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Intrakoronare Stents: Der Weg von der Fabrik bis in
die menschlichen Koronararterien — Praklinische
Evaluierung der Koronarstents

M. Gyongydsi, C. Strehblow, W. Sperker, G. Fréhlich, M. Shirazi, T. M. Scherzer, J. Matiasek, N. Yahya, N. Pavo,
B. Heinisch, U. Windberger', U. Losert!, A. Hevesi?, R. Garamvdlgyi?, Z. Petrasi?, |. Repa?, D. Glogar

Kurzfassung: Intrakoronare Stents verbleiben als Im-
plantate lebenslang im koronaren GeféRsystem, daher
mussen die Stents durch /n-vitro- (Bench-) und /n-vivo-
Tests untersucht werden, um den sehr strengen Anfor-
derungen zu entsprechen. Fiir eine Zertifizierung in
Europa ist die CE-Kennzeichnungspflicht (Medizinpro-
duktgesetz), in den USA ist die FDA- (Food and Drugs
Administration-) Zertifizierungsbehérde fiir Medizin-
produkte und Arzneimittel verantwortlich. Um die me-
chanischen Charakteristika der Stents zu untersuchen,
werden In-vitro-Tests mittels speziellen, fir diesen
Zweck entwickelten MeRgeraten durchgefihrt. Fiir /n-
vivo-Experimente sind die FDA-Guidelines richtlinien-
gebend: fiir die Bare-Edelstahlstents gelten die ,FDA
Guidelines for Animal Studies”, fur Drug-Eluting-
Stents die ,FDA-Guidelines: Recommended Standards
for Preclinical Studies and Evaluation of Drug-Eluting
Stents”. Fiir /n-vivo-Tests wird die Stentimplantation
meistens in KoronargefdBen von Schweinen durchge-
fuhrt.

Virmani et al. publizierten die Konklusionen iber die
Notwendigkeit der préklinischen (tierexperimentellen)
Studien vor einer Zulassung eines Stents. Das tierex-
perimentelle Modell des Koronarstentings entspricht
im wesentlichen der humanen Gewebereaktion nach
Stentimplantation. Unsere Gruppe fiihrt Koronarstent-
implantationen an Hausschweinen seit Mai 2000 durch.

Um eine sofortige Information tiber das AusmaR der
neointimalen Entwicklung gewinnen zu kénnen, fihrt
unsere Gruppe standardmaBig eine intravaskuldre Ultra-
schalluntersuchung (IVUS) bei der Kontrollangiogra-
phie in Schweinen durch. Weiterer unbestreitbarer Vor-
teil des IVUS ist, daB die gesamte neointimale Plaque-
masse iiber der gesamten Stentldnge beurteilt werden
kann, im Gegensatz zur Histologie. Neben den Ergeb-
nissen, die die Anwendung der Stents an sich bringen,
kénnen auch grundlegende wissenschaftliche Erkennt-
nisse z. B. tiber die Auswirkungen von antithromboti-
scher Therapie, den Verlauf der Freisetzung von pro-
inflammatorischen Zytokinen nach Stentimplantation,
die Relation der Plattchenaktivitdt zum Wiederver-
schluBrisiko eines Stents etc. gewonnen werden.

Abstract: Intracoronary Stents: From Factory to
Human Coronary Arteries — Preclinical Evalua-
tion of Coronary Stents. The intracoronary stents re-
main as implants in the coronary arteries during the
whole life; thus, the stents have to be investigated
with in-vitro- (bench-) and in-vivo-tests before first im-
plantation in the human body, according to the very
strict criteria for the approval of a stent in Europa (CE-
certification) and in the USA (Food and Drug Adminis-
tration-rules). In-vitro-tests of stents are performed by

special equipments; in-vivo-tests involve intracoronary
implantation in pig coronary arteries. The rules for the
in-vivo-tests of bare metal stents are in accordance
with the “FDA guidelines for animal studies” and of
drug-eluting stents with the “FDA Guidelines —Recom-
mended Standards for Preclinical Studies and Evalua-
tion of Drug-eluting stents”.

Virmani et al. published the conclusions about the
necessity of the preclinical (animal) studies before ap-
proval of stents for human use. The animal model of
stenting predicts human responses, as the stages of
healing are remarkably similar. Our experimental group
performs preclinical studies of stenting in coronary ar-
teries of pigs since Mai 2000. One of the specialties of
our group is an intravascular ultrasound (IVUS) investi-
gation by the follow-up control angiography, which
provides an immediately macroscopic result of the
coronary stents. Further advantage of the IVUS is the
possibility for exact evaluation of the amount and lo-
calization of the neointimal hyperplasia, in contrast
with the histology. Beside the measurement of neo-
intimal hyperplasia, the animal experiments provide
further valuable information about the effectivity of
antithrombotic therapy, mechanism of plaque growth,
time-dependent release of cytokines, and platelet-ac-
tivation in relation of thrombotic stent-occlusion.
J Kardiol 2004; 11: 515-21.

