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Folgende Abkirzungen werden in der Arbeit haufig verwendet:

TEA:

CPR:

CP:

RF:

SMC:

Pl:

GF:

Thrombendarteriektomie

Patientengruppe mit einer Primérstenose der Arteria carotis,

gefolgt von einer Restenose nach TEA

Patientengruppe mit einer Priméarstenose der Arteria carotis,
jedoch ohne Restenose nach TEA

Risikofaktoren der Arteriosklerose

glatte Muskelzelle (smooth muscle cell)

Proliferationsindex

mikroskopisches Gesichtsfeld (400-fache Vergrof3erung)



1. Einleitung

Arteriosklerose ist die haufigste Ursache fir Morbiditdt und Mortditét in den westlichen
Industriel&ndern und damit von herausragender epidemiologischer Bedeutung.

Nach der Definition der World Health Organization handelt es sich bei der Arteriosklerose um
»€ne variable Kombination von Veranderungen der Gefdldintima, bestehend aus einer
herdférmigen Ansammlung von Lipiden, komplexen Kohlenhydraten, Blut und
Blutbestandteilen, Bindegewebe und Kalziumablagerungen, verbunden mit Veranderungen der
Arterienmedia“ (47,131).

Tierexperimentelle Arteriosklerosemodelle und in vitro Versuche haben in den letzten Jahren
wesentlich zu einem besseren Versténdnis grundlegender Pathomechanismen der Atherogenese
beigetragen.

Auf Grund der dabei gewonnenen Erkenntnisse gilt in jingerer Zeit besonderes Interesse
inflammatorischen und proliferativen Ereignissen bei der Pathogenese arteriosklerotischer
GefalRwandveranderungen. Die Ubertragbarkeit auf humanpathologische Ablaufe und damit die
klinische Relevanz fur die Behandlung der Arteriosklerose ist derzeit jedoch in vielen Punkten
noch in Frage gestellt (9,56,78,114).

Angiologische Studien an humanem Gewebe beschrankten sich bisher auf die Betrachtung von
primér-arteriosklerotischen Arterienverengungen oder von sekundéren, d.h. postoperativ oder
postinterventionell rezidivierten Geféd3stenosierungen. Untersuchungen zur Frage, ob
Pathomechanismen der priméaren Arteriosklerose fur die Restenoseformierung verantwortlich

sind, fehlen zur Zeit jedoch weitgehend.

Derzeit sind die Voraussetzungen unklar, unter denen eine operative, traumatisierende
Mal3nahme auf dem Wege einer Wundheilungsantwort der Gefél3wand zu einer Restenose
fuhrt. Spekulativ konnten bereits im priméren arteriosklerotischen Gewebe ablaufende
inflammatorische und immunologische Prozesse die Grundlage fUr eine restenosewirksame

Matrixvermehrung und Zellreduplikationen in der Intima bieten.



In der vorliegenden Arbeit wurden Operationspraparate der A. carotis aus
Primérstenoselésionen, die einer Restenosierung vorausgegangen waren, histomorphologisch
und immunhistochemisch untersucht. Anhand der Analyse zeluléarer Merkmale sowie
histomorphologischer und insbesondere proliferationsassoziierter Charakteristika sollten im
Vergleich zu einer restenosefreien Kontrollgruppe maogliche Faktoren ener spéteren
Restenosierung in Risikolasionen gesucht werden.

Grundlagen Utber pathophysiologische und é&tiologische Mechanismen der Arteriosklerose und
Restenosierung werden im folgenden dargestellt, soweit sie fur das Verstdndnis des

methodischen Ansatzes erforderlich sind.

Aktuelle Vorstellungen zur Pathogenese der priméren Arteriosklerose

Als initidle Ursache der arteriosklerotischen Lason wird eine Endothelverletzung
verantwortlich gemacht. Bereits 1973 formulierte Ross den Begriff der "Response to Injury
Hypothese” (101). Damals noch  beschrankt auf  mechanisch/physikalische
Verletzungsmechanismen, wie sie z.B. in Form von Endotheldenudierung und Intima/Media-
Freilegung im Rahmen der TEA-Operation vorkommen, werden heute auch toxische und
biologische Einfllisse, die im weitesten Sinne zu einer Mikrotraumatisierung und damit zu einer
Funktionseinschrénkung  des  Endothels  fihren, Zu  den Initiatoren  der
Arterioskleroseaushildung gezahit (17,90,102,103,109,123,126,129).

Nach neueren Erkenntnissen konnen zahlreiche, bei der Arterioskleroseentstehung und
Arterioskleroseprogression bedeutsame zelluldre Mechanismen im Sinne einer chronischen
Entzindungsreaktion der Gefaliwand verstanden werden (66,69,104,109,119,130).

