenose *? ist
und ca. 80%%-90 %** der Neointimaflache ausmacht. Andererseits erleichtern die
Elastasen-vermittelte Unterbrechung der Basalmembran und der beschleunigte
Umsatz der extrazellularen Matrix die Migration von glatten Gefa3muskelzellen und

Entziindungszellen in die Intima. %

Aufgrund der Erkenntnisse gentherapeutischer “* und in-vitro Studien mit Elafin®®
scheint demnach eine Anwendung von rekombinantem humanen Elafin in-vivo im
Denudationsmodell der A.iliaca der Ratte vielversprechend zur Pavention einer
Intimahyperplasie zu sein.

Daher war Ziel dieser Dissertation, den Einfluss von Elafin auf die Ausbildung einer

Intimahyperplasie im Denudationsmodell der Arteria iliaca der Ratte zu evaluieren.
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2. Materialien und Methoden

2.1 Studiendesign

Zwolf mannliche Wistar-Ratten wurden zur Induktion einer Intimahyperplasie einer
sonographisch gesteuerte Ballondenudation in einer proximalen lliakalarterie
unterzogen, die kontralaterale Arterie diente als Kontrollgefal3. Nach erfolgter
Ballondenudation wurde jeweils funf Tieren Uber eine dorsonuchal implantierte
Alzet®-Pumpe kontinuierlich rekombinantes Elafin verabreicht. Die sieben
Kontrolltiere erhielten Kochsalzlésung. Zur Darstellung einer moglichen
Intimahyperplasie im Verlauf wurde kurz vor der Operation, sowie 7, 14 und 21 Tage
postoperativ eine sonographische Bestimmung der Intima-Media- (IMT) und Intima-
Media-Adventitia-Dicke durchgefihrt.

Im Anschluss an die letzte sonographische Messung nach drei Wochen wurden die
Tiere zur Gefallentnahme getttet. Das Gefal3praparat wurde in Paraffin eingebettet.
Zur Verifikation und Quantifizierung einer Intimahyperplasie dienten histologische
und immunhistochemische Schnitte. Die Schnitte wurden lichtmikroskopisch unter
Verwendung der bildmorphometrischen Software AxioVision evaluiert. Die erhobenen
sonographischen, histologischen und immunhistologischen Messwerte wurden
nachfolgend der statistischen Auswertung zugefiihrt.

2.2 Materialien

Eine vollstandige Liste aller Materialien befindet sich im Anhang dieser Dissertation.

2.2.1 Versuchstiere

Es wurden ménnliche Wistar-Ratten der Firma Charles River Deutschland GmbH mit
Sitz in Sulzfeld verwendet. Das Gewicht der Tiere betrug zum Zeitpunkt des
Denudationseingriffes zwischen 250 und 350 Gramm mit ausgewogener Verteilung
auf die Elafin- und Kontrollgruppe.
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2.3 Methoden

2.3.1 Tierhaltung

Das Tierversuchsvorhaben wurde gemald 8 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes durch
das Ministerium fur Energiewende, Landwirtschaft, Umwelt und Landliche Raume
des Landes Schleswig-Holstein genehmigt.

Im Anschluss an die Lieferung durch die Firma Charles River wurden die méannlichen
Wistar-Ratten zur Akklimatisation und Reduktion von Stress eine Woche lang im
Tierhaus des UKSH, Campus Kiel unter der Betreuung einer examinierten
Tierpflegerin gehalten. Zur Unterstitzung des natirlichen Verhaltens wurden die
Tiere in dieser Woche vor der Denudations-Operation in Gruppenkafigen der Grolde
590 mm x 380 mm x 200 mm, ausgekleidet mit kubischen Weichholzgranulaten, zu
maximal vier Tieren gehalten. Nach der Operation wurden die Tiere zur Vermeidung
von Stress und gegenseitigen Manipulationen an den Operationsndhten in
Einzelkafige & 425 mm x 265 mm x 150 mm gesetzt.

Die Ratten wurden in einem fensterlosen Raum gehalten, in welchem eine konstante
Luftfeuchtigkeit von 45 % bei 21°C Raumtemperatur herrschte. Die Raumluft wurde
durch ein Hepa-Filtersystem (High Efficiency Particulate Airfilter) gereinigt. Eine
Beleuchtungsanlage sorgte fir einen konstanten, zwolfstindigen Hell-
Dunkelrhythmus jeweils zwischen 6 und 18 Uhr.

Trinkwasser und Nahrung standen den Tieren ad libitum zur Verfiigung.

Wahrend der Versuchszeit wurden die Kasten zweimal wochentlich gereinigt und die
Streu wurde ausgetauscht. In der versuchsfreien Zeit geschah dies einmal pro
Woche.

2.3.2 Denudation und Implantation der Alzet®-Pumpen

Die Wistar-Ratten wurden durch eine intraperitoneale Injektion von Chloralhydrat 4 %
und Tramadol analgosediert. Es wurde 1 ml Chloralhydrat und 0,9 pul Tramadol auf
100 g Korpergewicht verwendet. Die erfolgreich narkotisierten Tiere wurden in
Ruckenlage mit ihren Extremitaten mittels Durapore™ Medical Tape auf einer
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Heizmatte fixiert, Uber die ein Abdecktuch gespannt war. Zur weiteren Vermeidung
von Unterkuhlung stand eine 75 W Rotlicht-Warmelampe zur Verfligung, die in 70 cm
bis einem Meter Entfernung oberhalb der Ratten platziert wurde. Um ein Austrocknen
der Augen und Infektionen vorzubeugen, wurden die Tiere mit Bepanthen-
Augensalbe versorgt.

Zur Entfernung der Haare wurde Enthaarungsceme auf das Fell des Abdomens, der
proximalen Beine und den Halsbereich aufgetragen. Nach einer Einwirkdauer von ca.
5 min wurde das betreffende Fell vorsichtig mit einem Skalpell entfernt. Vor Beginn
des operativen Eingriffs wurden Narkosetiefe und Analgesie durch Kompression des
Schwanzes der Ratte Uberprift. Bei Bedarf wurden erneut Tramadol oder
Choralhydrat injiziert.

Mit einer chirurgischen Schere wurde nun die Haut in kaudo-kranialer Richtung im
linksmedialen Halsbereich aufgeschnitten. Nachfolgend wurden die darunter
liegende Halsfaszie sowie Anteile der Schilddrise stumpf mit einer Praparierklemme
durchtrennt und verdrangt, so dass die tieferliegenden Faszien des Musculus
sternocleidomastoideus und der pratrachealen Muskulatur zum Vorschein kam. Im
Zuge der weiteren stumpfen Praparation durch die Faszie der Halsmuskulatur konnte
die Gefal3-Nerven-Scheide dargestellt werden. Nach vorsichtiger Ero6ffnung der
Gefal3-Nerven-Scheide wurde die Arteria carotis communis in ihrem Verlauf
prapariert. Um den Zugangsweg zum Gefal3 offen zu halten und die Sicht auf den
nachfolgenden Operationssitus optimal zu gestalten, wurden die pratracheale
Halsmuskulatur, der M. sternocleidomastoideus und die angrenzenden
Muskelfaszien durch Spreizen der Praparierklemme aus dem Operationsgebiet

entfernt.

Als nachstes wurde die A. carotis communis unter Zuhilfenahme einer feinen
anatomischen Pinzette untertunnelt und kranial sowie kaudal jeweils mit einem
Prolene®-Faden umschlungen. Die kraniale Schlinge wurde zugezogen, verknotet
und an einer Arterienklemme befestigt, tUber die ein Zug auf das Gefal3 ausgeubt
werden konnte. Die kaudale Schlinge wurde lose um die A. carotis communis gelegt.
Sie diente als Sicherheitsmalinahme zur Vermeidung von Blutungen. Anschlie3end
wurde die Arterie mit einer Augenschere erdffnet. Durch das Einfuhren der beiden
Spitzen einer gebogenen Splitterpinzette konnte das Gefal3 offen gehalten werden.

Unter leichtem Zug an der als Widerlager dienenden kranialen Gefal3schlinge wurde
14



der mit 0,9 %iger NaCl-Lésung benetzte Ballonkatheter in die A. carotis communis
eingefuhrt, bis zur dritten Markierung vorgeschoben und mit einem Gefal3clip an der
Arterie fixiert.

Sodann erfolgte die Umlagerung der Ratten auf eine Plattform fir Ratten des
Kleintiersonographiegerates Vevo 770 der Firma VisualSonics. Eine detaillierte
Beschreibung aller fiir die Sonographie erforderlichen Prozesse erfolgt im Abschnitt
»2.3.3 Sonographie“. Nach beidseitiger ultraschallgesteuerter Messung der Intima-
Media- (IMT) und Intima-Media-Adventitia-Dicke wurde die Katheterspitze zunachst
in der Aorta aufgesucht, bevor sie in einer proximalen lliakalarterie positioniert wurde
(Abb.1).
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Abbildung 1: Sonographische Darstellung von Aorta (A, B) und lliakalgefafen (C, D) im
Querschnitt. lliakalarterie ohne (A, C) und mit einliegendem Katheter (B, D).
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Nachdem der Fogarty-Katheter korrekt positioniert wurde, erfolgte die Inflation des
Ballons mit 0,4 ml isotoner NaCl-Losung (Abb. 2). Zur Entfernung des
GefalRendothels (=Denudation) und Induktion einer Intimahyperplasie wurde der
Ballon inflatiert, sonographisch gesteuert Uber eine kurze Strecke von der
Aortenbifurkation in die lliakalarterie und zurlick bewegt und schlie3lich deflatiert.
Dieser Vorgang wurde drei Mal wiederholt. Im Anschluss daran wurde der Katheter
entfernt und die A. carotis communis durch Zuziehen der kaudalen Gefal3schlinge

verschlossen.

Im Anschluss an die Fasziennaht wurde die Implantation einer osmotischen

Minipumpe der Firma Alzet mit einem Fassungsvermdgen von 2000 pl wie folgt

|* |IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|\III|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII\IIII|IIII|IIII mm

Abbildung 2:
Sonographische B-Mode-
Darstellung der proximalen
A. liaca mit inflatiertem
Ballon im L&ngsschnitt. Der
Ballon uberdehnt die
Gefallwand und das
umliegende Bindegewebe.

durchgefihrt: Die Pumpe wurde bei 5 Tieren mit 1,79 mg/kg KG Elafin befullt, gelost
in 0,9 % NaCl-Tragerlosung, das Uber Nacht bei 37°C im Wasserbad inkubierte. Bei
den 7 Kontrolltieren wurde reine 0,9 % NaCl-Losung verwendet. Die Dosierung des
Elafins wurde entsprechend den Ergebnissen im Kaninchenmodell der Arbeitsgruppe
um Cowan et al. adaptiert. ”” Die Pumpen wurden so eingestellt, dass sie ihren Inhalt
Uber eine Woche bei einer Rate von 11,27 ul = 0,5 pl pro Stunde in das vendse
System der Ratte abgaben. Bei der narkotisierten und analgesierten Ratte wurde
zunéchst eine ,Tasche* im dorsonuchalen subkutanen Fettgewebe geschaffen, in
die das Pumpsystem dann implantiert wurde. Vor Implantation der Pumpe erhielt
jede Ratte der Therapiegruppe einen Elafinbolus von 0,675 mg pro 300 ¢
Korpergewicht, geldst in 0,9 % NacCl, intravends uber die linke aul3ere Jugularvene.
Uber den aus Silastik bestehenden Alzet®-Jugularvenenkatheter, der in die linke

aulRere Jugularvene nach deren Er6ffnung mittels einer Gefal3schere eingefihrt
16



wurde, wurde die Pumpe mit dem vendsen System der Wistar-Ratten verbunden.
Der aul3erhalb des GefalRes verlaufende Katheteranteil wurde anschlieRend mit
einem Prolene-Faden an der Jugularvene befestigt.

Im Anschluss daran wurde die Haut der Wistar-Ratten mit einer fortlaufenden Naht
aus Vicryl verschlossen. Zur postoperativen Analgesie wurde eine Caprofen-
Injektionslésung (5-10 mg/kg Korpergewicht) subkutan injiziert. Die Ratten wurden
danach in Einzelkéafigen untergebracht. Alle diese Prozeduren wurden unter sterilen
Kautelen durchgefinhrt.

2.3.3 Sonographie
2.3.3.1 Vevo 770 High Resolution in vivo imaging system

Um Veranderungen der A.iliaca communis im Verlauf der Intimahyperplasiebildung
bei der Lewis-Ratte nicht-invasiv und in Echtzeit mit makroskopisch-morphologischer
Bildgebung darstellen zu kénnen, wurde das Vevo 770 Hochfrequenzultraschallgerat
der Firma Visual Sonics eingesetzt. Das Vevo 770 wurde speziell fur die
Kleintiersonografie entworfen und verfugt tiber eine hochauflésende Bildgebung im
Bereich von 30-50 Mhz.

Bei unseren Messungen wurde der RMV-708 im B-Modus bei einer Bildwiederholrate
von 32 Hertz benutzt. Dieser Schallkopf arbeitet mit einer Zentralfrequenz von 55
MHz bei einer axialen Auflésung von 30 pm, einer lateralen Auflésung von 70 pm
und einem Fokus von 4,5 mm. Es ist damit gut geeignet, die relativ oberflachlich
gelegene Arteria iliaca hochauflosend darzustellen.

Des Weiteren ist das Gerat mit einer speziellen Untersuchungsplattform fur Ratten
und einer daran angeschlossenen externen Kontrolleinheit zur Uberwachung von
Vitalparametern ausgestattet. An der Oberflache der Untersuchungsplattform sind
vier Elektrodenfelder zum Ableiten elektrischer Aktionen eingearbeitet, die an die
Kontrolleinheit Gber ein Verbindungskabel weitergeleitet werden kénnen. So kénnen

Herzfrequenz und Atmung der Tiere Uberwacht werden.