B Einleitung

Die Geschichte der Stententwicklung wird von Namen wie
Griintzig und Dotter geprégt [1, 2]. Griintzig fiihrte im Jahr
1977 die erste Ballondilatation durch. Dotter arbeitete an der
Entwicklung einer GefiBstiitze, die zunichst aus Glas und
Kunststoff, spéter aus Drahtgeflecht bestand [2]. Die ersten
veroffentlichten Ergebnisse einer Stentimplantation im
menschlichen Koronarbereich findet man 1987 von Sigwart
[3]. Seit Anfang der 1990er Jahre ist die Implantation intra-
koronarer Stents ein wachsendes Gebiet der interventionellen
Kardiologie. Die stidndigen technischen Fortschritte, die Ent-
wicklung neuer Stentbauarten, der Wechsel in der Zusammen-
stellung der Materialien und die Modifikationen der Oberfla-
chenstrukturen der Stents fiihrten zu fabelhaften Ergebnissen
der invasiven Therapie der koronaren Herzerkrankung.

Eingelangt am 4. August 2004; angenommen am 18. September 2004.
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Die Stents verbleiben als Implantate lebenslang im korona-
ren Gefillsystem, daher miissen sie durch In-vitro- und In-
vivo-Tests untersucht werden, um den sehr strengen Anforde-
rungen zu entsprechen. Grundlegende Qualititskriterien, die
fiir alle Implantate gelten, sind auch fiir Koronarstents rele-
vant. Hierzu zihlt z. B. die Biokompatibilitit des Werkstoffs.
Diese beinhaltet u. a., da3 der verwendete Werkstoff hinsicht-
lich seiner Zytotoxizitit und seiner wechselseitigen Vertrig-
lichkeit mit dem Gewebe iiberpriift werden mufl. Weitere
strenge Kriterien sind die mechanischen Eigenschaften der
Stents.

B CE-Kennzeichnung und FDA-Regeln

Seit dem 14. 6. 1998 besteht fiir Medizinprodukte (gemif
Medizinproduktgesetz, MPG) CE-Kennzeichnungspflicht
(s. Appendix 1), wenn sie in Europa dem freien Warenverkehr
zugefiihrt werden sollen. Fiir eine Zertifizierung in den USA
ist die FDA (Food and Drugs Administration) Zertifizierungs-
behorde fiir Medizinprodukte und Arzneimittel in der inter-
ventionellen Kardiologie verantwortlich.

In Europa werden mehr Koronarstenttypen angeboten als
in den USA, weil das amerikanische Verfahren durch die z. T.
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hoheren Produktanforderungen zeit- und kostenaufwendiger
ist als die Zulassung nach europdischem Recht (MPG).

B In-vitro-Tests fiir Zulassung eines
konventionellen Edelstahlstents

Um die mechanischen Charakteristika der Stents zu untersu-
chen, werden In-vitro- (,,Bench-*) Tests mittels speziellen, fiir
diesen Zweck entwickelten Mef3geriten, wie z. B. das anato-
miegerechte Koronargefidfmodell oder die Priifstrecke mit
Gefilsimulation, durchgefiihrt. Einige Tests werden im Was-
serbad (eventuell in Ol-Wasser-Mischung) wiederholt, um die
fliissige In-vivo-Umgebung zu imitieren. Die wichtigsten
Bench-Tests sind in Appendix 2 aufgelistet.

B In-vitro-Tests fiir die Zulassung eines
beschichteten Stents

Die inerte (sog. passive) Beschichtung der Stents dient der
Verbesserung der Biokompatibilitdt im Vergleich zum unbe-
schichteten Edelstahlstent. Zu den passiven Beschichtun-
gen gehoren auch die biostabilen Polymerbeschichtungen,
wesentliche Komponenten eines Drug-eluting-Stent-Systems
(DES). Die Schichtdicke betrdgt ca. 100 nm.

Die aktive Beschichtung der Stents dient zusétzlich der
Hemmung der zelluldren Proliferation an der Stentoberfléche,
und damit der Privention der In-Stent-Restenose. Fiir die be-
schichteten Stents sind dieselben In-vitro- (mechanischen)
Testrichtlinien giiltig wie fiir die konventionellen Stents und,
entsprechend dem Vorhandensein einer chemischen Substanz
auf der Stentoberfldche, miissen die Stents mit einer ,,passi-
ven“ und ,,aktiven” Beschichtung weiteren Bedingungen ent-
sprechen. Die nétigen zusitzlichen Untersuchungen fiir die
Zulassung sind in Appendix 3 aufgelistet.