Wie aus Untersuchungen anderer Gewebeverbande bekannt, ist eine chronisch-floride
Entzindung mikropathologisch und histologisch wesentlich durch die Transmigration von
Blutzellen in das betroffene Gewebe, die Aushbildung von Adhasionsmolekilen, die
Ausschiittung von Zellmediatoren und die Proliferation ortsstéandiger und immigrierter Zellen
charakterisiert.

Hinzu kommen strukturelle Verdnderungen wie Neovaskularisierung (Abb. 1), Ausbildung von
Granulationsgewebe sowie atrophisch-nekrotische, andererseits aber auch hyperthrophisch-

hyperplastische Gewebsumformierungen.



Abbildung 1:

In dem mikroskopischen Abschnitt der fortgeschritten arteriosklerotisch verénderten Intima (A. carotisinterna)
kommen Neovaskularisationen zur Darstellung (Sterne). In ihrer unmittelbaren Umgebung fallen multiple
proliferierende Zellen auf, welche durch die immunhistochemische MIB-DAB-Farbung braun imponieren
(Pfeile). (Vergrof3erung 100-fach).

Endotheltoxische Einflisse, allen voran das pathologische Einwirken eines Uberméiigen
Angebotes an oxidierten Lipoprotein (oxLDL) (72), vermitteln die Aktivierung ener
Reaktionskette mit inflammatorischen/immunologischen Merkmalen und den Charakteristika
einer chronischen Entztindung (13).

Durch Freisetzung chemotaktischer und chemokinetischer Mediatoren wird eine Immigration
von Lymphozyten, Makrophagen, sowie von glatten Muskelzellen initiiert (99), wobei letztere
ihren Phanotyp von einem kontraktilen Zelltyp zu enem sekretorischen und/oder
phagozytosefahigen Zelltyp andern (24,95,124). Daneben werden reduplikative Ereignisse, vor
allem unter der glatten Muskelzellpopulation, aber auch unter den Makrophagen beobachtet
(4,5,77,86,98,128). Die Anzahl der Schaumzellen, die aus Makrophagen und zu einem
geringeren  Tell aus glatten Muskelzellen hervorgehen, nimmt im Rahmen des
Lipidabraumungsprozesses in der intimalen Geféldwand ebenfalls zu (69,128) (Abb. 2).



Im fortgeschrittenen Stadium der Arteriosklerosemanifestation (Abb. 3, Abb. 4) werden neben
herdférmigen Ansammlungen inflammatorischer Zellen vermehrt nekrotische und apoptotische
Ereignisse beobachtet, welche im verstéarkten Mal3e mit einer weiteren Ausschittung von
Zellmediatoren aus Endothelzellen, Lymphozyten, Makrophagen und glatten Muskelzellen
verbunden sind (12,14,53,64).

I

Abbildung 2:
Schaumzellen (Pfeile) aus Makrophagen am Randbereich einer cholesterinreichen Region der
arteriosklerotisch veréanderten Carotis-Intima. Deutlich erkennbar sind intrazelluldr gelegene Lipidgranula

sowie extrazellulare, wetzsteinformige Cholesterinkristalle (Stern). (VergrofRerung 400-fach).

Konsekutiv entstehen Lasionen mit ausgepragtem avitalem Atheromkern (lipid core) (Abb. 3).
Diese sind zur Plagueinstabilitd pradisponiert. Uberproportional haufig kommt es im
peripheren Bereich der fibrosen Kappe, der sog. Plaqueschulter, zur Ruptur mit der Folge einer
Plaquehamorrhagie und sekundarem Plagueumbau. Eine urséchliche Rolle wird bel derartigen
Ereignissen einer Reduktion glatter Muskelzellen und mechanisch stabilisierendem Kollagen,
einem hohen Antell an lockerem Schaumzellgewebeverband sowie der Prasenz
inflammatorischer Zellen zugeordnet (16,25,26,43,125). Zusétzlich beeintréchtigen die oben
erwahnte Apoptose (14,64) und von Makrophagen synthetisierte proteolytische Enzyme
(Metalloproteinasen) die Festigkeit des Gewebes. An derartig disponierten Regionen gibt es
zudem Hinweise auf eine lokalisierte entzindliche Mitreaktion tiefer Gefalwandschichten

(Lamina elasticainterna, Media, Adventitia) durch aktivierte Entziindungszellen (16,121).