Das Vevo 770 verfugt Uber eine integrierte Software, die das Aufzeichnen,
Bearbeiten und Archivieren einzelner Bilder (,frames”) oder ganzer Bildsequenzen
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(,cine loops®) im B-Modus ermdglicht. Innerhalb einer Bildsequenz kénnen einzelne
Bilder ausgewahlt, bearbeitet und gesondert auf einer internen Festplatte
abgespeichert werden.

2.3.3.2 Durchfuhrung der Ultraschalluntersuchungen

Zur Vorbereitung auf eine optimale Bildgebung wurden die Ratten zunachst durch
peritoneale Injektion mit Chloralhydrat 4 % in Narkose versetzt. Dann wurde das Fell
der Ratten ventral im Bereich des unteren Abdomens, des Beckens und der
proximalen medialen Oberschenkel beidseits unmittelbar vor Untersuchungsbeginn
mit Enthaarungscréme vollstandig entfernt. AnschlieBend wurden die Tiere in
Ruckenlage auf dem Untersuchungstisch positioniert und jede Gliedmal3e wurde in
Extensionsstellung mittels Durapore™ Medical Tape an der jeweiligen Elektrode
befestigt. Uberschiissige Enthaarungscréme wurde mit Zellstoff abgetragen, um
Artefakte zu vermindern. Nach Auftragen von Ultraschallgel wurden nacheinander
jeweils die rechte und linke A. iliaca von der Aortenbifurkation bis zu ihrer
Aufzweigung in weitere GefaRe als Bildsequenz im Quer- und Langsschnitt
dargestellt, um das denudierte Areal und den entsprechenden Abschnitt des
KontrollgefalRes bildmorphologisch zu erfassen.

Fur die Aufzeichnung dieser Bildsequenzen wurden Ergebnisse einer Arbeitsgruppe
um A. Razuvaev genutzt, die das Vevo 770 zur sonographischen Darstellung einer

Intimahyperplasie in der A. carotis communis etablierte. "

Innerhalb einer Langschnitt-Bildsequenz wurden wahrend der Diastole Bilder
ausgewahlt, auf denen die Wandschichtung, bestehend aus Intimareflex, Membrana
elastica interna und externa, artefaktfrei zu erkennen war. Dabei erstreckt sich die
Intima-Media-Dicke (Intima Media Thickness, IMT) von der Grenzflache zwischen
Lumen und Intima bis zur Grenzflache zwischen Media und Adventitia; die Intima-
Media-Adventitia-Dicke schlief3t Uberdies die Adventitia ein (Abb. 3). Beide
Parameter wurden im Bereich der maximalen Gefal3wanddicke sowohl auf der
Denudationsseite als auch der Kontrollseite pro Gefal jeweils drei Mal als Strecke in
Millimetern gemessen. Die sonographischen Untersuchungen wurden durch zwei

Untersucher geblindet durchgeftihrt.
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Abbildung 3: Um die IMT
Zu ermitteln, wird innerhalb
der hinteren GefaBwand
eine Strecke von der
echogenen Lumen-Intima-
Grenze zum Beginn der
Media-Adventitia-Grenze
gemessen. Die Intima-
Media-Adventitia-Dicke
schliet  Uberdies die
Adventitia ein.

Abbildung 3: Sonographische B-Mode-Darstellung der anatomischen Verhaltnisse der

Gefallwand einer proximalen lliakalarterie im Langsschnitt.
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2.3.4 Entnahme des Gefal3praparates

An Tag 21 des Versuchs wurde im unmittelbaren Anschluss an die letzte
sonographische Messung das Gefal3praparat entnommen. Dazu wurden die bereits
narkotisierten und teilrasierten Wistar-Ratten hinsichtlich Analgesie analog des
Denudationseingriffes vorbereitet.

In der Folge wurde das Abdomen der Tiere mit Hilfe einer chirurgischen Schere tber
einen medianen L&ngsschnitt erdffnet. Um eine moglichst gute Sicht auf den
Operationsbereich zu gewéhrleisten, wurden Teile des Dinn- und Dickdarmes sowie
der Mesenterien verdrangt und aul3erhalb des Peritoneums gelagert. Dann wurden
die beiden lliakalarterien mitsamt der Aorta abdominalis in stumpfer Praparation mit
einer atraumatischen Pinzette dargestellt. Die Aorta abdominalis wurde mit einem
Prolene®-Faden kranial umschlungen und durch Verknotung abgebunden. In
gleicher Weise wurden die beiden Arteriae iliacae distal ligiert. Um nachfolgende
Verwechslungen auszuschlieBen, wurde fur die Ligatur dieser Gefal3e jeweils ein
Faden mit deutlich unterschiedlicher Lange verwendet.

Das Gefal3praparat wurde anschlieBend mit der chirurgischen Schere
herausgeschnitten und durch Spilen mit NaCl von Blutbestandteilen gereinigt. Nach
Markierung des denudierten Gefal3bereiches mit gelber Tusche wurde das
Gefal3praparat mit Stecknadeln auf einem Korkplattchen fixiert, um einem spateren
Zusammenziehen der Arterien entgegenzuwirken. Die so vorbereiteten Praparate
verweilten ca. 24h in 10 %igem Formaldehyd bis die weitere histologische
Aufarbeitung folgte.

2.3.5 Histologie (morphologisch)
2.3.5.1 Herstellung der histologischen Nativpréparate

Die Praparate wurden zunachst in einen Gewebeinfiltrationsautomaten tber Nacht
eingebettet, und dann in eine aufsteigende Alkoholreihe zur Entwasserung und
Entfettung eingetaucht. Die Alkoholreihe begann mit 70 %igem Ethanol und endete
mit 100 %igem Alkohol und nachfolgend Xylol. Im Anschluss daran wurden die
Praparate in flussiges Paraffinwachs bei 60 °C getrankt.
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Danach wurde das Gefal3praparat in einen aortalen, proximalen und distalen
Abschnitt unterteilt. Der aortale Abschnitt wurde in der Regel in drei Blocke & 3 mm
unterteilt, wobei der dritte Block nahezu immer die Bifurkation der abdominellen Aorta
in die rechte und linke lliakalarterie enthielt und somit bereits den ersten Abschnitt
der proximalen Arteria iliaca darstellte. Der proximale und distale Abschnitt der
Arteria iliaca wurde in je zwei Blocke a 3 mm zurechtgeschnitten. Fur die
Feststellung, in welchem GefalRabschnitt denudiert wurde, wurden der letzte aortale
Abschnitt (Aa3 oder Aa4) , der die Bifurkation in die beiden lliakalgefal3e beinhaltete,
und die ersten beiden Blocke einer lliakalarterie dem proximalen Segment
zugeordnet, der dritte und vierte lliakalblock entfielen auf das distale Segment (Abb.
4). Die Teilsticke wurden mit dem proximalen Ende nach oben in gesonderte
Kassetten in der Ausgussstation eingebettet.

Abbildung 4: Schema der
GefaRpréaparate. Aa: Aorta,;
Aire: rechte A. iliaca; Aili: linke
lliakalarterie. Die einzelnen
Blocke haben jeweils eine

R o — Aili1 Lange von 3 mm.

L4 Aili2
). < Aili3

Die Kassetten wurden dann bei -15 °C auf einer Kihlplatte gekuhlt. Nach dem
Kuhlen wurden die Teilsticke in Form geschnitten. AnschlieRend wurden am
Mikrotom 3-4 um dicke histologische Nativschnitte erstellt. Um das Aufziehen auf die
Glasobjekttrager zu erleichtern, wurden die Nativschnitte fir kurze Zeit in einem
Streckbecken mit warmem destilliertem Wasser aufbewahrt.

Zur Fertigstellung der Nativpraparate wurden die Rohschnitte 24 Stunden lang bei 37
°C getrocknet und Verunreinigungen wurden durch Xylol-Trankung uUber zehn
Minuten in einer Wiegekuvette ausgewaschen.
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2.3.5.2 Herstellung der Hamatoxylin-Eosin-Farbungen (HE)

Als erstes wurden die Nativschnitte in eine absteigende Alkoholreihe getaucht und
dann unter flieBendem Leitungswasser sowie mit destilliertem Wasser Kkalt
gewassert. Dann wurden die Praparate mit Hamalaun (nach Mayers) gefarbt. Zur
Differenzierung wurde ein Gemisch aus 975 ml absolutem Ethanol, 125 ml
destilliertem Wasser und 5 ml rauchender Salzsédure auf die Objekttrager gegeben.
Nach erneuter Wasserung unter warmem Leitungswasser sowie destilliertem Wasser
wurden die Praparate 5 min mit Eosin gefarbt. Zum Schluss wurden die Praparate in
einer aufsteigenden Alkoholreihe impragniert. Die Objekttrager wurden mit einem
Eukitt®-Medium eingedeckt.

2.3.5.3 Herstellung der kombinierten Masson-Goldner-Elastika-Kossa-Farbung

Die histologischen Nativpraparate wurden zunachst in eine absteigende Alkoholreihe
getaucht.

Als erstes folgte die Kalk-Farbung nach Kossa, bei der die Praparate unter dem Licht
einer Neonleuchte 30-60 Minuten in 5 %igem Silbernitrat inkubierten. Dann wurden
die Objekttrager wiederholt mit destilliertem Wasser gespilt und anschlielRend jeweils
zwei Minuten mit 1 %igem Hydrochinon sowie 5 %igem Natriumsulfit reduziert.
Mittels 5 %iger wassriger Natriumthiosulfatitdosung und Spulung mit destilliertem
Wasser wurden die Praparate im Anschluss fixiert.

Als zweites folgte die Elastika-Farbung, bei der die Kossa-gefarbten Praparate 30
Minuten lang bei 50- 60 °C in Resorzin-Fuchsin-L6ésung nach Weigert inkubierten.
Nach Spulung unter Leitungswasser und destilliertem Wasser wurden die Praparate
mit 80 %igem Ethanol fixiert.

Zum Schluss wurde die Masson-Goldner-Trichrom-Farbung durchgefuhrt, die aus
drei aufeinander folgenden Farbungen bestand. Als erstes erfolgte die Kernfarbung
mit Weigerts Eisenh&matoxylin, in der die Praparate einige Sekunden bis eine Minute
inkubierten. Nachfolgend wurden die Préparate im zweiten Farbeschritt in warmen
flieBenden Wasser gespult und 5 min mit Ponceau-Saurefuchsin-Azlophloxin
impragniert, in 1 %iger Essigséure gespult und anschliel3end mit Orange-G-L6sung

dedifferenziert. Der letzte Schritt der Dreifachfarbung bestand in einer Gegenfarbung
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mit 0,5 %igem Lichtgrin. Danach wurden die Praparate in einer aufsteigenden
Alkoholreihe imprégniert. Die Objekttrdger wurden mit einem Eukitt®-Medium
eingedeckt.

2.3.5.4 Morphometrische Auswertung der histologischen Schnitte

Zur morphometrischen Auswertung der Masson-Goldner-Elastika-Kossa gefarbten
Schnitte wurde das Lichtmikroskop ,Axioskop 50“ der Firma Carl Zeiss (Carl Zeiss
AG, LAB Al mit Fototubus, Goéttingen, Deutschland) verwendet. Samtliche Schnitte
wurden unter einem zehnfach vergrof3ernden Okular (E-PL 10x/20 ) und einem
funffach vergréRernden Objektiv (Plan Apochromat 5x/0,16) — also bei insgesamt 50-
facher Vergrol3erung — betrachtet. Mit einem integrierten Kamerasystems (Carl
Zeiss Axiocam MR Colour) konnten die Bilder auf einen Computer mit der Software
Axiovision Version 3.1 mal3stabsgetreu Ubertragen und evaluiert werden. Innerhalb
der Software wurden Uber die Programmfunktion ,measurement” Konturen um den
aulersten Bereich der Tunica media, Neointima und des Lumens gezogen. Zur
Orientierung dienten die Membrana elastica externa als &aul3ere anatomische
Begrenzung der Media zur Adventitia und die Membrana elastica interna als innere
Begrenzung der Media zum Lumen bzw. zur Neointima. Die von der jeweiligen
Kontur umschlossene Flache wurde automatisch in pum? berechnet; die Flache des
Lumens konnte somit direkt abgelesen werden, die Flachen der Media und
Neointima wurden durch Subtraktion ermittelt (Abb. 5).

In Schnitten, in denen eine Neointima vorhanden war, wurde die Flache innerhalb
der Kontur der Neointima von der Flache innerhalb der Kontur der Media subtrahiert,
um die Flache der Media zu erhalten. In Schnitten ohne Neointima wurde die das
Lumen umschlielende Flache von der die Media umschlieBenden Flache
abgezogen, um die Flache der Media zu berechnen.