B Zusatzliche In-vitro-Tests fiir Stents mit
einer Arzneimittel/Medizinprodukt-Kom-
bination (DES)

Die (akute und subchronische) Zytotoxizitit wird mittels ge-
schnittenen Stentteilen, inkubiert in Zellkultur, auf Abgabe
von extraktablem zytotoxischem Material untersucht. Ionen-
abgabe, Oxidations-/Reduktionspotential, Pufferkapazitit,
Schaumbildung, pH-Wert, Pyrogenizititstest etc. werden mit
entsprechenden Methoden vorgenommen. Sehr wichtig ist das
Sterilisationsverfahren, um die Aktivitiat der chemischen Sub-
stanz zu behalten. Der In-vitro-Thrombogenizitits-Test dient
zur Beurteilung des Einflusses des DES auf Thrombozytenan-
zahl und Hémolyse. In einem speziellen Gerdt mit den zu
testenden Stents wird humanes Blut (ca. 150 ml, sowohl He-
parin 2 E/ml als auch Citrat-Blut) bei definiertem Schergrad
zirkuliert (dynamischer Blutkontakt mit dem Stent). Anschlie-
Bend wird das Blut zur Analyse entnommen. Thrombozyten-
anzahl, Blutbild, freies Plasmah@moglobin, aktivierte partielle
Thromboplastinzeit (aPTT) und partielle Thromboplastinzeit
(PTT) werden von den entnommenen Blutproben gemessen.
Eine weitere wichtige Untersuchung ist die Substanz-Frei-
setzungskinetik, die mit speziellen Untersuchungen (z. B.
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ELISA der zu testenden Substanz) bestimmt werden. Durch
Coating- und Top-Coating-Verfahren wird die Freisetzung der
Substanzen reguliert, um eine langsame oder schnelle Abgabe
des Medikaments von der Stentoberfldche zu erreichen.

B In-vivo-Tests fiir Zulassung der konven-
tionellen und beschichteten Stents

Im Falle guter In-vitro-Resultate (vor allem sind die Ergeb-
nisse der mechanischen Eigenschaften und fiir beschichtete
Stents In-vitro-Hamokompatibilitit und Thrombogenizitéit
wichtig), wird der Stent unter In-vivo-Bedingungen (Tier-
experimente) untersucht und mit Standard-Edelstahlstents
verglichen. Fiir In-vivo-Experimente sind die FDA-Guide-
lines richtliniengebend: fiir die Bare-Edelstahlstents die FDA
Guidelines for Animal Studies (1994) [4] und fiir Drug-elu-
ting-Stents die FDA Guidelines for preclinical studies (Re-
commended Standards for Preclinical Studies and Evaluation
of Drug-Eluting Stents; A Consensus Report), publiziert in
Circulation (2002) [5]. Fiir In-vivo-Tests wird die Stentim-
plantation in die Art. iliaca von Kaninchen oder Koronargefi-
e von Schweinen empfohlen.

Um die Vergleichbarkeit der Stentimplantation in athero-
sklerotischen Arterien bei Menschen und gesunden Arterien
bei Tieren zu verbessern, konnen Kaninchen einer choleste-
rinreichen Diidt unterzogen werden. Diese Didt ist bei Schwei-
nen allerdings extrem teuer (wegen der Menge) und fiihrt auf
der anderen Seiten zu keiner iiberzeugenden Atherosklerose,
weswegen Schweine mit normaler Didt gefiittert werden.
Hauptmechanismen der Entwicklung der neointimalen Hy-
perplasie nach Koronarstenting in einem gesunden Gefaf3 sind
Thrombosebildung und Entziindung bei der GefdBmanipu-
lation sowie die Fremdkorperreaktion. Weil die Stents in ein
sonst gesundes Gefdll implantiert werden, spricht man von
In-Stent-Stenose, statt In-Stent-Restenose.

Im Gegensatz zum Koronarstenting in der Art. iliaca bei
Kaninchen hat die Stentimplantation in Schweinekoronararte-
rien den Vorteil, dal die Morphologie der Schweinekoronar-
arterien sowohl anatomisch als auch histologisch den mensch-
lichen Koronarien sehr dhnlich sind (Abb. 1). Nachteil ist der
hohe Preis der Experimente und das relativ schnelle Wachs-
tum der Arterien wihrend der Imonatigen Beobachtungszeit.
Eine Schweinekoronararterie (das Gewicht des Schweines
zum Zeitpunkt der Stentimplantation betridgt ca. 20-25 kg)
hat einen Durchmesser von ungefihr 2,5-3,0 mm, nach einem
Monat (Gewicht ca. 35-40 kg) ist der Durchmesser derselben
Arterie etwa 0,2-0,4 mm grof3er. Um diese Diskrepanz zu ver-

Abbildung 1: Linke Koronararterien (links) (LAD, LCx) und rechte Koronararterie
(rechts) beim Hausschwein; AP-Aufnahme — Stent (2,75 mm/18 mm) in der LAD,
Stent (4,0 mm/18 mm) in der LCx
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meiden, konnen die Stents in erwachsene Minipigs implan-
tiert werden; allerdings sind diese sehr teuer und benotigen
eine spezielle Haltung.

m Ubertragung der experimentellen Daten
auf die humane Medizin im Bereich der
Koronarstentimplantation

Virmani et al. publizierten die Konklusionen iiber die Not-
wendigkeit der préklinischen (tierexperimentellen) Studien
vor einer Zulassung eines Stents [6]. Das tierexperimentelle
Modell des Koronarstentings entspricht im wesentlichen der
humanen Gewebereaktion nach Stentimplantation. Der grofite
Unterschied zwischen dem experimentellen und humanen
arteriellen Heilungsprozef} nach Stenting ist die zeitliche Dif-
ferenz. Die Standardbeobachtungszeit bei Tieren ist 1 Monat
(Maximum der neointimalen Proliferation bei Tieren entspricht
6 Monaten bei Menschen) und 3—-6 Monate (entspricht etwa
1 Jahr beim Menschen) [7-9]. Auch wenn die tierexperimen-
tellen Daten auf Menschen nicht absolut direkt iibertragbar
sind, sind die priklinischen Experimente fiir das Vermeiden
schwerer, unerwarteter akuter, subakuter und chronischer
Nebenwirkungen eines Implantats im Menschen unbestreitbar
notig.