ACC

Abbildung 3:

Mikroskopischer Aspekt einer hochgradig arteriosklerotischen Lasion an der Carotisgabel
(Operationspraparat nach TEA). Am Abgang der A. carotisinterna (ACI) befindet sich ein ausgepragter
arteriosklerotischer Plagquebezirk, welcher zu einer filiformen Senose fuihrte. Dieser Plaque zeichnet sich
durch einen ausgedehnten Nekrosebezirk (Stern) unter einer membranartig ausgediinnten fibrsen Kappe aus.

Derartige Areale sind pradisponiert fir Plaqueinstabilitat und Ruptur. (HE Férbung, Vergrof3erung 10-fach)

Abbildung 4:

Typische Merkmale fortgeschrittener arteriosklerotischer Veranderungen der Carotis-Intima. Zu erkennen sind
extrazellulare Lipidansammlungen (Stern), Cholesterinkristalle (Wetzsteinform, Dreieckpfeil), Makrophagen
(dicker Pfeil), lymphozytare Infiltrate (dinner Pfeil) und die inhomogene Zellanordnung. Eine chronische
Entziindungsreaktion der intimalen GefalRwand wird, wie in diesem Beispiel durch die Prasenz der genannten
inflammatorischen Zellen repréasentiert, unter anderem durch eine tiberméflige Anreicherung toxischer Lipide
(Cholesterin) getriggert. (HE Féarbung, Vergrélerung 200-fach).



Die Restenose nach arterieller Desobliteration

Im Jahr 1954 wurde erstmals die gelungene Operation einer Carotisstenose durch
Thrombendarterektomie von Eastcott beschrieben (38). Seit den 70er Jahren hat sich algemein
die TEA ds rekonstruktives Verfahren zur Sanierung arterieller Stenosen an mittel- und
groflumigen Gefél3en, wie der A. carotis, der A. femoralis, der A. iliaca oder der infrarenalen
Aorta etabliert. Derzeit gilt diese Operationsmethode als Goldstandard bei symptomatischen

Patienten mit mittelgradigen bis hochgradigen Stenosen der A. carotis.

Wie aus der Literatur zu entnehmen ist, entwickeln nach einem derartigen Eingriff an der

A. carotis 0.5% bhis 19% der Patienten unabhangig von direkten operationstechnischen
EinflUssen eine erneute Gefal3einengung (23,30,134).

Bei einem Wiederauftreten von carotidalen Gefél3verengungen wird die spdte Restenose von
einer sogenannten frihen Restenose unterschieden. Vielfach entspricht dabel die spéte
Restenose morphologisch einer erneuten Manifestation der Arteriosklerose des entsprechenden
GeféRabschnitts. Die frihe Restenose ist hingegen in aler Regel durch eine neointimale
Hyperplasie gekennzeichnet. Diese zeigt histologisch eine charakteristische myxomatos-
retikulére und homogene Zellanordnung, Uberwiegend bestehend aus stilettformigen glatten
Muskelzellen (Abb. 5, Abb. 6). Aus experimentellen und klinischen Daten ist bekannt, dal3 sich
diese Form meist bereits innerhalb der ersten beiden Jahre nach dem Eingriff entwickelt
(22,23,32,75,120,122).



Abbildung 5:

Typisches Bild einer frilhen Restenose der A. carotisinterna nach erfolgter TEA.
Deutlich erkennbar die Lamina elastica interna (Pfeil) als Trennschicht der Media

zur Neointima (Stern). Diese imponiert durch eine homogene, kompakte Zellanordnung.
(HE-Farbung, VergroRerung 25-fach).

Abbildung 6:
Intimale Neoplasie der frilhzeitig restenosierten A. carotisinterna.
Deutlich erkennbar die Lamina elastica interna (Stern) und die myxomatos-retikul &r

imponierende Zellanordnung der Neointima. (HE-Farbung, Vergroferung 100-fach).



Aktuelle Vorstellungen zur Atiologie der Restenose

Jede lumenerdffnende Malinahme an einem arteriellen Blutgefd? geht zwangslaufig mit
Endothelverletzung und Lumenexposition tiefer Gefél3wandschichten einher. Subendotheliale
und extrazelluldre Strukturen, wie Kollagene oder Gewebefaktoren, kommen dabei in Kontakt
mit Blut. Eine lokale Plattchenaggregation formiert sich, chemotaktische und mitogene
Faktoren werden ausgeschiittet (45,79).

Nach Erkenntnissen aus Tiermodellen ist dies der erste Schritt eines kaskadenartig
verlaufenden Wundheilungsprozesses, bei dem eingewanderten Zellen und insbesondere auch
den ortsstandigen glatten Muskelzellen der Intima und Media eine spezifische Rolle zukommt.
Im wesentlichen lassen sich hierbel drei Gberlappende Phasen mit komplexen Zellinteraktionen
differenzieren (11,45,84):

1. Eine Entzindungsphase mit umschriebener Thrombusformation und Anlagerung bzw.

Einwanderung von Leukozyten und Monozyten in die Gefal3wand.
2. Eine Granulationsphase mit Migration und Proliferation phénotypisch verénderter glatter
Muskelzellen (24,29) und beginnenden Plague-Umbauvorgéangen.