Um die Fldche der Neointima zu ermitteln, wurde die Lumenflache von der Flache

innerhalb der Kontur der Neointima subtrahiert.
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Abbildung 5: Masson-
Goldner-Elastika-Kossa
gefarbter Schnitt einer
denudierten lliakalarterie ohne
(oben) und mit  (unten)
manueller Konturierung der
auleren Begrenzungen von
Media, Neointima und Lumen.
Die in pm?® angegeben Zahlen
beziehen sich auf die gesamte
von einer Kontur umgebene
Flache. Der Wert des Lumens
kann direkt abgelesen werden.
Die Flache der Media ermittelt
sich durch Subtraktion der
Flache der mittleren Kontur
(=108466,91 pm? von der
Flache der &ufleren Kontur
(=209218,33 um?), die Flache
der Neointima ergibt sich durch
Subtraktion der Lumenflache
von der Flache der mittleren
Kontur.
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2.3.6 Immunhistochemie
2.3.6.1 Vorbereitung der Paraffinschnitte

Zunachst wurden die histologischen Nativpraparate einer absteigenden Alkoholreihe
(= Entparaffinierreine) zugefuhrt, dann unter flieRendem Leitungswasser und
schlie3lich destilliertem Wasser gespilt. Zur Wiederherstellung verlorengegangener
Epitope erfolgte eine Antigendemaskierung mit einem Citratpuffer bei pH 6,0 tber
drei Minuten im Drucktopf. Nach Abkuhlung der Praparate wurden diese mit
destilliertem Wasser gespult und mit einem TBS-Puffer gereinigt. Um ein Zerflie3en
von nachfolgend auf die Objekttrager aufgetragenen Flussigkeiten zu verhindern,
wurden die Objekttrager an vorgesehen Stellen mit einem PAP-Pen markiert und
dann erneut einem TBS-Puffer unterzogen. Anschlieend wurde eine
Peroxidasel6sung auf die Praparate aufgetragen und nach 15 Minuten Einwirkdauer
mit einem TBS-Puffer entfernt. Dies diente der Vermeidung einer unspezifischen
Farbung. FUr die Farbung von RECA-1 und ED-1 wurde dem Peroxidase-Block eine
Antigendemaskierung mit Bond Enzym in einer vorgewarmten Kammer bei 37° C
Uber 15 Minuten zugefugt. Fur die ICAM-1-Farbung wurde vor dem Peroxidase-Block
zusatzlich ein Rodent-Block 30 Minuten lang aufgetragen. Dieser dient dem
Blockieren von endogenen Ratten-lgGs und unspezifischem Hintergrund in
Rattengewebe und roten Blutzellen [Biocare Medical, LLC].

2.3.6.2 Antikorperfarbungen

Auf die vorbereiteten Schnitte wurden die Primarantikdrper in entsprechender
Verdunnung (s. Tabelle 1) fur jeweils 60 min aufgetragen. Im Anschluss an eine
dreimalige Reinigung mit TBS-Puffer fur jeweils 5 min wurden die Schnitte mit den
passenden Sekundarantikdrpern fur jeweils 30 min inkubiert (Tabelle 1). Nach
weiterem dreimaligen Waschen mit TBS-Puffer fur jeweils 5 min schloss sich die
DAB-Farbung an. Hierzu wurde zunachst 1 ml destilliertes Wasser mit 20 pl Puffer
(pH 7,5) gemischt, mit 20 pul DAB versetzt, erneut gemischt und schlief3lich nach
Zugabe von 20 pl H,0, wiederholt gemischt. Anschliel3end wurden die Schnitte mit
dem Gemisch fur 4 min (Ki-67, SMA, RECA-1, ED-1) bzw. 10 min inkubiert
(Caspase-3, ICAM-1).
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Nach Spilen mit destilliertem Wasser wurden die Praparate fur 4 min zur
Gegenfarbung in Hamalaun eingetaucht, 10 min unter warmem, flieBenden

Leitungswasser geblaut und anschlie3end mit destilliertem Wasser gespuilt.

Zum Schluss erfolgte das Eindecken der Objekttrager mit Pertex, nachdem die
Praparate einer aufsteigenden Alkoholreihe zugefuhrt wurden.

Priméarantikdrper Sekundarantikdrper
Name Verdinnung | Name Verdinnung
Anti-Caspase-3 | 1:50 HRP-Polymer anti- 600 ul
rabbit Sekundarantikorper + 15
ul XR-Faktor
Anti-Ki-67 1:300 HRP-Polymer anti- 600 ul
rabbit Sekundarantikorper + 15
ul XR-Faktor
Anti-ICAM-1 1:100 HRP-Polymer anti- 600 pl
goat Sekundéarantikorper + 15
ul XR-Faktor
Anti-SMA 1:400 HRP-Polymer anti- 1250 ul
mouse Sekundéarantikorper + 15
ul XR-Faktor
Anti-RECA-1 1:50 HRP-Polymer anti- 1800 ul
mouse Sekundéarantikorper + 30
ul XR-Faktor
Anti-ED-1 1:50 HRP-Polymer anti- 1500 ul
mouse Sekundéarantikorper + 30
ul XR-Faktor

Tabelle 1: Primar- und Sekundarantikorper in der angewendeten Verdinnung.

2.3.6.3 Semiquantitative Auswertung der Immunhistochemiefarbungen Ki-67,
SMA, ED-1, RECA-1 und ICAM-1

Die oben genannten Farbungen wurden im Lichtmikroskop unter 400-facher
VergrofRerung betrachtet und ausgewertet.

Fur ED-1 wurden braun gefarbte Makrophagen und fur Ki-67 braun gefarbte
Zellkerne innerhalb von Media und Neointima jeweils pro Hauptgesichtsfeld

ausgezahlt. Dabei entspricht ein Hauptgesichtsfeld dem sichtbaren Bereich eines
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histologischen Praparates bei 400-facher VergroRerung. Je nach GrolR3e des
GefalRquerschnittes wurden ein bis zwei Hauptgesichtsfelder pro Schnitt evaluiert.

Fur SMA, RECA-1 und ICAM-1 wurden die Intensitat der Farbung in Bezug auf das
jeweilige Gewebe angegeben. Dabei entspricht ,,0* einer nicht erkennbaren Farbung
und , 3" einer sehr starken Farbung.

2.3.6.4 Quantitative Auswertung von Caspase-3, Ki-67 und SMA

Die immunhistologischen Schnitte wurden unter einem 10x vergré3ernden Okular (E-
PL 10x/20) und einem 5x vergroRernden Objektiv (Plan Apochromat 5x/0,16)
betrachtet und Uber ein integriertes Kamerasystem (Carl Zeiss Axiocam MR Colour)
auf einen PC mit der Software AxioVision Release 4.7.1 importiert. Gewebe, das
unter lichtmikroskopischer Betrachtung in einem bestimmten Braunton in
Erscheinung trat, wurde als ,positiv‘ bewertet. Mit einem Skript innerhalb des
Programms wurden alle Flachen arteriellen Gewebes, die die entsprechende
Braunfarbung aufwiesen, markiert. Im Anschluss daran wurden manuell die
aulRereren Begrenzungen der Media, Neointima (falls vorhanden) und des Lumens
festgelegt, indem nacheinander geschlossene Linien um die anatomische aul3ere
Begrenzung des jeweiligen Gewebeabschnitts gezogen wurden (Abb. 6). Die von
einer Linie umschlossene Flache wurde automatisch berechnet und in pm 2
angegeben. Das Skript berechnete anschlielRend zunachst die Flachen von Media
und Neointima und ermittelte dann den prozentualen Anteil positiv gefarbten
Gewebes der jeweiligen Flache.
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Abbildung 6 oben: Caspase-
3-Farbung einer denudierten
liakalarterie. Positive
Farbung: braun. Die Pfeile
weisen auf Bereiche mit
besonders ausgepragter
Anfarbung des Gewebes.

Mitte: Gleicher Schnitt mit
automatisierter Markierung
aller Pixel eines bestimmten
Brauntones, der zuvor
manuell festgelegt wurde.

Unten: Gleicher Schnitt mit
Konturen um Media (rot),
Neointima (gelb) und Lumen
(grin). Anhand der Konturen
wurden  nachfolgend  die
Flachen von Media und
Neointima automatisiert
ermittelt, so dass der Anteil
markierten Gewebes an der
jeweiligen Flache (Media oder
Neointima) ermittelt werden
konnte.



2.3.7 Statistische Verfahren

Zur Testung auf Signifikanz wurde das Programm JMP Version 9 (SAS Institute Inc.)
benutzt. Es wurden die nichtparametrischen Tests nach  Wilcoxon,
Kruskal-Wallis sowie ein 2-Stichproben- und Chi-Quadrat-Test durchgefiihrt. Dabei

wurde ein p-Wert  von < 0,05 als signifikant  angenommen.
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3. Ergebnisse

Die mit Elafin behandelten Ratten zeigten im Anschluss an die Operation ein
normales Trink-, Fress- und Sozialverhalten. Stuhl und Urin waren unauffallig und die
Tiere hatten eine altersentsprechende Gewichtszunahme im weiteren postoperativen

Verlauf.

Insgesamt konnten von zwolf Wistar-Ratten sonographische, morphologisch-
histologische und immunhistologische Daten erhoben werden. Die Daten einer Ratte
wurden verworfen, da dieses Tier versehentlich auch im Kontrollgefald denudiert
wurde. Die im Folgenden prasentierten Ergebnisse beziehen sich also auf funf mit
Elafin behandelte Tiere und sechs Kontrolltiere.

3.1 Erfolgsrate des Denudationsverfahrens

Alle sechs Kontrolltiere weisen in der Masson-Goldner-Elastika-Kossa-Farbung nach
morphometrischer  Auswertung eine Intimahyperplasie auf, was einem
Denudationserfolg von 100 Prozent entspricht. Damit konnte die Erfolgsrate des
Modells, auf dem diese Arbeit basiert, von 71,4 % [Briske, N: Bildgebung peripher-
arterieller Verschlisse nach Ballondilatation mittels Hochfrequenzultraschall am
Modell der A. iliaca der Ratte. Med. Diss., Kiel; Publikation in Vorbereitung] um 28,6
% gesteigert werden.

3.2 Auswertung der sonographischen Messungen

Es wurden sonographische Bestimmungen der Intima-Media-Dicke fir das
denudierte Gefal? und das Kontrollgefal3 der Wistar-Ratten beider Gruppen (Elafin-
und Kontrollgruppe) zu vier verschiedenen Zeitpunkten durchgefihrt. Die Messungen
an Zeitpunkt O fanden einige Minuten vor dem Denudationseingriff statt, die
Messungen an Zeitpunkt 1, 2 und 3 wurden eine, zwei und drei Wochen nach der
Denudation durchgefuhrt.
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Mittelwert(MW IM) vs. Zeitpunkt nach Intervention & Therapie Therapie
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Abbildung 7: Mittelwerte und Standardfehler der Intima-Media-Dicke (IMT) der Tiere der
Elafin- und Kontrollgruppe jeweils fir das denudierte Bein und das Kontrollbein. Die
Mittelwerte der Kontrollgruppe auf der denudierten Seite liegen zum Zeitpunkt 2 und 3
signifikant Gber denen der mit Elafin behandelten Gruppe. Die Mittelwerte der Intima-Media-
Dicke fur das ,Kontrollbein® der Elafin- und Kontrollgruppe unterscheiden sich nicht
signifikant voneinander.

Der Mittelwert der IMT aller Tiere unterscheidet sich zum Zeitpunkt O nicht signifikant
und bleibt fur die nicht denudierte Seite auch Uber die Zeit konstant (Abb. 7). Im
Gegensatz hierzu liegt der Mittelwert der IMT des denudierten Beins der
Kontrollgruppe ab dem Zeitpunkt 2 (14 Tage nach Intervention) signifikant Uber der
IMT des nicht-denudierten Beins. Die IMT des denudierten Beins unter Elafintherapie
hingegen bleibt tber die Zeit konstant auf dem Niveau der nicht-denudierten Beine.

31



Das Bestimmtheitsmald R2 fur die Einzelmessungen der IMT zwischen beiden
Untersuchern betragt 0,893. Die Ubereinstimmungen zwischen beiden Untersuchern

hinsichtlich der Messung der Intima-Media-Dicke ist also relativ gut (Abb. 8).
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Abbildung 8: Interobserver-Korrelation der sonographisch ermittelten Intima-Media-Dicke
(IMT). Das Bestimmtheitsmal3 R? betragt 0,893.
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3.3 Auswertung der Masson-Goldner-Elastika-Kossa-
Farbung

3.3.1 Darstellung der Intimahyperplasie mittels Masson-Goldner-
Elastika-Kossa-Farbung

Die Masson-Goldner-Elastika-Kossa-Farbung erlaubte durch die differenzierte
Anfarbung zellularer und extrazellularer Komponenten eine problemlose Abgrenzung
der Neointima von den ubrigen Gefal3wandabschnitten (Abb. 9). Hierdurch konnte
eine schnelle Einarbeitung und valide Auswertung gewahrleistet werden.

Abbildung 9: Masson-Goldner-Elastika-Kossa-gefarbte Schnitte eines denudierten Gefalies
von vier verschiedenen Tieren. A) und B) stellen GefélRe aus der Kontrollgruppe dar. C) und
D) sind GefaRe aus der Elafingruppe. Die Pfeile weisen auf Regionen mit Intimahyerplasie.
Waéhrend die Schnitte der Kontrolltiere eine deutlich ausgepragte, ubiquitér [A)] oder anteilig
[B)] zirkulare Intimahyperplasie aufweisen, haben die Schnitte der mit Elafin behandelten
Tiere keine [C)] oder nur eine gering ausgepragte [D)] Neointima.
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3.3.2 Elafin- vs. Kontrollgruppe: Schnitte mit Intimahyperplasie auf
der denudierten Seite

Um einen Uberblick tiber die Verteilung der Intimahyperplasie zu erhalten, wurden
alle Schnitte der denudierten Seite zunachst qualitativ auf das Vorhandensein einer
Neointima Uberpruft. Dabei stellte sich heraus, dass signifikant mehr Schnitte der
unbehandelten Kontrolltiere eine Intimahyperplasie aufweisen, als bei Wistar-Ratten
der Elafin-Gruppe (Abb. 10).

Anzahl von Schnitten mit IH auf der
denudierten Seite
70
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0 Kontrollgruppe Elafingruppe
Keine IH 17 44
mH 45 8

Abbildung 10: Absolute Anzahl an Schnitten mit Intimahyperplasie (IH) und ohne (keine 1H)
der denudierten Seite. Die Séaulen enthalten jeweils Schnitte der Elafin- (dunkelgrau) und
Kontrollgruppe (hellgrau). Es zeigte sich, dass signifikant mehr Schnitte der Kontrollgruppe
als der Elafingruppe eine Intimahyperplasie aufweisen.