Unsere Gruppe (Leitung: Univ.-Prof. Dr. Dietmar Glogar
und Univ.-Doz. Dr. Mariann Gyongy®dsi) fiihrt Koronarstent-
implantationen bei Hausschweinen seit Mai 2000 im Institut
fiir Biomedizinische Forschung der Medizinischen Universi-
tiat Wien (Genehmigung: GZ 66.009/185-Pr/4/99; GZ 66.009/
144-Pr/4/2000; GZ 66.009/82-Pr/4/2001; GZ 66.009/128-Pr/
4/2002; GZ 66.009/127-BrGT/2003) und seit April 2001 im
Diagnostischen Institut der Universitit Kaposvar, Ungarn
(Genehmigung: KA-12/2001/402-1/2001, 402-1/2001/04/
2002, 402-1/2001/04/2002, 402-1/2001/10/2002, 402-1/
2001/04/2003, 402-1/2001/07/2003, 402-1/2001/09/2003,
402-1/2001/12/2003, 402-1/2001/01/2004, 402-1/2001/04/
2004, 402-1/2001/05/2004) durch. Das Tier-Angiographie-
labor in Kaposvar hat den Vorteil von 2 gleichzeitig verfiigba-
ren Rdumen mit 2 Anisthesiegeriten fiir dieselbe experimen-
telle Gruppe sowie der Moglichkeit der Cinefilm-Angiogra-
phie, was eine absolute Anforderung eines Stentimplantation-
Protokolls darstellt.

B FDA-Regel fiir In-vivo-Tests

Fiir die Zulassung eines Bare-Stents schreibt die FDA vor,
mindestens 25 Bare-Stents in vivo zu implantieren. Stents mit
kleinsten und groften Durchmessern sollten implantiert wer-
den. Die Stents sollten nach verschiedenen Perioden (1 Wo-
che, 1 Monat und 6 Monate) histologisch aufgearbeitet wer-
den, wobei die meisten Stents erst nach 6 Monaten nachkon-
trolliert werden sollten.

Fiir die beschichteten Stents (passive coating und DES)
miissen mindestens 8 Stents vom selben Typ und von selber
Grofe implantiert werden (8 Bare, 8 polymerbeschichtete und
8 DES, implantiert nach einem FDA-Schema) (Fallzahlkalku-
lation nach Schwartz et al. [4]). Die Mindestzahl an implan-
tierten Stents fiir eine FDA-Zulassung eines beschichteten
Stents (im Falle eines schon zugelassenen Bare-Stents) be-

trigt 48 (1 und 3—6 Monate Follow-up). Obwohl ein 3—6 Mo-
nats-Follow-up bei einem DES erforderlich ist, wurden die
meisten Ergebnisse merkwiirdigerweise nicht publiziert [6].

Nach FDA-Richtlinien sollten nur 2 Stents in ein Schwein
implantiert werden (meistens in LAD und LCx, RCA ist aber
auch erlaubt). Fiir wissenschaftliche Zwecke konnen natiirlich
auch mehrere Stents eingesetzt werden, wobei allerdings die
Interventions-Komplikationsrate und frithe Mortalitit stati-
stisch hoher liegt.

Mit 2 Stentimplantationen in einem Schwein und 10 %
akute Intervention-Komplikationen (erlaubt von der FDA, da
Schweine empfindlich gegeniiber Koronarmanipulation sind),
sind sowohl die Anzahl der benétigten Tiere als auch die Ko-
sten der Experimente fiir ein Zulassungsverfahren sehr hoch.

Des weiteren ist zu beachten, dall die Tiere wihrend der
Stentimplantation und der angiographischen Nachkontrolle
vollnarkotisiert sind, und die Prozedur durch Narkose und
Aufwachperiode nach Stentimplantation sehr zeitaufwendig
wird. Weitere zeitaufwendige Arbeit stellt die histologische
Aufarbeitung der Stents dar: die Einbettung in Methylmeth-
acrylat oder Technovit und das Schneiden der histologischen
Blocke auf 4-6 um dicke Schnitte mit den gestenteten Arte-
rien mit einem speziellen Mikrotom mit Diamant- oder Hart-
metallmesser dauert ca. 1 Monat. Die histologische Verarbei-
tung einschlieBlich der histopathologischen (qualitative His-
tologie nach FDA-Kriterien) und histomorphometrischen
(quantitative Histologie nach FDA) Auswertung dauert min-
destens 2-3 Monate, meistens aber noch linger.

B Praktische Verfahren der In-vivo-Tests

Um eine sofortige Information (was fiir die Forschung, aber
auch fiir eine stentproduzierende Firma unbedingt vorteilhaft
ist) gewinnen zu konnen, fiihrt unsere Gruppe standardmifig
eine intravaskuldre Ultraschalluntersuchung (IVUS) bei der
Kontrollangiographie bei Schweinen durch. Weiterer unbe-
streitbarer Vorteil des IVUS ist, dafl die gesamte neointimale
Plaquemasse tiiber die gesamte Stentlinge beurteilt werden
kann, im Gegensatz zur Histologie, die nur 3 x 4-6 Mikrome-
ter Dicke (Diinnschnittechnik, ,,one-cell layer”) Stentquer-
schnitte umfaflt (4—6 mm vom distalen und proximalen Stent-
teil und Stentbody), wobei eventuell eine niedrig- bis mittel-
gradige neointimale Hyperplasie bei der Angiographie und
Histologie nicht immer erfat werden kann. Dies kann zu
einer bedeutsamen Diskrepanz zwischen den wunderschonen
tierexperimentellen Daten und den enttduschenden Ergebnis-
sen in menschlichen Koronararterien fiihren.

Die IVUS-guided Histologie [10—12] (Protokoll No. 4) er-
zielt die Erfassung der groften neointimalen Hyperplasie
(Abb. 2). Mittels automatischem Pullback des IVUS kann die
engste Stelle der In-Stent-Stenose ermittelt werden. Die 3D-
IVUS-Analyse zeigte in 33 Koronararterien bei 28 Schwei-
nen, daB die stérkste In-Stent-Stenose durchschnittlich 4,49 +
4,54 mm vom distalen Stentende entfernt ist [10], diese Strek-
ke liegt zwischen dem distalen Stentende und Stentbody, wo
die histologische Verarbeitung nach FDA-Kriterien gemacht
wird.

Um die Anzahl der Tiere zu reduzieren, konnen sie mehr-
fach mittels Angiographie und IVUS untersucht werden. Auf-
grund der exzellenten Kollateralisierung der Femoral- und
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Halsarterien der Schweine konnen diese Arterien ligiert wer-
den, ohne wesentliche Kreislaufprobleme zu verursachen. Die
ca. 1-1,5 Stunden der angiographischen Untersuchung genii-
gen fiir die Entwicklung der ausreichenden Kollateralisierung
von der gleichseitigen A. femoralis profunda und gegenseiti-
gen Carotis externa (Abb. 3). Bei einer geplanten groBeren
Anzahl an Tieren bei einem ungewissen Outcome einer neuen
(meist beschichteten) Stentimplantation empfehlen wir das
,,Uberlebenprotokoll“; bei einem guten Resultat der 1-Mo-
nats-Kontrollangiographie und IVUS wird man das Tier auf-
wachen lassen. Nach 3 Monaten wird die Kontrollangiogra-
phie und IVUS wiederholt. Bei einem guten Langzeitresultat
kann die gesamte Serie nach FDA mit einer grofleren Anzahl
an Tieren ergidnzt werden (Protokoll No. 9) [13].

Abbildung 2:
Oben links: Koronarangiogra-
phie der linken Koronararteri-
en — Hochgradige In-Stent-
Stenose in der LAD mit distal
reduziertem FluB. Oben rechts:
Querschnitt des Koronarge-
faRes, dargestellt mit intra-
vaskuldrem Ultraschall und
(unten) Histologie. Dicke neo-
intimale Hyperplasie 1 Monat
nach Stentimplantation.

Abbildung 3: Initiale Kollateralisation (weile Pfeile) der (—) Arteria femoralis
superficialis von der gleichseitigen Arteria femoralis profunda
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B Akute Interventionskomplikationen und
akute Stentthrombose bei In-vivo-Tests

Aufgrund unserer bisherigen Erfahrung, daf} Stents mit neuen
Beschichtungssystemen zu einer unerwarteten akuten Stent-
thrombose (AST) fiihren konnen, arbeiten wir zuerst immer
mit einer kleineren Anzahl von Tieren (meistens 4-5). Falls
die ersten Stentimplantationen zu AST fiihren, wird das Expe-
riment, nach Riicksprache mit der Firma, abgebrochen (Proto-
koll No. 3 und 8).

Zwischen Mirz 2002 und November 2003 haben wir 408
Koronarstents (Bare-Stents, beschichtete Stents mit verschie-
denen Polymerbeschichtungen und DES) in 214 Hausschwei-
ne implantiert. Die Tiere wurden 24 Stunden vor der Stentim-
plantation mittels 100 mg Aspirin und 250 mg Ticlopidin vor-
behandelt. Routinelaboruntersuchungen (einschlielich Elek-
trolyte, Blutzucker, Blutbild, APTT, Leber- und Nieren-
funktion) wurden (wie bei jedem Experiment) vor der Stent-
implantation und am Ende der Prozedur durchgefiihrt. Vier-
zehn der 214 Schweine (6,5 %) erlitten akute Stentthrombo-
sen innerhalb von 2 Stunden nach der Stentimplantation. Die
AST wurde mittels Angiographie, Post-mortem-Angiogra-
phie und Histologie (Abb. 4) bestitigt. Die Blutproben, ent-
nommen vor und nach der Stentimplantation, wurden zusétz-
lich fiir Plasma-Thrombin-Aktivationssystem (Thrombin-
Antithrombin-Komplex, TAT, und prothrombin fragments
142, F1+2), Gewebefaktor (tissue factor, TF) und Interleu-
kin-1f (IL-1p) untersucht und mit den Blutproben von 30 ge-
wichts- und geschlechtsgematchen Kontrollen verglichen.
Der Plasmaspiegel an Thrombin-Aktivations-System-Kom-
ponenten war post implantation signifikant hoher bei den
Schweinen mit AST im Vergleich zu Schweinen ohne AST
(F142: 50,9 £9 vs. 21,4+ 5 pmol/l, p = 0,006; TAT: 9,8 2,83
vs. 5, 85 = 1,02 ug/ml, p = 0,045) (Mittelwert + Standard
error). Der TF-Spiegel war bei Schweinen mit AST ebenfalls
hoher (71,0 £ 30,1 vs. 15,1 £ 5,1 pg/ml, p = 0,043). Die
Serumspiegel von IL-1P zeigten nur einen Trend, aber keine
Signifikanz in AST im Vergleich zu ohne AST [14].