34



3.3.3 Verteilung der Intimahyperplasie innerhalb der Arterie

Um einheitliche Versuchsbedingungen zu gewahrleisten, sollten alle Wistar-Ratten
moglichst im proximalen GefalRabschnitt einer lliakalarterie denudiert werden. Dieser
umfasst in der Regel eine Lange von drei Blocken a 3 mm, also 9 mm. Zur
Uberpriifung dessen erfolgte bei der Auswertung der Schnitte eine weitere Einteilung
in ,proximal* (= 173 Schnitte) und ,distal* (= 28 Schnitte). Abbildung 11 zeigt, dass
dies immer gelungen ist, da nur proximal eine Intimahyperplasie vorhanden ist. Das
Tier der Kontrollgruppe, das versehentlich einer proximalen Denudation auch des

Kontrollbeins unterzogen wurde, wurde aus der Auswertung ausgeschlossen.

Anzahl Schnitte vs. Therapie nach Bezeichnung & Neointima ja / nein Neointima ja / nein
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Abbildung 11: Uberblick (ber die Anzahl der Schnitte mit (hellgrau) und ohne
Intimahyperplasie (IH; dunkelgrau). Die Kontrolltiere weisen signifikant mehr Schnitte mit IH
auf als die mit Elafin behandelten Tiere. Das Maximum der Denudation wurde, dem Protokoll
entsprechend, im proximalen Gefal3abschnitt erreicht. Bei einem Tier wurde versehentlich
der proximale Anteil der Kontrollseite ebenfalls denudiert, dieses wurde aus der Auswertung
ausgeschlossen.
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3.3.4 Vergleich der Flachen von Neointima, Media und Lumen der
Elafin- und Kontrollgruppe

An die qualitative Analyse schloss sich eine quantitative Bestimmung der
GefalBwandflachen von Neointima, Media und Lumen im Querschnitt an, um den
Wirkungsgrad von Elafin auf die Ausbildung einer Intimahyperplasie genauer
evaluieren zu konnen. Im Folgenden werden die Mittelwerte (MW) und
Standardfehler (SE) der einzelnen Flachen prasentiert.

Bei insgesamt drei der funf mit Elafin behandelten Ratten konnte eine Neointima im
proximalen Abschnitt des denudierten Beines gefunden werden. Von den sechs
Kontrolltieren hatten alle eine Intimahyperplasie, ebenfalls proximal. Der MW der
Neointimaflache betragt 10839 um?2 (SE = 1847 um?) fir die Elafingruppe und 36005
pm? (SE = 6487 um?) fur die Kontrollgruppe (Abb. 12). Damit ist die Neointimaflache
im Trend bei den Ratten der Kontrollgruppe grol3er (2-Stichproben-Test: p = 0,06).
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Abbildung 12: Neointimaflache von Elafin- (dunkelgrau) und Kontrollgruppe (hellgrau) nach
Gefalabschnitt (proximal vs. distal) und Intervention (denudiert vs. Kontrollbein). Mittelwerte
mit Fehlerbalken des Standardfehlers.
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Der MW der Mediaflache des denudierten GefalRes weist proximal eine Flache von
131171 pm? (SE = 4215 um?) fur die Elafingruppe und 145975 pm? (SE = 6036 pm?)
fur die Kontrollgruppe (2-Stichproben-Test: p = 0,16) auf. Distal ergibt sich ein MW
von 118278 pum? (SE = 7144 um?) fur die Elafingruppe und 69882 pm? (SE = 4012
pm?2) far die Kontrollgruppe (2-Stichproben-Test: p = 0,001). Fir das proximale
Kontrollgefald betragt der MW der Mediaflache 113595 pm? (SE = 4584 um?) fur die
Elafingruppe und 101079 pm2 (SE = 4282 pm?) fir die Kontrollgruppe (2-
Stichproben-Test: p = 0,07). Im distalen Kontrollgefal3 liegt der MW bei 101642 pm?
(SE = 6069 um?) in der Elafingruppe und 55265 pym? (SE = 4078 pum?2) in der
Kontrollgruppe (2-Stichproben-Test: p = 0,0014). Im distalen Gefa3abschnitt ist die
Mediaflache der Elafintiere demnach signifikant grof3er als die Mediaflache der
Kontrolltiere (Abb. 13).
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Abbildung 13: Mediaflache von Elafin- (dunkelgrau) und Kontrollgruppe (hellgrau) nach
GefalRabschnitt (proximal vs. distal) und Intervention (denudiert vs. Kontrollbein). Mittelwerte
mit Fehlerbalken des Standardfehlers.
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Der MW der Lumenflache des denudierten Gefal3es betragt proximal 128324,03 pm?
(SE = 7845 pm?) fur die Elafingruppe und 140714 pym? (SE = 8834 um?) fur die
Kontrollgruppe (2-Stichproben-Test: p = 0,76). Distal liegt der MW bei 122447 pm?
(SE = 2968 um?) fur die Elafingruppe und 77360 um? (SE = 11056 pm?) fur die
Kontrollgruppe (2-Stichproben-Test: p = 0,017). Fur das proximale Kontrollgefald
betragt der MW 120643 um? (SE = 5483 um?2) fur die Elafingruppe und 98774 pm?
(SE = 6246 pm?) fur die Kontrollgruppe (2-Stichproben-Test: p = 0,006). Im distalen
Kontrollgefald weist der MW der Lumenflache ein Areal von 101845 um? (SE = 13106
pm?) in der Elafingruppe und 54812 ym? (SE = 4702 pm?) in der Kontrollgruppe auf
(2-Stichproben-Test: p = 0,008). Die mit Elafin behandelten Wistar-Ratten haben vor
allem distal ein signifikant grof3eres Lumen als die Ratten der Kontrollgruppe (Abb.
14).
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Abbildung 14: Lumenflache von Elafin- (dunkelgrau) und Kontrollgruppe (hellgrau) nach
GefalRabschnitt (proximal vs. distal) und Intervention (denudiert vs. Kontrollbein). Mittelwerte
mit Fehlerbalken des Standardfehlers.
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3.4 Korrelation zwischen Sonographie und Masson-
Goldner-Elastika-Kossa-Farbung

IMT Ultraschall [mm]

0,05 - | - | -
5000 150000

IMA Histologie [um?]

250000

Abbildung 15: Korrelation zwischen Intima-Media-Dicke (IMT) und Intima-Media-Flache
(IMA). Histologisch und sonographisch gemessener Mittelwert der IMT korrelieren nicht (R? =
0,25).

Um festzustellen, ob die drei Wochen nach Denudation durchgefiihrten
sonographischen Bestimmungen der Intima-Media-Dicke mit der histologisch
ermittelten Intima-Media-Flache korrelieren, wurde eine bivariate Anpassung
durchgefihrt. Dabei stellte sich heraus, dass aufgrund des Bestimmheitsmalies R?
mit 0,25 keine Korrelation zwischen der sonographischen Intima-Media-Dicke nach
drei Wochen und der in der Histologie ermittelten Intima-Media-Flache anzunehmen
ist (Abb. 15).
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3.5 Auswertung der Immunhistochemie

3.5.1 Manuelle Auswertung der Immunhistochemie

Wie bereits unter 2.3.6.3 beschrieben, wurden die immunhistologischen Farbungen
von Ki-67, SMA, ED-1, RECA-1 und ICAM-1 manuell ausgewertet, indem fur ED-1
braun gefarbte Makrophagen und fir Ki-67 braun gefarbte Zellkerne innerhalb von
Media und Neointima jeweils pro Hauptgesichtsfeld ausgezéhlt wurden. Fir SMA,
RECA-1 und ICAM-1 wurden die Intensitat der Farbung in Bezug auf das jeweilige
Gewebe angegeben (0: nicht nachweisbar — 3: sehr stark). Fur keine dieser
Farbungen kann ein signifikanter Unterschied zwischen Kontrollgruppe und
Elafingruppe oder zwischen denudiertem und nicht denudiertem Bein gefunden
werden (Abb. 16 und 17).
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Abbildung 16: Ki-67- [A) und B)] und ED-1- [C) und D)] gefarbte Schnitte eines denudierten
GefaBes von verschiedenen Wistar-Ratten. A) und C) sind Schnitte von mit Elafin
behandelten Ratten, B) und D) stammen von Kontrolltieren. Die Pfeile weisen auf Ki-67-
gefarbte Zellkerne.
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Abbildung 17: ICAM-1- [A) und B)], RECA-1- [C) und D)] und SMA- [E) und F)] gefarbte
Schnitte eines denudierten Geféal3es von verschiedenen Wistar-Ratten. A), C) und E) sind
Schnitte von mit Elafin behandelten Ratten, B), D) und F) stammen von Kontrolltieren. Die
Pfeile weisen auf ICAM-1- bzw. RECA-1-gefarbtes Gewebe. Das mit Antikdrpern gegen SMA
markierte Gewebe stellt sich in einem rotbraunen Farbton dar [E) und F)].
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3.5.2 Automatisierte Auswertung der Immunhistochemie

Wie bereits unter 2.3.6.4 beschrieben, wurden die immunhistologischen Farbungen
von Caspase-3, Ki-67 und SMA mit der Software AxioVision 4.7.1 quantitativ
ausgewertet. Dabei wurden die Flachen von Media und Neointima auf der
denudierten Seite berechnet und der Anteil markierten Gewebes an der jeweiligen

Flache durch zwei Untersucher prozentual ermittelt.

Bezuglich der Caspase-3- und Ki-67-Farbung kénnen fur die prozentual mit dem
jeweiligen Antikorper angefarbte Media keine signifikanten Unterschiede gefunden
werden (Abb. 18).
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Abbildung 18: Native Darstellung von Caspase-3- [A) und B)] und Ki-67- [C) und D)]
gefarbten Schnitten einer denudierten Iliakalarterie verschiedener Wistar-Ratten. A) und C)
sind Schnitte von mit Elafin behandelten Ratten, B) und D) stammen von Kontrolltieren. Die
Pfeile weisen auf mit den jeweiligen Antikérpern angefarbtes Gewebe, das sich hier
braunlich darstellt.
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Abbildung 19: Native Darstellung von SMA-gefarbten Schnitten einer denudierten
lliakalarterie verschiedener Wistar-Ratten. A) stammt von einer mit Elafin behandelten Ratte,
B) von einem Kontrolltier. Das gegen SMA gefarbte Gewebe erscheint in einem rotbraunen
Farbton.

Hinsichtlich der SMA-Farbung weist die Media der Kontrollgruppe eine signifikant
starkere Anfarbung auf als die Media der Elafingruppe (2-Stichproben-Test: p =
0,007). In den Schnitten, die eine Intimahyperplasie haben, zeigt sich eine signifikant
starkere Anfarbung der Neointima der Kontrollgruppe als der Elafingruppe (2-
Stichproben-Test: p = 0,002), wobei nur bei einem mit Elafin behandelten Tier

Uberhaupt eine Neointimabildung nachgewiesen werden kann (Abb. 19 und 20).

43



Markiertes

20+

10

Wandschicht
Media

44

Neointima

Spalten

W eafin
Kontrolle
Abbildung 20:
Automatisierte
Auswertung der SMA-
Farbung. Diese
unterscheidet sich
signifikant ~ zwischen
Kontroll- und

Elafingruppe in Bezug
auf die Media und
Neointima.



4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob der Serinproteaseninhibitor Elafin die
Auspragung einer Intimahyperplasie in vivo im Denudationsmodell der Arteria iliaca
der Ratte mindern kann. Erkenntnisse anderer Arbeitsgruppen, die in vitro-
Experimente mit Elafin®® bzw. mit Elafin-transgenen Méausen “* durchgefiihrt haben,
lassen darauf schlie3en, dass l6sliches i.v. appliziertes Elafin in vivo eine Reduktion

neointimalen Wachstums herbeifiihren kann.

4.1 Diskussion des Tiermodells

Ein ideales Tiermodell, um Effekte neuer Therapien der Intimahyperplasie-bedingten
Restenosierungen nach PTA zu untersuchen, sollte die menschliche
Pathophysiologie nach Mdglichkeit exakt nachahmen, technisch einfach
durchfihrbar, zuverlassig, reproduzierbar und wenig stéranfallig sowie aus ethischer
und 6konomischer Sicht vertretbar sein. ”® Das Denudationsmodell der Arteria iliaca
der Ratte stellt einen Versuch dar, mdglichst viele der oben genannten Prinzipien zu

vereinen und sei im Folgenden naher erlautert.

Fur unseren Versuch wurden junge, mannliche Wistar-Ratten mit einem Gewicht von
250-350 g verwendet. In der Literatur zeigt sich, dass altere Ratten eine
ausgepragtere Intimahyperplasie entwickeln als jiingere Tiere ®° und aufgrund ihres
hoheren Korpergewichts einen gréReren Arterienquerschnitt haben ®. Weil ein
groBerer Arterienquerschnitt auch mit einem groReren GefalBlumen und einer
dickeren GefaBwand einhergeht, musste das Einfuhren des 2F-Fogarthy-Katheters in
die Arteria carotis communis theoretisch leichter zu praktizieren und weniger
komplikationstrachtig sein als bei jungen Ratten. Aus Vorversuchen zur Etablierung
unseres Tiermodells (Ergebnisse unvertffentlicht) geht jedoch hervor, dass das
Risiko fur Narkose- und OP-Komplikationen mit dem Alter und Gewicht der Tiere
zunimmt. Allerdings zeigte sich auch, dass Wistar-Ratten mit einem Gewicht von
unter 200 g erschwert zu katheterisieren sind. Folglich ist die Nutzung junger Ratten,

die zwischen 250 und 350 g schwer sind, erfolgversprechender in Hinblick auf ein
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komplikationsloses Gelingen von Denudations-OP und Einbau der osmotischen

Pumpen.