Umstritten ist oft die Uberdehnung der Arterie bei der
Stentimplantation. Da die Stents in ein gesundes Gefil} im-

Abbildung 4: Akute Stentthrombose eine halbe Stunde nach Stenting des groRen
diagonalen Astes bei einer Angiographie (links oben). Post-mortem-selektive Angio-
graphie der Arteria circumflexa (links unten) zeigt eine akute Stentthrombose. Histo-
logischer Nachweis der akuten Stentthrombose (rechts unten).
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plantiert werden, wird eine Uberdehnung von 1,2 : 1 (Stent/
Arterie-Ratio) oder 1,1 : 1 verlangt, um die GefiBverletzung
bei einer atherosklerotischen Plaque besser imitieren zu kon-
nen. Da der Stentdurchmesser gegeben ist, wird die 1,2: 1
oder 1,1 :1 Stent/Arterie-Ratio durch Erhéhung des Stent-
ballon-Inflationsdrucks (eventuell bis zu 20-22 atm) erreicht
(Abb. 5). Die derzeitige FDA-Vorschrift entspricht einer
1,1 : 1 Uberdehnungsrate. Nach unserer Erfahrung fiihrt die
1,2 : 1 Uberdehnung zu viel hiufigeren akuten Interventions-
komplikationen (einschlieSlich schwere Arterienspasmen,
GefidBokklusion, akutes Recoil) und Spitkomplikationen
(chronischer Stentverschluff, Myokardinfarkt), sodal wir
iiblicherweise mit einer Rate von 1,1 : 1 {iberdehnen (Abb. 5),
auch wenn der Unterschied zwischen den Langzeit-Resultaten
der getesteten Stents und der Kontrollstents erwartungsgemaf
geringer wird (Protokolle No. 11 und 14).

B Spatkomplikation nach Stentimplantation

Um die subakute Stentthrombose zu verhindern, werden die
Tiere mit einer Sittigungsdosis Aspirin (100 mg Acetylsali-
cylsdure) und 2 x 250 mg Ticlopidin oder 300 mg Plavix
einen Tag vor Stentimplantation und wihrend der 1-3monati-
gen Beobachtungszeit tdglich mit 100-250 mg Aspirin und
75 mg Plavix oder 250-500 mg Ticlopidin per os behandelt.

Wir konnten zeigen, da3 die Therapie mit Ticlopidin nicht
nur die akute und subakute Komplikationsrate, sondern auch
das Ausmal der Bildung von neointimaler Hyperplasie redu-
zieren kann. Die Verhinderung der Ausbildung lokaler Throm-
ben im Bereich der Endothelverletzung durch die Stentim-
plantation diirfte hierbei der entscheidende Faktor sein [15].
Dal} die Aktivierung der Gerinnungskaskade in die Entwick-
lung der In-Stent-Stenose verwickelt sein diirfte, zeigte sich
auch daran, dafl die Aktivitit der Thrombozyten nach der
Intervention (bestimmt durch deren Volumen) signifikant mit
der Ausbildung an Neointima korreliert [16].

Im Rahmen des Osterreichisch-Ungarischen Aktionsge-
sellschafts-Projektes (546u5) (Protokoll No. 19) wurde die
Rolle von verschiedenen Zytokinen bei der Entwicklung neo-
intimaler Hyperplasie nach Implantation intrakoronarer
Stents bei Schweinen untersucht. Der Plasmaspiegel von
IL-1B und IL-6 im 1 Monats-Follow-up zeigte eine signifi-
kante Korrelation mit der neointimalen Fldche (p < 0,05), der
maximalen prozentualen Fldachenstenose (p < 0,05) und dem
neointimalen Volumen (p < 0,05) [17, 18].