Um den Einfluss von Elafin auf die Ausbildung einer Intimahyperplasie mdglichst frei
von hormonellen Storfaktoren beurteilen zu konnen, wurden ménnliche Ratten
eingesetzt, da Ostrogene in verschiedenen Tiermodellen zu einer Abschwachung
neointimalen Wachstums fiihren. %#%> Obwohl Testosteron die Neointimabildung in

der Aorta von Kaninchen® und den Koronararterien von Schweinen &’

verringern
kann, bewirkt es bei Ratten in arterioventsen Fisteln eher eine Zunahme der
GefaRwanddicke®. Daher eignen sich mannliche Tiere, eine Elafin-vermittelte

Minderung der Intimahyperplasie zu untersuchen.

Aus der Literatur ist bekannt, dass verschiedene Arterien auf den gleichen
Denudationsreiz in unterschiedlichem  Ausmalf3 mit  Uberschiel3ender
Neointimaproliferation reagieren. So ist die Intimahyperplasie in Koronargefal3en von
Mini-Schweinen starker ausgepragt als in den lliakalarterien. ® Auch das weit
verbreitete Denudationsmodell der Arteria carotis communis der Ratte weist
Unterschiede hinsichtlich einer Neointimaformation gegeniber iliakal denudierten
Tieren auf. Diese Differenzen beruhen wahrscheinlich auf anatomischen
Gegebenheiten wie einem hoheren Anteil an elastischen Fasern in der Tunica media,
der Vasa vasorum der Tunica adventitia und einem grof3eren Gefal3durchmesser der
Arteria iliaca.®® Folglich entschieden wir uns mit der Arteria iliaca der Ratte fir ein
Gefal3, das ahnliche pathophysiologische Voraussetzungen beziglich einer
intimahyperplasiebedingten Restenose wie die arterielle Beckenstrombahn des
Menschen nach PTA aufweist.

Auch die Art und das Ausmal’d der GefalR3verletzung spielen eine entscheidende Rolle
fur den anschlieenden Heilungsprozess sowie die qualitative und quantitative
Auspragung der Intimahyperplasie. Dies kann durch mehrere tierexperimentelle
Modelle und eine klinische Studie belegt werden. Sarembock et al. konnten im
Kaninchenmodell der PTA zeigen, dass der Schweregrad der Intimahyperplasie mit
dem Inflationsdruck und der GréRe des Ballons korreliert. ** Guzman et al. fanden bei
Kaninchen, die in der Arteria femoralis mit PTA behandelt wurden, heraus, dass eine
hohere Anzahl an Balloninflationen einen schwereren Schaden der GefaRwand und
eine starker tberschieRende Neointimabildung zur Folge hat. %> Asada et al. stellten

im Denudationsmodell der Aorta des Kaninchens fest, dass die Auspragung der
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Neointima abhangig vom Inflationsdruck des Ballons ist, aber kein proportionales
Verhaltnis zwischen der Schwere der Gefal3verletzung und dem Kaliber der
Intimahyperplasie besteht.®® In einer klinischen Studie mit 28 Patienten wurde ein
proportionaler Zusammenhang zwischen der vaskularen Uberdehnung von
Koronararterien durch einen Stent und des Ausmalles der infolge dessen
entstandenen Intimahyperplasie ermittelt. **

In Anlehnung an die Erkenntnisse der oben genannten Studien positionierten wir
einen 2F-Fogarty-Katheter sonographisch gesteuert in der proximalen A. iliaca, die
proximal durch die Aortenbifurkation und distal durch das Leistenband begrenzt ist
und somit reproduzierbar bei allen Wistar-Ratten aufgefunden werden konnte. Um
einen ausreichend starken, reproduzierbaren und vergleichbaren Wachstumsreiz fur
die Neointimabildung auszulésen, wurde der Ballon des Katheters mit 0,4 ml isotoner
NaCl-Losung inflatiert und zwischen Bifurkation und Leistenband hin- und
hergezogen. Dieser Vorgang wurde drei Mal wiederholt. Die gegenuberliegende
lliakalarterie wurde als Kontrollgefal3 benutzt. Ein Vorteil des Denudationsmodells der
Arteria iliaca der Ratte ist die Moglichkeit der Verwendung der kontralateralen
lliakalarterie als Kontrollgefal3. Somit ist keine Sham-Gruppe erforderlich, was zu
einer Reduktion der Anzahl an Versuchstieren fihrt.

Es muss jedoch erwahnt werden, dass eine Schadigung der Gefallwand nach
PTA/PTCA zu anderen Heilungsmechanismen fuhren kann, als eine durch einen
Fogarty-Katheter hervorgerufene Endothelverletzung. So konnten Doornekamp et al.
im Kaninchenmodell zeigen, dass eine Fogarty-Ballondilatation der Arteria carotis
communis eine starkere Intimahyperplasie auslost, als dies nach PTA/PTCA der Fall
ist.%

Jedoch bietet das Denudationsmodell der Arteria iliaca der Ratte den Vorteil, dass
das Operationsgebiet zum Einfihren des Katheters in die Arteria carotis communis
und der Ort der Intervention in der Arteria iliaca anatomisch weit genug auseinander
liegen, dass Wundheilungsprozesse und Entziindungen im operativen Zugangsweg
die Darstellung mit morphologischer oder funktioneller Bildgebung des denudierten
Gefaldes nicht beeinflussen.
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In Zusammenschau aller oben genannten Aspekte ist das Denudationsmodell der
Arteria iliaca der Ratte geeignet, um die Auswirkungen von Elafin auf die Ausbildung

einer Intimahyperplasie zu untersuchen.

4.2 Diskussion der sonographischen Messungen

Razuvaev et al. fanden im Denudationsmodell der Arteria carotis communis der Ratte
heraus, dass die Bestimmung der IMT mittels Kleintiersonographie hervorragend mit
der histologisch ermittelten Intimaflache korreliert. Sie erklarten dies damit, dass die
Media-Dicke nach Ballondenudation nahezu unverandert bleibt und Veranderungen
der IMT auf Anderungen der Intima-Dicke beruhen. Somit ist die IMT ein indirektes
Maf fur die Intima-Dicke. "

Fur die vorliegende Arbeit wurde das Vevo770 Kleintiersonographiegerat zur
Verlaufskontrolle einer sich entwickelnden Intimahyperplasie kurz vor dem
Denudationseingriff sowie nach einer, zwei und drei Wochen eingesetzt. Die
Messungen wurden nach dem ,leading edge Prinzip® durchgefiihrt. ®® Dieses
Vorgehen ermoglicht eine nicht-invasive Bestimmung der IMT in-vivo und wurde
bereits von anderen Arbeitsgruppen erfolgreich angewendet. %" Weil mittels
Sonographie die Erhebung von Daten bei einer Ratte zu verschiedenen Zeitpunkten
moglich ist, kann die Anzahl der Versuchstiere im Gegensatz zu konventionellen
histologischen Evaluierungen, die fur die Datenerhebung eine Euthanasierung der

Tiere erfordern, erheblich reduziert werden. "

Es gibt jedoch auch Limitationen der Kleintiersonographie, die einerseits durch die
Methode an sich und andererseits durch das vorliegende Tiermodell bedingt sind.
Ein Problem des Verfahrens ist die Tatsache, dass Schallwellen bei hohen
Impedanzspriingen (= Anderungen der Ausbreitung von Schallwellen in Gewebe),
beispielsweise wegen Dichteunterschieden zwischen Gewebe und Luft oder Gewebe
und Knochen, anndhernd vollstandig reflektiert werden und somit die Darstellung
tiefer liegenden Gewebes beeintrachtigen. *

Um die Aorta abdominalis und die lliakalarterien abzubilden, musste haufig der

kranial der GefalRe liegende Dick- oder Dinndarm durchschallt werden. Da die

Darmschlingen gelegentlich mit Luft gefullt waren, war die Gefal3darstellung in diesen
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Féllen erschwert. Zur Lésung des Problems versuchten die Untersucher, die Luft
durch Aufdriicken des Schallkopfes auf das Abdomen der Ratte aus dem Sichtfeld zu
schieben, was jedoch nicht immer gelang. Daher konnte die Schichtung der
arteriellen Gefal3wand in einigen Fallen nicht einwandfrei abgebildet werden. Falls

keine Rekonstruktion mdglich war, mussten diese Daten verworfen werden.

Auch die Tatsache, dass die Ratten zur Durchfiihrung der Ultraschalluntersuchungen
narkotisiert werden mussen, birgt ein gewisses mit der Anasthesie verbundenes
Risiko. Eine Narkotisierung ist jedoch zur Vermeidung von Stress der Tiere
unvermeidlich.”® Sie erleichtert auRerdem die technische Ausfilhrung der
sonographischen Messungen, weil das Bewegungsausmald der Ratten stark
eingeschrankt ist und verbessert somit die Bildqualitat.

Eine Gegenuberstellung der Mittelwerte der IMT des denudierten GefalRes der
Kontrollgruppe mit dem Kontrollgefal3 der Kontrollgruppe zeigt, dass die Denudation
der A. iliaca hat, wie erwlnscht, zur Auspragung einer Intimahyperplasie gefihrt hat.
Wahrend die IMT des denudierten Gefal3es kontinuierlich anstieg und nach zwei
Wochen ein Plateau erreichte, blieb die IMT des Kontrollgefalles nahezu
unverandert. Die Schwankungen der IMT von etwa 0,01 mm zwischen den einzelnen
Messzeitpunkten des Kontrollgefales beruhen vermutlich auf geringfligig
veranderten Messbedingungen.

Der Mittelwert der IMT des denudierten Gefal3es der Kontrollseite betrug vor der
Intervention etwa 0,08 mm. Nach einer Woche stieg er auf ca. 0,11 mm an und
erreichte nach zwei Wochen ein Plateau bei etwa 0,14 mm. Razuvaev et al. erzielten
im Denudationsmodell der A. carotis communis nach zwei und drei Wochen &hnliche
Werte fur die IMT des Kontrollgefal3es auf der Interventionsseite mit einem Median
bei 0,15 mm. Uberdies wurde auch hier ein Plateau der IMT nach zwei Wochen
erreicht.”® Ein exakter Vergleich dieser Studie mit der vorliegenden Arbeit ist wegen
der unterschiedlichen denudierten Gefal3e nicht uneingeschrankt mdglich. Es kann
jedoch die Schlussfolgerung gezogen werden, dass die Entstehung und das Ausmalf3
der Intimahyperplasie indirekt Uber die IMT erfolgreich mittels Kleintiersonographie

ermittelt werden kann, was in dieser Arbeit auch gelungen ist.
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Nach einer Woche lag der Mittelwert der IMT des denudierten Gefal3es der
Elafingruppe noch bei ca. 0,1 mm und unterschied sich damit nicht wesentlich vom
Mittelwert des Interventionsgefalies der Kontrollgruppe mit 0,11 mm. Nach der ersten
Woche erreichte der Mittelwert der Elafingruppe jedoch ein Plateau und stieg nicht
weiter an (messbedingte Schwanken von 0,01 eingerechnet) im Gegensatz zum
Mittelwert der Kontrollgruppe, der sich weiter auf 0,14 mm erhohte. Dies lasst darauf
schlie3en, dass Elafin die Intimahyperplasie nach Denudation der A. iliaca der Ratte
mindert. Die IMT des Kontrollgefa3es &nderte sich wie erwartet nicht im Verlauf.

Es ist bekannt, dass Ultraschall im Gegensatz zu anderen radiologischen Verfahren
in hohem MaRe abhangig von der ausfuhrenden Person ist. Um akkurate,
hochwertige Bilder und wiederholbare Messergebnisse zu produzieren, bedarf es
eines qualifizierten Untersuchers.®® Da eine Beeinflussung der Messergebnisse
durch ein einzelnes Individuum nicht ausgeschlossen werden kann, entschieden wir
uns, die Kleintiersonographie mit zwei Untersuchern geblindet durchzufiihren. Dabei
waren dem Sonographeur weder die Gruppe (Elafin-/Kontrollgruppe) noch der
Interventionsstatus des Gefal3es (denudiertes Gefal3/Kontrollgefald) bekannt. Die
Ermittlung der IMT wurde nicht wahrend der Untersuchung, sondern nachtraglich
anhand von Cineloops vollzogen.

Ein Bestimmtheitsmald von 0,89 zwischen beiden Untersuchern hinsichtlich der IMT
weist auf ein hohes MaR an Ubereinstimmung hin. Dies lasst sich darauf
zuruckfuhren, dass beide Untersucher im Vorfeld dieser Arbeit von einem erfahrenen
Radiologen im Umgang mit dem Vevo770 Kleintiersonographiegerat tber langere
Zeit geschult wurden. Nach einer gewissen Einarbeitungszeit stellt die
Kleintiersonographie ein valides und reliables Verfahren zur Bestimmung der IMT
und somit Entwicklung der Intimahyperplasie dar.
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4.3 Diskussion der histologischen Farbungen

Die morphologische Histologie im Sinne einer Hamatoxylin-Eosin- (HE) oder
Masson-Goldner-Trichrom-Féarbung (Trichrom-Farbung) ist die Methode der Wabhl,
eine Intimahyperplasie in GefalRen nachzuweisen sowie ihre Auspragung zu
bestimmen und wird von fast allen Arbeitsgruppen im Bereich der
Intimahyperplasieforschung eingesetzt.

Die in der vorliegenden Arbeit angewandte Masson-Golder-Elastika-Kossa-Féarbung
stellt eine Erweiterung der Masson-Golder-Trichrom-Farbung dar und erméglicht das
Erkennen von elastischen Fasern (Elastika) sowie Kalk (Kossa). Somit kann die
Membrana elastica interna, die die Grenze zwischen Media und Neointima markiert
und zum grofB3en Teil aus elastischen Fasern besteht, im Vergleich zur Trichrom-
Farbung noch besser erkannt werden und die Flache der Intimahyperplasie genauer

bestimmt werden.

Zur optimalen Darstellung der Auspragung und Verteilung der Neointima sind
idealerweise Serienschnitte des kompletten Gefal3es notwendig. Dies ist jedoch,
bedingt durch den grol3en Arbeitsaufwand, nicht zu rechtfertigen. Damit stets die
gleichen Regionen der Gefal3praparate mit einander verglichen werden koénnen,
missen standardisierte Bedingungen herrschen. In der vorliegenden Dissertation
wurde dies durch die standardisierte Einbettung der Gefal3préaparate zu jeweils 3
mm-Blocken und Zuordnung der Blécke zum proximalen bzw. distalen
GefalRabschnitt sowie die standardisierte Anfertigung von Schnitten innerhalb der
Blocke sichergestellt. Da bei Fixierung und Einbettung der Gefal3praparate
Schrumpfungsartefakte entstehen kénnen, wurden die Gefal3e im Vorfeld sorgfaltig
und schonend préapariert, um dieser Schrumpfung vorzubeugen. Fur die
nachfolgende Auswertung muss das Gefal3 orthograd geschnitten sein, um die
GefalRanatomie korrekt zu erfassen. Dies wurde durch eine standardisierte,
senkrechte Einbettung der Praparate sichergestellt. Ein Restfehler kann dennoch
nicht ausgeschlossen werden und bleibt methodenimmanent.

Um einen Uberblick Uber die Verteilung der Neointima in der Elafin- und
Kontrollgruppe zu bekommen, wurden die Masson-Goldner-Kossa-Elastica gefarbten
Schnitte qualitativ auf das Vorhandensein von Intimahyperplasie tberpruft.
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Es zeigte sich, dass die mit Elafin behandelten Ratten auf der Interventionsseite in
deutlich weniger Schnitten eine Intimahyperplasie aufweisen, als die Tiere der
Kontrollgruppe. Wéahrend in der Elafingruppe nur 15 % aller Schnitte des denudierten
GefalRes eine Intimahyperplasie haben, weisen in der Kontrollgruppe 73 % der
Schnitte der Interventionsseite eine Neointima auf. Somit wird die erste
Schlussfolgerung aus den Ergebnissen der Ultraschallmessungen, die Erzeugung
einer Neointima durch Denudation der A. iliaca, bestatigt. Weiterhin lasst dies auf
eine Hemmung bzw. Verhinderung der Intimahyperplasie durch Elafin schlie3en, was
ebenfalls durch die sonographischen Ergebnisse unterstrichen wird.

Durch Erkenntnisse aus Vorversuchen zu dieser Arbeit sowie aus der Literatur ist
bekannt, dass der Gefallquerschnitt und die Gefallwanddicke von Arterien nach
distal abnehmen.®® Beim Vergleich proximaler mit distalen GefaRabschnitten muss
daher die unterschiedliche Anatomie beachtet werden. Um mdglichst einheitliche
Versuchsbedingungen zu schaffen, sollten alle Wistar-Ratten in der proximalen A.
iliaca kurz nach Abgang aus der Aorta abdominalis denudiert werden. Dies wurde
unter sonographischer Bildgebung kontrolliert und histologisch verifiziert. In dieser
Dissertation stammen alle Schnitte mit Intimahyperplasie auf der denudierten Seite
der Kontroll- und Elafingruppe aus dem proximalen Gefaf3abschnitt.

Insgesamt wurden vier Schnitte mit IH im proximalen Segment des KontrollgefalRes
einer Ratte gefunden. Sie beruhen wahrscheinlich auf einer versehentlichen
Balloninflation in der Aorta abdominalis mit konsekutiver Neointimagenese bis in das
Ostium der untersuchten A. iliaca. Zur validen Vergleichbarkeit von Elafin- und
Kontrollgruppe wurden samtliche Schnitte der betroffenen Ratte fur die

Datenauswertung ausgeschlossen.

Zusatzlich zur qualitativen Analyse fand eine quantitative Auswertung der
GefalRwandflachen Neointima, Media und Lumen anhand von Masson-Goldner-
Elastika-Kossa-gefarbten GefalRpraparaten im Querschnitt statt.

Alle sechs Wistar-Ratten der Kontrollgruppe weisen im denudierten lliakalgefald eine
Intimahyperplasie auf, die im Durchschnitt eine Flache von 36005 pm? hat.
Demgegentber haben nur drei der finf mit Elafin behandelten Ratten eine

Neointima, die im Mittel mit 10840 um? Flache deutlich geringer ausfallt als in der
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Kontrollgruppe. Die Tatsache, dass dieser Unterschied nur eine Tendenz darstellt
und knapp nicht signifikant ist (p = 0,06), beruht vermutlich auf der gro3en Differenz
an Schnitten mit IH zwischen der Elafin- (n = 8) und Kontrollgruppe (n = 45). Die
geringe Anzahl an Schnitten mit IH und die kleinere Flache der Neointima lassen
darauf schlie3en, dass Elafin sowohl eine Minderung der IH herbeifihren als auch
grundsatzlich das Entstehen einer Neointima verhindern kann. Diese Erkenntnisse

stehen im Einklang mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen. %7

Neben der Ausbildung einer Neointima fuhrt die Denudation der Gefal3wand auch zu
Veranderungen in der Media. So weisen die denudierten Gefal3e beider Gruppen
proximal signifikant gro3ere Werte fur die Mediaflache auf als die Kontrollgefal3e,
wobei dieser Effekt fur die Ratten der Kontrollgruppe starker (p < 0,0001) ausgepragt
ist als fur die Elafintiere (p = 0,001). Dies kann darauf zuriickzufiihren sein, dass die
GefaBwandschadigung zu einer Verdickung der Media fuhrt, und diese
Mediaverdickung durch den Einfluss von Elafin geringer ausgepragt ist. Zwischen
den Elafin- und den Kontrolltieren konnte kein signifikanter Unterschied bezuglich der
Mediaflache nachgewiesen werden. Die Kontrolltiere weisen auch distal eine
signifikant gro3ere Mediaflache im denudierten als im Kontrollbein auf (p = 0,04),
obwohl dieser Gefal3abschnitt nicht denudiert wurde. Dies kdnnte darauf hindeuten,
dass die Reaktion der GefalRwand auf den Denudationsreiz tber den geschadigten
Bereich hinausreicht. Interessanterweise haben die mit Elafin behandelten Wistar-
Ratten distal eine signifikant groRere Mediaflache als die Kontrolltiere (p = 0,001),
wobei sich die Mediaflache zwischen denudiertem und Kontrollbein in der
Elafingruppe nicht unterscheidet. Mdglicherweise sind Serinproteasen fir ein
Gleichgewicht von Auf- und Abbau der GefalBwand zustandig. Bei Hemmung der
Serinproteasen konnte der Aufbau der Media im nicht verletzten Gefal3bereich durch
noch unbekannte Prozesse dominieren, wohingegen die Entstehung und das
Ausmal} einer Neointimabildung gehemmt werden. Dieser Aspekt sollte in weiteren

experimentellen Studien genauer untersucht werden.

Die Elafintiere weisen distal in beiden lliakalgefal3en signifikant gréf3ere Lumina
auf als die Kontrolltiere (denudiertes Gefal3: p = 0,017; Kontrollgefal3: p = 0,008)
wobei sich das Lumen des denudierten Gefalles nicht vom Lumen des
Kontrollgefal3es unterscheidet. Auch in der Kontrollgruppe unterscheiden sich die

Lumina distal nicht zwischen denudiertem und Kontrollbein. Proximal unterscheiden
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sich die Lumina des denudierten und des KontrollgefaRes bei den Elafintieren
ebenfalls nicht, allerdings weisen die Kontrolltiere im denudierten Gefald ein
signifikant groReres Lumen auf als im Kontrollgefal (p = 0,0007). Dies beruht
vermutlich darauf, dass das Gefal3 auf die Neointima-bedingte Einengung des
Lumens mit positivem Remodelling reagiert. Hierdurch hebt sich der
Lumenunterschied zwischen Elafin- und Kontrollgruppe im proximalen denudierten

Bein auf.

Um genauer einschatzen zu kdnnen, wie stark Elafin die Entstehung einer IH hemmt,
wurden die quantitativen Daten der morphologisch ermittelten Intimahyperplasie-
flache (IA) sowie IH-beeinflussende Faktoren wie Zeitpunkt der Messungen nach
Intervention, Gewicht der Ratten, Art der Gefaldverletzung und verwendetes Gefald
mit anderen systemischen Medikamenten verglichen (siehe Tabelle 2 und 3).

Studie I/M-ratio Intimaflache (um?) IAth/IAko

Kontrolle | Therapie Kontrolle | Therapie

Budach etal. | 0,21 +10,11 + | 36005 10839 0,30
0,18 0,09

Ch%r(;g et N/A N/A 200000 120000 0,60

al.

Zh:ilgllg et 1,70 0,40 3300000 |1000000 (0,30

al.

Furst et 1.14 + | 0.57 + | N/A *** N/A *** NA

al. 102 0.45 0.23

Jahnke et 0,28 + | 0.05 + | N/A N/A N/A

al. 103 0,09 0.03

Razuvaev et | 1.1 + | 0.54 + | 144000 67000 0,47

al. 104 0.15 0.24

Il-(l)gshiya etal | 1,30 0,60 N/A N/A N/A

Waller et 1,47 0.79 N/A N/A N/A

al. 106

Wuetal. ' [1,73 + 10,72 + | N/A N/A N/A
0,18 0,12

Camozzi et 1,80 1,10 N/A N/A N/A

al. 108 «

Lietal. ®* [1,30 0,60 134286 | 60000 0,45

Tabelle 2: Quantitatives Ausmall der Intimahyperplasie unter Therapie- und
Kontrollbedingungen ausgewahlter Studien. I/M-rato = Intima zu Media-Verhaltnis; IAth/IAko
= Verhéltnis der Intimaflache der Therapiegruppe zur Intimaflache der Kontrollgruppe — dies
wurde nachtraglich durch den Verfasser der vorliegenden Dissertation ermittelt; N/A = Daten
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nicht vorhanden. * = Daten anhand von Graphiken nédherungsweise abgelesen; ** = jeweils
wirksamte Dosierung und Applikationsform; *** = Umrechnungsfehler in der Originalarbeit

Studie | Zeitpunkt Gewicht | Gefald IH-Reiz

nach (9)

Intervention

(Tage)
Budach etal. |21 250- A. iliaca Ballondenudation

350
Chang et 21 250- CCA Ballondenudation
al. 1% 300
Zhang et 14 300- CCA Ballondenudation
al. 1% 350
Furst et 14 250- CCA Ballondenudation
al. 1% 275
Jahnke et 21 250- Aorta double injury
al. 1% 300
Razuvaev et | 14 300- CCA Ballondenudation
al. 1% 400
Hashiya et| 14 400- CCA Ballondenudation
al. 1% 500
Weilggr et 28 N/A CCA Ballondenudation
al.
Wu et 14 300- CCA Ballondenudation
al. 1%’ 500
Caﬂ;\é)zzi et | 28 N/A CCA Ballondenudation
al.
Li et al. 1® 14 280- CCA Ballondenudation
320

Tabelle 3: Faktoren, die das Ausmal} der Intimahyperplasie beeinflussen kénnen,
zusammengestellt fiir verschiedene Studien mit systemischen Medikamenten. CCA = Arteria
carotis communis. N/A = Daten nicht verflugbar

Das Intima-Media-Verhaltnis (I/M-ratio) ist eine in der Literatur Ubliche Methode, das
Ausmal einer IH zu quantifizieren. Je gréf3er der Wert der I/M-ratio ist, desto starker
ist der Grad der IH. Um einen therapeutischen Effekt nachzuweisen, ist der Vergleich
der I/M-ratio von Therapie- und Kontrollgruppe (als Basalwert) diesbeziglich von
besonderem Interesse. In der vorliegenden Dissertation betragt der Mittelwert der
I/M-ratio fur die Elafingruppe 0,11 + 0,09 und fir die Kontrollgruppe 0,21 + 0,18.
Damit ist die I/M-ratio der Therapiegruppe etwa halb so grol3 wie die der
Kontrollgruppe. Im Verhéltnis zu den anderen in Tabelle 2 und 3 aufgeftihrten I/M-
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ratios sind sowohl der Wert fir die Kontrollgruppe als auch der Wert fur die
Therapiegruppe relativ gering und lassen sich am ehesten mit den Werten der I/M-
ratio von Jahnke et al. vergleichen, die eine Double-injury der Aorta durchgefiihrt
haben. Dies ist darauf zurtickzufihren, dass das Ausmal3 der IH gefal3spezisch ist
und sowohl die lliakalarterien der Ratte als auch die Aorta Vasa vasorum besitzen,

wohingegen diese in der A. carotis communis fehlen. %

Als weiteres Mal3 fur die Wirksamkeit der IH-Hemmung wurde in dieser Dissertation
der Quotient der Intimaflache des therapierten Gefales zur Intimaflache des
KontrollgefaRes (= 1Ath/IAko) verwendet. Je kleiner der Wert dieses Quotienten ist,
desto wirksamer ist das eingesetzte Therapeutikum. Mit einem IAth/IAko-Quotienten
von 0,3 weisen die mit Elafin behandelten Tiere dieser Disseration einen im Vergleich
sehr niedrigen Wert auf, was auf eine hohe Wirksamkeit von Elafin auf die Hemmung
einer IH schlie3en I&sst.

4.4  Diskussion der Korrelation zwischen den
sonographischen Messungen und der Masson-Golder-

Elastika-Kossa-Farbung

In dieser Arbeit besteht keine Korrelation zwischen der sonographischen IMT und der
histologischen IMA (R? = 0,25). Folglich koénnte man annehmen, dass die
Sonographie in der vorliegenden Dissertation nicht zur Verlaufskontrolle der IH
geeignet ist. Die Tatsache, dass jedoch eine gute Interobserverkorrelation vorliegt
(R2 = 0,89) lasst auf valide sonographische Einzelmessungen schlief3en.
Daruberhinaus ist das Profil der Werte fir die denudierte Gefal3seite der
Kontrollgruppe im zeitlichen Verlauf mit den Messwerten der Gruppe um A.
Razuvaev vergleichbar.