Abbildung 5: Uberdehnung der Arterie mit einer 1,2 : 1 (links) und 1,1 : 1 (rechts)
Stent/Arterie-Rate durch Stentimplantation

Um eine hamodynamische Signifikanz einer In-Stent-Ste-
nose in einem sonst gesunden Gefif3 zu untersuchen, fiihrten
wir im letzten halben Jahr eine Pressure wire- (RadiAnalyser-)
Untersuchung an 37 Koronararterien von 25 Schweinen durch
(Protokoll No. 21). Die MefBergebnisse der Fractional Flow
Reserve (FFR) zeigten eine gute Korrelation mit dem 3D-
IVUS-gemessenen neointimalen Volumen (r=0,58; p <0,05);
maximale neointimale Flidche (r = 0,62, p < 0,01); maximale
9-Flichen-Stenose (r = 0,74, p < 0,001). Die ,,Receiver Ope-
rator Characteristics Analysis® ergab einen Cut-off-Wert von
0,80 (Sensitivitit /Spezifitit von 0,75) fiir die himodynami-
sche Signifikanz fiir eine In-Stent-Stenose in einem sonst ge-
sunden Koronargefifl (Abb. 6). Dieser Wert liegt hoher als der
akzeptierte Wert von 0,75 der humanen atherosklerotischen
Koronararterie, was der additiven normalen vasodilatatori-
schen Reaktion des nicht-atherosklerotischen Gefifies zuzu-
schreiben ist [19].

B Stentdesign — Polymer — Arzneimittel -
Kombination in der praklinischen Unter-
suchungen

Derzeit scheinen das Zytostatikum Rapamycin und das anti-
proliferative Paclitaxel die besten Optionen fiir eine Beschich-
tung zu sein, um die Stent-Restenosierung beim Menschen zu
verringern [20-24]. Es wurden aber neue Wirkstoffe als Stent-
coatings weltweit getestet. Substanzen, die sich im Tierver-
such als erfolgversprechend und nicht toxisch herausgestellt
haben, wurden bereits in humane Koronararterien implantiert.
Stents, beschichtet mit Immunmodulatoren (Dexamethason,
M-Prednisolon, Interferon-gamma, Mycophenolsdure und
Tranilast), Antiproliferativa (Angiopeptine, Statine, C-MYC
antisense und Actinomycin), Migrationshemmern und Modu-
latoren der extrazelluldren Matrix (Batimastat, Halofuginone,
C-Proteinase-Inhibitoren und Probucol) und Re-Endotheliali-
sierungssubstanzen (VEGF, Estradiole und 16sliche Guanylat-
zyklase-Aktivatoren oder Enhancer als NO-Donatoren), be-
finden sich derzeit in Erprobung. Manche von ihnen werden
bereits in klinischen Studien verwendet (17-f-Estradiol,
Dexamethason), wihrend sich andere als unwirksam heraus-
gestellt haben (Batimastat, Actinomycin).

Abbildung 6: Pressure-Wire-Untersuchung einer signifikanter In-Stent-Stenose
(rechts) und eines nicht-stenosierten Stents (links); fractional flow reserve 0,7 der
morphologisch signifikanten Stenose; Lumenflache 2,5 mm? (gemessen mit 3D-IVUS)
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Eine Substanz kann theoretisch sehr gut geeignet sein, er-
fiillt aber oft die Erwartung nicht als Coatingsubstanz. So
scheint z. B. Colchicin eine gute Substanz zu sein, zeigte aber
toxische Gewebereaktionen mit nachfolgendem Neointima-
wachstum auch in kleiner Beschichtungsdosis [25, 26] (Proto-
koll No. 7) (Abb. 7). Des weiteren waren die Ergebnisse bei
der 17-B-Estradiol-beschichteten Stentimplantationen enttiu-
schend, obwohl der Unterschied zwischen den 17-fB-Estra-
diol-Stents der Fa. Biodyvisio [27] und den von uns getesteten
Stents nur das Stent- und Polymerdesign betrafen, wihrend
Dosis und Freisetzungskinetik des 17-f-Estradiol #hnlich
waren (Protokoll No. 8).

Ebenfalls konnen die verschiedenen Stentdesigns und das
Polymer als Trégersubstanz die Ergebnisse entscheidend be-
einflussen. Ein hervorragend abbaubares Polymer oder eine
Inert-Substanz als Beschichtung fiihrte zu einer signifikant
reduzierten neointimalen Hyperplasie (Protokolle No. 9 und
10) [13, 28]. Ein anderes Polymer, beladen mit einer aktiven
Substanz, fiihrte aber sogar zu einem noch schlechteren Er-
gebnis im Vergleich zu Bare-Stent und polymerbeschichteten

Abbildung 7: Nekrose, Fibrin-Ablagerung, Hamorrhagie nach Implantation eines
Colchicin-beschichteten Stents; dicke neointimale Proliferation

Abbildung 8: Scanning elektronenmikroskopischer Bilder einer akuten Thrombose-
bildung: vermehrte Anzahl an Thrombozyten an der Stentoberfléche und aktivierte
Thrombozyten (Pfeil)
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Stents (Protokolle No. 12, 13, 15, 16). Unterschiedliche bio-
stabile Polymere als Basisbeschichtung werden stindig ge-
sucht und getestet, weil, wie bekannt, die Polymere, nach Ab-
gabe der antiproliferativen Substanz, entgegen der Erwartung
zu einer hochgradigen, spiter neointimalen Proliferation fiih-
ren konnen [29-31].