Die schlechte Korrelation von IMT und IMA kénnte in der Methodik begrindet sein.
Sowohl in der Kleintiersonographie (dreimalige Messung im Bereich der maximalen
GefalRwanddicke) als auch in der morphologischen Histologie (Stufenschnitte)
wurden punktuelle Messungen durchgefihrt, die die Gefallwand nicht lickenlos
erfassen. Zukunftig konnte dieses Problem geldst werden, indem Anfang und Ende

des Bereichs der GefalRwand, der sonographisch verandert imponiert, mittels
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Gefaldclip oder Markierung mit z.B. Toluidinblau vor Resektion gekennzeichnet
werden. Es ist Uberdies moglich, dass die GefalBwand teilweise nicht genau
orthograd getroffen wurde, wodurch Messfehler resultieren. In der Sonographie
wurde die Bildqualitat zum Teil durch Luft in den Darmschlingen, die nicht immer aus
dem Bild entfernt werden konnte, beeintrachtigt. Die kiunstliche Erzeugung eines
milden Aszites zur besseren Verdrangung der Darmschlingen konnte in Zukunft
hilfreich sein. Eine nicht vermeidbare Ursache der Histologie stellen
Schrumpfungsartefakte dar, die bei Anfertigung der histologischen Nativpraparate
entstehen und zu einer artifiziellen Verkleinerung der Flachen innerhalb der

GefalRwand fuhren.

Weiterhin kann die geringe Korrelation dateninharent begriindet sein. Waell
vergleichsweise kleine Unterschiede in den absoluten Zahlen der sonographischen
IMT-Messwerte zwischen den Gruppen bestehen, flihren selbst kleine Messfehler zu

grof3en Auswirkungen in der Korrelation.

4.5 Diskussion der immunhistochemischen Farbungen

Die Proliferation und Migration glatter GefalRmuskelzellen aus der Media in die Intima
mit nachfolgender Synthese von extrazellularer Matrix stellen wesentliche Elemente
der Atiopathogenese der Intimahyperplasie dar. 333443 ym die Wirkungsweise
von Elafin innerhalb dieses Prozesses zu untersuchen, wurde eine Reihe von
immunhistologischen Farbungen an den denudierten GefalRen der Elafin- und
Kontrollgruppe drei Wochen nach der Intervention durchgefiihrt. Ki-67 diente als
Proliferationsmarker, Caspase-3 wurde als Apoptosemarker eingesetzt, ICAM-1 und
RECA-1 dienten als Reendothelialisierungsmarker, SMA wurde fir die selektive
Darstellung glatter GefalBmuskelzellen und ED-1 fir die Darstellung von
Makrophagen verwendet. Samtliche Marker wurden zuvor erfolgreich in anderen
Studien fur die Einschatzung von pathophysiologischen Vorgangen im Rahmen der

Intimahyperplasie in Arterien angewendet. 1101

Wahrend fur Caspase-3, Ki-67, ICAM-1, RECA-1 und ED-1 in der Gesamtubersicht
keine relevanten Unterschiede zwischen beiden Gruppen bestehen, ist der Anteil von
SMA-markiertem Gewebe an der Media fur die Kontrollgruppe signifikant hoher als
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fur die Elafingruppe (p = 0,007). In der Neointima ist diese Differenz sogar noch
groRer (p = 0,002).

Um die oben genannten Unterschiede verstehen zu kdnnen, sei an dieser Stelle die
Rolle der Wachstumsfaktoren PDGF und TGF-( fur die SMA-Expression im Zuge der
Neointimaentstehung erlautert. In einer Zellkultur aus glatten Muskelzellen der Aorta
der Ratte konnte gezeigt werden, dass PDGF die SMA-Expression vermindert. **°
TGF-B hingegen filhrte in Zellkulturen zu einem Anstieg der SMA-Spiegel. ***'*" Nach
Verletzung des Gefaliendothels produzieren Thrombozyten und Endothelzellen
PDGF, wodurch die glatten Gefalimuskelzellen in einen Migrationszustand versetzt
werden.® Die SMA-Expression sinkt zunachst in den ersten Tagen nach Denudation,
steigt dann aber wieder kontinuierlich an. **® Dies ist durch die Proteasen-vermittelte
Freisetzung von TGF-B zu erklaren, der die glatten Gefal3muskelzellen in einen
Synthesezustand umwandelt und somit die Produktion von extrazellularer Matrix

fordert.**

Der geringere Anteil von SMA in der Media und vor allem Neointima der Elafingruppe
lasst darauf schlieRen, dass Elafin durch die Hemmung von Serinproteasen den
Umsatz der EZM und die Freisetzung von TGF- verringert. Dies wurde bereits von
Barolet et. al. in vitro Uber die Elastasenaktivitat und in vivo mittels viral in die
GefaBwand transfiziertem Elafin herausgefunden * und konnte in der vorliegenden

Arbeit mit 16slichem Elafin in vivo bestatigt werden.

Weiterhin koénnte der niedrigere Anteil von SMA in der Elafingruppe ein Anzeichen
daflr sein, dass sich weniger Matrix-synthetisierende glatte Gefal3muskelzellen in
der Neointima befinden, als in der Kontrollgruppe und konnte damit eine Folge von
verminderter Migration oder Proliferation glatter Gefaldmuskelzellen sein. Da keine
Unterschiede fur die Ki-67- und Caspase-3 Verteilung zwischen der Elafin- und
Kontrollgruppe gefunden werden konnten, konnte eine direkte Beeinflussung der
Proliferation glatter GefalRmuskelzellen durch Elafin drei Wochen nach Denudation in
dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden. Dies konnte daran liegen, dass
Zellvermehrung und Zellwanderung vorwiegend in den ersten zwei Wochen nach
Endothelverletzung stattfinden, die immunhistologischen  Farbungen der
vorliegenden Arbeit jedoch nach drei Wochen angefertigt wurden. Unterstitzt wird
diese These damit, dass die Elastase-Aktivitat, die die Migration und Proliferation

glatter GefalBmuskelzellen malflgeblich erhoht, infolge der Intimaverletzung in
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unbehandelten KontrollgefaBen nach einer Woche ihren Gipfel erreicht *, bereits

119

nach zwei Wochen deutlich nachlasst und nach vier Wochen wieder zu ihrem

Ausgangwert zuriickkehrt %%,

Die Reduktion der Intimahyperplasie durch Elafin ist demnach vorrangig der
Hemmung der Elastasen-bedingten Freisetzung von TGF-B und somit einer
verringerten  Produktion von extrazellularer Matrix durch die glatten

GefalRmuskelzellen zuzuschreiben.

4.6 Fazit

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass Elafin die
Ausbildung einer Intimahyperplasie im Denudationsmodell der A. iliaca der Ratte
weitgehend verhindern kann. Dies lasst sich nichtinvasiv mittels Ultraschall im
Verlauf verfolgen. Weitere Studien sind notwendig, um sowohl die genauen
zellularen und molekularen Mechanismen besser zu verstehen, als auch das
Therapieregime zu optimieren. Die Toxizitat von Elafin wurde in einer Phase-I-Studie
mit gesunden Probanden und zwei Phase-II-Studien als sehr gering eingestuft. *%°
Eine abgeschlossene Phase-II-Studie, die an Patienten mit Osophagektomie nach
Osophaguskarzinom durchgefiihrt wurde, konnte zeigen, dass Elafin zu einer
Verringerung der Aufenthaltszeit auf der Intensivstation fuhrt [Pressemitteilung von
Proteo, Inc. vom 23.02.2011]. Langfristig kbnnte es sich bei Elafin um einen
erfolgversprechenden Kandidaten far  einen klinischen Einsatz  zur

Intimahyperplasieprophylaxe nach angiographischer Intervention handeln.
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5. Zusammenfassung

Die pAVK st eine Gefal3krankheit mit hoher Morbiditat und Mortalitat, deren
rechtzeitige Diagnose und Therapie von entscheidender Bedeutung ist. Die PTA ist
das am haufigsten eingesetzte perkutane Rekanalisierungsverfahren zur Behandlung
der pAVK und stellt fur viele artherosklerotisch bedingte Stenosen die
Behandlungsmethode der Wahl dar. Trotz primér hoher Erfolgsraten der PTA fuhrt
die postinterventionelle Uberschiel3ende Neointimabildung oftmals zur erneuten
Verengung der behandelten Gefale. Um dieser Restenosierung vorzubeugen,
werden heutzutage u. a. medikamentenbeschichtete Stents eingesetzt. Aber auch in
den Stents tritt oft eine ,In-Stent-Restenose” auf, die Uberwiegend durch die
Intimahyperplasie bedingt ist.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss des Serinproteaseinhibitors Elafin auf
die Ausbildung einer Intimahyperplasie im Denudationsmodell der A. iliaca der Ratte
untersucht. Dabei konnte mit mehreren diagnostischen Verfahren demonstriert
werden, dass Elafin die Ausprdgung einer Neointima vermindern bzw. ihre
Entstehung verhindern kann. In der Kleintiersonographie, die zur nichtinvasiven
Verlaufskontrolle eingesetzt wurde, wiesen mit Elafin behandelte Wistar-Ratten mit
ca. 0,1 mm eine eindeutig geringere Intima-Media-Dicke (IMT) nach zwei und drei
Wochen auf, als die Kontrolltiere (IMT: 0,14 mm). Mittels histologischer Farbungen
wurden nach drei Wochen signifikant weniger Schnitte mit Intimahyperplasie in der
Elafin- als in der Kontrollgruppe gefunden. Die Flache der Neointima war in der
Elafingruppe deutlich kleiner als in der Kontrollgruppe. Zudem wiesen zwei mit Elafin
therapierte Ratten keinerlei Intimahyperplasie auf. In der immunhistochemischen
Farbung gegen alpha smooth muscle actin (SMA), das Bestandteil von
Extrazellularmatrix- (EZM) synthetisierenden glatten Gefalimuskelzellen ist, konnte
ein signifikant groRerer Anteil von SMA-positivem Gewebe innerhalb der Media und
Neointima der Kontrolltiere ermittelt werden, als bei den Elafin-Tieren. Damit
unterstitzt diese Dissertation die These anderer Arbeitsgruppen, dass Elafin durch
Inhibition von Proteasen die Freisetzung von EZM-gebundenen Wachstumsfaktoren
mindert und damit die Neubildung von EZM, die den Hauptbestandteil der Neointima
ausmacht, durch glatte Gefal3muskelzellen verringert.
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Elafin, dessen gute Vertraglichkeit in einer Phase-I-Studie an gesunden Probanden
sowie in einer Phase-ll-Studie bei Patienten mit Osophagektomie nach
Osophaguskarzinom belegt wurde, kénnte unter Beriicksichtigung der Resultate
bisheriger Studien und der Ergebnisse dieser Dissertation zur Therapie der
Intimahyperplasie-bedingten Restenose nach PTA eingesetzt werden. Allerdings
sollten die Erkenntnisse dieser Dissertation noch in weiteren tierexperimentellen

Studien verifiziert werden.
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7. Anhanq

7.1 Liste der Materialien

Materialien fir die Tierhaltung

,Gruppenkafig” aus Polycarbonat Typ 4 Polycarbonat, EBECO
VTH, Castrop-Rauxel,
Deutschland

Gitterdeckel fur ,Gruppenkéfige” Deckel Typ 4/50, EBECO VTH,
Castrop-Rauxel, Deutschland

~Einzelkafig“ aus Polycarbonat Typ 3 PSU, EBECO VTH,
Castrop-Rauxel, Deutschland

Gitterdeckel fur ,Einzelkéafige* Deckel Typ 3, EBECO VTH,
Castrop-Rauxel, Deutschland

Einstreu LGNOCEL S 8-15, SSNIFF®
Spezialdiaten GmbH, Soest,
Deutschland

Trennblech Typ 1-4, EBECO VTH, Castrop-
Rauxel, Deutschland

Trankflasche F50 mit konischem Hals, 500
ml Fassungsvermdgen, EBECO
VTH, Castrop-Rauxel,
Deutschland

Tiernahrung SSNIFF® R/M- H, 10mm
Pellets, nitrosearm, SSNIFF®
Spezialdiaten GmbH, Soest,
Deutschland
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Haferflocken bei postoperativem Mehrbedarf
Leitungswasser
Zellstofftiicher

Nierenschalen aus gepresstem Zellstoff

Materialien fir Denudationseingriff, Kleintiersonografie und

GefalRentnahme

Einmalkittel “Besucherkittel’, NOBA
Verbandmittel Danz GmbH &
Co. KG, Wetter, Deutschland,
REF: 665115

OP-Haube Surgine® OP-Haube
Astronautenform, Mdélnlycke
Healthcare, Erkrath,
Deutschland, REF: 42073

Mundschutz Barrier® Facemask, high
filtration, MoInlycke Healthcare,
Erkrath, Deutschland,
REF: 428901

Waschlotion S&M® Waschlotion, Schiilke &
Mayr, Norderstedt,
Deutschland, PZN-Nr.4427592

Desinfektion u. Sterilisation Sterillium® classic pure, BODE
Chemie, Hamburg,
Deutschland, REF: 975512
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Einmalhandschuhe

Flachendesinfektionsmittel

Narkotikum: Chloralhydrat 4 %

Analgesie: Tramadol

Post-OP-Analgesie: Caprofen

Abdecktuch

Augensalbe

Enthaarungsceme

Wattestdbchen
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Powder free Handschuhe
Digitil® PF, Hartmann
Healthcare, Hildenheim,
Deutschland, REF: 942161

Isopropanol 70 %, 500 ml
Flacon, LEYH-PHARMA
GMBH,Trusetal, Deutschland,
PZN 4581040

Chloralhydrat Injektionslésung
Merck, Darmstadt, Deutschland

Tramal®100, Grinenthal,
Aachen, Deutschland

Rimadyl®, Caprofen-
Injektionslésung(20ml Ampulle),
Pfizer GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

Barrier®, MoInlycke Healthcare,
Erkrath, Deutschland, REF:
800430

Bepanthen® Augen- und
Nasensalbe, Bayer Health Care
AG, Kiel, Deutschland

Pilca-soft®
GSK Consumer Healthcare,
Neuss, Deutschland

Lilibé® Wattestdbchen
Lilibé Cosmetics, DIRK
ROSSMANN GmbH,
Burgwedel, Deutschland



Einwegskalpell

Haartrimmer

Korkplatte
Warmelampe 75 Watt
Heizmatte

Fixierung

Chirurgische Pinzette(Hakenpinzette)

Chirurgische Schere

Praparierklemme

Feine anatomische Pinzette

Atraumatische Pinzette

77

Feather® disposable scalpel
No.11, SOCOREX®, Ecublens,
Schweiz

Phillips® Haartrimmer
QC5015/30, Phillips®,
Hamburg, Deutschland

3M™ Durapore™ Medical Tape
3M Deutschland, Neuss,
Deutschland

Aesculap® BD533R
B.Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland

Aesculap® BC303R
B.Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland

Aesculap® BJO09R
B.Braun Melsungen AG, ,
Melsungen, Deutschland

Aesculap® BD210R
B.Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland

Aesculap® FB400R
B.Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland



Gebogene Splitterpinzette

Augenschere

Gebogene Mikropinzette

Arterienklemme

Gefaliclip

Bohrkanule

Kanule, lila

1 ml Spritze

3 ml Spritze
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Aesculap® BD311R
B.Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland

Aesculap® OC496R
B.Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland

Aesculap® BD333R
B.Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland

Aesculap® BH807
B.Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland

Aesculap® Biemer Clip
FD561R

B.Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland

ACUFIRM Punktionskantle,
gebogen

Ernst Kratz GmbH, Dreieich,
Deutschland

BD Microlance™ 3, Becton
Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland, REF: 304100

BD 1 ml Syringe, Becton
Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland, REF: 309628

BD 3 ml Syringe, Becton
Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland, REF: 300910



NaCl-Losung 0,9 %

Faden zur Gefal3ligatur

Faden zur Hautadaptation

Ballonkatheter

Elafin

Alzet®-Pumpe

Alzet® mini osmotic pump flow moderator

Alzet®-Jugularvenenkatheter

Fullungskanile zum Befullen der Alzet®-Pumpe

Kleintiersonografiegerat
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Isotone Natriumchloridlésung
B.Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland

Prolene 3-0 Faden
Ethicon®(Johnson&Johnson),
Norderstedt, Deutschland

Vicryl 6-0 Faden
Ethicon®(Johnson&Johnson),
Norderstedt, Deutschland

2-french Fogarty-
Arterienembolektomiekatheter,
Edwards Lifesciences,
Unterschleissheim,
Deutschland, REF: 120602F

Recombinant human Elafin,
Proteo Biotech AG,
Kiel, Deutschland

alzet® osmotic pump model
2ML1,

DURECT Corporation,
Cupertino, Kalifornien, USA

DURECT Corporation,
Cupertino, Kalifornien, USA

alzet® rat jugular catheter
DURECT Corporation,
Cupertino, Kalifornien, USA

Vevo770
VisualSonics Inc.®,
Amsterdam, Niederlande



Ultraschallgel

Rattenplattform

Kontrolleinheit fur physiologische Parameter

Aquasonic® 100 Ultraschallgel,
PARKER LABORATORIES
INC., Fairfield, New Jersey,
USA

Rat handling plattform II, SA1-
1550; VisualSonics Inc.®,
Amsterdam, Niederlande

Physiology controller unit
VisualSonics Inc.®,
Amsterdam, Niederlande

Materialien fir die histologische Aufbereitung und Farbung der

Gefal3praparate

Formaldehyd 10 %

Kandle, lila

Korkplatte, zurechtgeschnitten
Tusche, gelb
Tusche, blau

Gewebeinfiltrationsautomat

Aufsteigende Alkoholreihe mit Ethanol
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Sigma-Aldrich
Laborchemikalien GmbH,
Minchen, Deutschland

BD Microlance™ 3, Becton
Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland, REF: 304100

Einbettstrasse, LEICA TP1020,
Leica microsystems, Wetzlar,
Deutschland

Zunehmende Konzentration
des Alkohol- Aqua dest.



Xylol

Paraffin-Wachs

Warmebad

Einbettkapseln/- kassetten

Ausgul3station

Kihlplatte

Mikrotom

Objekttrager, Glas
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Gemisches (70-100 %), Sigma-
Aldrich Laborchemikalien
GmbH, Miinchen, Deutschland

Sigma-Aldrich
Laborchemikalien GmbH,
Minchen, Deutschland

Sigma-Aldrich
Laborchemikalien GmbH,
Minchen, Deutschland

Streckbecken mit
vollentsalztem oder

destilliertem Wasser

LEICA IP ActivFlo™, Surgipath
Biopsy | Cassettes, Leica
microsystems, Wetzlar,
Deutschland

Paraffinspender, LEICA
EG1120, Leica microsystems,
Wetzlar, Deutschland

LEICA EG1130, Leica
microsystems, Wetzlar,
Deutschland

HN 40, Reichert Jung,
Heidelberg, Deutschland/ Wien,
Osterreich

Snowcoat® Clipped Corner
Slide, Leica microsystems,
Wetzlar, Deutschland



Abdeckglas

Absteigende Alkoholreihe

Agua dest.

Salzsaure HCL (“rauchend”)

Eosin- Stammldsung

Hamalaun nach Mayer

Eindeckel- Medium EUKITT®

Silernitrat krist. reinst. 5 %

Hydrochinon 1 %
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Premier coverglass, Leica
microsystems, Wetzlar,
Deutschland

Ethanol/ Aqua dest. Gemisch
100 %- 70 %

Destilliertes Wasser, Baxter
S.A., Unterschleissheim,
Deutschland

37 %, 12 mol/l HCI in Aqua
dest., Merck, Darmstadt,
Deutschland

17 g Eosin + 1000 ml Ethanol
96 % + 1 ml konzentrierte
Essigsaure KiGaA , gelblich
(C.I. 45380), Merck, Darmstadt,
Deutschland

Fa Waldeck GmbH & Co KG/
Division Chroma, Minster,

Deutschland

O. Kindler GmbH und Co,
Freiburg im Breisgau,
Deutschland

(50 g), 10 g Silbernitrat auf 200
ml Aqua dest., Merck,
Darmstadt, Deutschland

2 g Hydrochinon auf 200 mi
Aqua dest., Merck, Darmstadt,
Deutschland



Natriumsulfit 5 %

Natriumthiosulfat 5 %

Resorzin- Fuchsin nach Weigert- Losung

Weigerts Eisenhdmatoxylin Kit- Losung

Ponceau- Saurefuchsin- Azophloxin

Azophloxin- Losung

Eisessig

Essigsaure 1 %

Orange G Lo6sung

Neonleuchte

Lichtgrin SF gelblich Fluka
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(50 g), 10 g auf 200 ml Aqua
dest., Merck, Darmstadit,
Deutschland

(500 g), 10 g auf 200 ml Aqua
dest., Merck, Darmstadit,
Deutschland

500 ml, X877.1, Carl Roth,
Karlsruhe, Deutschland

2x 500 ml Merck, Darmstadt,
Deutschland

500 ml, (40 ml+ Azophloxin
Sigma + 2 Tropfen Eisessig +
140 ml Aqua dest.), Goldner-
Losung I, Dr. Hollborn & Sohne,
Leipzig, Deutschland

25 g, Sigma-Aldrich
Laborchemikalien GmbH,
Minchen, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

4 ml Eisessig auf 400 ml Aqua
dest.

500 ml, Goldner- Losung Il
(Phosphorwolframsaure-
Orange G), Dr. Hollborn &
Sohne, Leipzig, Deutschland

25 g, 0,5 % Lichtgrin in 0,2 %
Essigséaure, Dr. Hollborn &
So6hne, Leipzig, Deutschland



Materialien fir die immunhistologische Aufbereitung und Farbung

der Gefal3praparate

Demaskierungslésungen und Puffer

Bond-Enzym-Demaskierungslosung 7 ml Bond Enzym Diluent
1 Tropfen Bond Enzym

Konzentrat

Citratpuffer (pH 6,0) 18 ml Stock Solution A(0,1 M
Zitronensaure)
82 ml Stock Solution B(0,1 M
Natriumcitrat)
900 ml Aqua dest.

Tris-EDTA-Puffer (pH 9,0) 10 mmol/l Tris-Puffer
1mmol/l EDTA
1000 ml Aqua dest.

TBS-Puffer nach D.A. Muller HL 12,1 gTris
87,8 g NaCl
11 Aqua dest.
pH 7,4-7,6 mit 5M HCL

einstellen

Priméarantikorper

Anti-Caspase-3 Cleaved Caspase-3 (Aspl75)
(5A1E) Rabbit mAb, Cell
Signaling Technology, Inc.,
Danvers, MA 01923, USA
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Anti-Ki-67

Anti-ICAM-1

Anti-SMA

RECA-1

ED-1

Ki-67(Rabbit monoclonal) SP6,
Lab Vision Corporation,
Fremont, CA 94538-6406, USA

Anti-rat ICAM-1 Antibody
(AF583), R&D Systems Europe,
Ltd., Abingdon, OX14 3NB, UK

SMA (mouse monoclonal
against rat)

Mouse monoclonal [RECA-1] to
endothelial Cell (ab9774),
Abcam PLC, Cambridge, MA
02139-1517, USA

CD68(ED-1): sc-59103 mouse
monoclonal against rat, Santa
Cruz Biotechnology, INC.,
Santa Cruz, California 95060,
USA

Sekundarantikdrper, XR-Faktor und Verdiinnungsmedien

HRP Polymer anti-Rabbit

HRP Polymer anti-Mouse

Goat-HRP Polymer
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ZytoChem Plus HRP Polymer
anti-Rabbit, ZYTOMED
Systems GmbH, 14163 Berlin,
REF: ZUC032-006

ZytochemChem Plus HRP
Polymer anti-Mouse,
ZYTOMED Systems GmbH,
14163 Berlin, REF: ZUC032-
100

Goat HRP-Polymer Kit against
Mouse, Rat and Human
Tissues, BIOCARE MEDICAL,



XR-Faktor

Antibody-Diluent

Blocking-Solutions

Peroxidase-Block

Rodent Block

86

LLC., Concord, Ca 94920, USA
Control number: 902-GHP516-
111210

XR-Factor Blocking reagent,
ZYTOMED Systems GmbH,
14163 Berlin, Control number:
902-XRF964-010611

Dako REAL ™ Antibody Diluent
S3022, Dako Denmark A/S,
2600 Glostrup, Danemark

Dako REAL ™ Peroxidase-
Blocking Solution, Dako
Denmark A/S, 2600 Glostrup,

Danemark

Rodent Block R, Blocking
reagent, ZYTOMED Systems
GmbH, 14163 Berlin, Control
number: 902-RBR962-020108



7.2 Abstract

Hochfrequenzultraschall gesteuerte Denudierung der A. iliaca der Ratte: ein
neues Tiermodell zur Induktion und zum in vivo Monitoring der

Intimahyperplasie in einem peripheren Geféass

J Trentmann, C Heneweer, N Budach, N Briske, PJ Schafer, N Charalambous,
T Himme, T Jahnke, M Heller

Ziel: Etablierung eines alternativen Tiermodells, welches die gezielte Denudierung
eines peripheren Gefassabschnittes und die in vivo Verlaufskontrolle der

Intimahyperplasie mittels Kleintierultraschall zulasst.

Material und Methoden: In 7 ménnlichen Wistar Ratten (250-300 g) wurde ein 2F
Fogarty Katheter (Johnson&Johnson) via linker A. carotis in die Aorta abdominalis
vorgebracht und anschliessend ultraschallgesteuert (Vevo 770, Visualsonics,
Toronto) in die rechte A. iliaca gelenkt. Die Balloninfaltion wurde unter Sicht
durchgefihrt, bis eine Dissektion des Gefassabschnitts dokumentiert werden konnte.
An Tag 14 erfolgte die in vivo Messung der Intima-Media-Dicke (IMD) mittels
Hochfrequenzultraschall. Die nicht behandelte Gegenseite fungierte als Kontrolle.

Ergebnisse: Die sonographisch gesteuerte Denudierung der A. iliaca ist problemlos
durchzufuhren. Der Geféassabschnitt ist einer sonographischen Verlaufskontrolle
leicht zuganglich. Die sonographisch ermittelte Zunahme der IMD entsprach nachl14
Tagen 0,054 mm (Stabw 0,01 mm) und war im Vergleich zur Kontrolle
hochsignifikant (-0,0049, Stabw 0,0069 mm), p<0,0001.

Schlussfolgerung: Mit dem hier vorgestellten neuen Denudierungsmodell ist die

gezielte Induktion und das in vivo Monitoring der Intimahyperlasie in einem

peripheren Gefassabschnitt maglich. Aufgrund der Entfernung zum OP- Gebiet kann
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auf eine Sham-Gruppe verzichtet werden und die Anzahl der Versuchstiere deutlich
gesenkt werden. Weiterhin kdnnen friihe pathologische Veranderungen differenziert
von postoperativen Veranderungen untersucht werden, was insbesondere im
Hinblick auf die in vivo Bildgebung zu friihen Zeitpunkten nach OP einen Vorteil zum
Standardverfahren darstellt. Dartberhinaus entspricht die anatomische Region
derjenigen, die fur pAVK-Modelle geeigneter zu sein scheint als die A. carotis.
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