In vitro und in vivo (Zellkultur) stark antiproliferative Sub-
stanzen konnen ihre Effektivitidt und Aktivitdt verlieren oder
sogar proliferativ und thrombotisch wirken (Abb. 8) (Proto-
koll No. 3). Paclitaxel als eine schon nachgewiesen hochwirk-
same Beschichtungssubstanz kann in verschiedenen Stent-
designs und Polymersubstanzen zu einer ausgeprigten neo-
intimalen Proliferation fiihren (Protokolle No. 13 und 15).

B Zusammenfassung

Die standardmiéBig nach strengen Kriterien durchgefiihrten
In-vitro- (Bench-) Tests und In-vivo-Studien (Tierexperimen-
te) stellen essentielle Untersuchungen dar, um schwere akute
und spite Komplikationen bei humanen Koronarstentimplan-
tationen vermeiden zu konnen. In-vitro- und In-vivo-Ergeb-
nisse zeigen, dal gute Resultate vorangegangener Studien mit
einer Substanz bzw. einem Polymer in neuer Kombination
nicht unbedingt zu guten Resultaten fiihren. Dies stellt umso
mehr einen Grund dar, warum jede neue Stententwicklung
zwingend intensiven préklinischen Evaluierungen unterzogen
werden muf.

Die Anwendung von intravaskuldrem Ultraschall bietet
verschiedene Vorteile gegeniiber der alleinigen Angiographie
und/oder Histologie. Einerseits liegen genaue Daten iiber die
Menge und Verteilung der neointimalen Hyperplasie schon
bei der Kontrollangiographie vor, anderseits kann die Anzahl
der Versuchstiere reduziert werden.

Neben den Ergebnissen, die die Anwendung der Stents an
sich brachten, konnen auch grundlegende wissenschaftliche
Erkenntnisse z. B. iiber die Auswirkungen von antithromboti-
scher Therapie, den Verlauf der Freisetzung von proinflam-
matorischen Zytokinen nach Stentimplantation, die Relation
der Pléttchenaktivitidt zum WiederverschluBrisiko eines Stents
etc. gewonnen werden.
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B Appendix 1

Die Buchstabenkombination (CE) wurde anfinglich in ver-
schiedenen Staaten mit EG (Europdische Gemeinschaft)
gleichgesetzt (z. B. Comunidad Europa). Die neue offizielle
Sprachregelung der Europdischen Kommission gibt vor, daf3
die Buchstabenkombination keine Abkiirzung, sondern ledig-
lich ein graphisches Symbol darstellt.

B Appendix 2

Bench-Tests fiir Bare-Metal-Stents (nur die wichtigsten Tests
sind gelistet!):

Festigkeit des aufgecrimpten Stents auf den Ballon des
PTCA-Katheters

Optische Priifungen: Oberfliche, Partikelfreiheit
Rontgensichtbarkeit des Stentkorpers und der Stentmarker
Leichtgingigkeit des Fiihrungsdrahtes (Trackability):
Schubkraft des Stentsystems entlang des Me3weges
Stenosepassierbarkeit (Crossability): Stenosepassagekraft
bei einem exzentrischen Stenosemodell, integriert in einer
Priifstrecke mit Gefdsimulation
,,Pushability*“-Messungen: Schubkraft gegen einen Total-
verschluf3 (Kraftmefidose ist mit einer Platte versehen, die
nur fiir den Fiihrungsdraht durchléssig ist)
Stentabzugskraft (auch nach Trackability- und Pushability-
Tests)

Deflationszeit

Riickzugskraft

Ausdehnungsverhalten (Balloon compliance)
Ballondauerfestigkeit

Maximaldrucktest

DurchflufBzeit bei Uberdruck und bei Unterdruck
Crimppriifung Stent auf Ballon und Ermittlung der Ab-
zugskrifte

Einfluf} des Stents auf die Balloncharakteristik
Bestimmung der Stentverkiirzung des dilatierten Stents in
Abhingigkeit vom Auflendurchmesser

Untersuchung auf Rifbildung und Abplatzen der Be-
schichtung bei maximaler Expansion

Elastic recoil: Messung der Radialfestigkeit des aufgewei-
teten Stents

Seitenastzugédngigkeit: Bestimmung einer maximal mogli-
chen freien Kreisflidche

Stegabmessungen (strut thickness)

Oberflidchenrauhigkeit des Stents, Stabilitit gegen Korro-
sion, Spannungsrisse nach Lagerung

B Appendix 3

Bench-Tests fiir Inert-beschichtete Stents und Drug-eluting-
Stent-Systeme:

Stabilitéit der Beschichtung bei Sterilisation
Qualititskontrolle: visuelle Inspektion und Photodoku-
mentation aller Stents
Beschichtungs-Validierungs-Prozef3: ist die Beschichtung
reproduzierbar, die Menge der Beschichtungssubstanz
tiberall einheitlich am Stent?

e Biokompatibilitit und biologische Anforderungen: allergi-
sche, zytotoxische, subchronisch toxische und genotoxi-
sche Reaktionen in Zellkultur

e Zytotoxizitit und Screeningtest zu Thrombozytenabfall

und Gerinnungsaktivierung
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