3. Eine Phase der Matrixbildung mit Synthese von Kollagenen, Proteoglykanen u.a,

hauptsachlich durch glatte Muskelzellen. Das Plaquevolumen nimmt zu.

Nach Abschluf? dieses Wundheilungsprozesses entsteht letztlich eine Narbe in dem betroffenen
GefaRwandbezirk. Dabel findet sich in den meisten Falen zunéchst eine geringgradige,
hdmodynamisch irrelevante Stenosierung. Regressions-/Remodelingvorgange (73), reaktive
Erweiterung (compensatory enlargement) (49) und apoptotische Ereignisse (29,10,57,92)
ermoglichen zudem die Selbstlimitation der stenosierenden Vorgange bis zur Reversibilitat der

Lumeneinengung (108).

Be bis zu Uber 9% der Patienten wird jedoch eine akzelerierte Form der Restenosebildung mit
der Gefahr des Auftretens ischdmischer Symptome und der Notwendigkeit einer erneuten
Operation beobachtet (22,80).



Hierfur werden in der Literatur folgende Grunde diskutiert:

1. Zunéchst gibt es Hinweise auf operationstechnisch bedingte Ursachen einer Restenosierung.
So werden verbleibende Intimastufen, Geférzkinking und Klemmtraumata mit resultierenden
BlutfluBanomalien sowie pathologischen Wandspannungen in Einzelfdllen fur ein
Wiederauftreten der Gefél3einengung verantwortlich gemacht (46,63,107).

2. Einige Autoren sehen in welterhin einwirkenden systemischen Risikofaktoren die
Hauptursache fir Restenosierungen. Insbesondere Rauchen, arterielle Hypertonie, erhohte
Blutfettwerte, weibliches Geschlecht und jlngeres Alter konnten als restenoseforderliche
Faktoren statistisch nachgewiesen werden (8,31,35,70,89,96,97). Tabelle 1 zeigt ene
Zusammenfassung der in der Literatur aufgefihrten Risikofaktoren fir eine
frihzeitige Restenoseausbildung nach operativer Sanierung der arteriosklerotisch

veranderten A. carotis.

3. Das Verletzungsausmald am Gefald wird als weiterer Faktor in der Pathogenese der
Restenosierung  insbesondere  nach  Badlondilatation  diskutiert.  In mehreren
tierexperimentellen Studien und durch Beobachtungen nach perkutaner tranduminaler
Angioplastie konnte eine Assoziation der Restenoserate mit dem Ausmald der
Mediaverletzung bzw. der Grole des Endothelschadens nachgewiesen werden
(24,45,60,97).

4. Bel der operativen Sanierung eines atheromattsen Gefél3es werden entziindlich veranderte
Gewebearede im OP-Gebiet freigelegt, sei es aus tiefgelegenen GefélRwandschichten
(Medig/Adventitia) oder aus angrenzenden Plaquearealen. Dabel wére eine zusétzliche
Freisetzung proliferativ und inflammatorisch wirksamer Zellmediatoren
(Zytokine/Interleukine) denkbar, die den oben beschriecbenen Wundheilungsprozel3
pathologisch verstérken (115).



5. In jungerer Zeit wird aufgrund von Beobachtungen vor alem am Koronarsystem ein
Zusammenhang mit infektiosen Agentien (z.B. Zytomegalieviren, Herpesviren, Chlamydien)
und Restenoseausbildung diskutiert. Derzeit fehlen jedoch noch gesicherte Ergebnisse
(15,54,71,117,132).

6. Als letzter Punkt sei auf die Mdglichkeit einer genetisch bedingten Wundheilungsstérung
oder Bindegewebsstorung als Ursache einer Restenosierung hingewiesen. So wurde
vereinzelt Keloidbildung nach TEA bel Restenosepatienten beobachtet (32). Daneben kann
madglicherweise die Gefaldrestenose nach mechanischer Manipulation auch in Analogie zu
einer hypertrophen Narbenbildung gesehen werden, da diese ebenfalls mikropathologisch
durch eine persistierende, immunhistochemisch SM-(alpha)Actin-positive
Myofibroblastenanhaufung gekennzeichnet ist (36,37,40). Ursachlich dafir soll unter
anderem eine Dysregulation apoptotischer Regelmechanismen und eine unkoordinierte
Einflunahme bestimmter, bel Geféal3lasionen ebenfalls involvierter Mediatoren sein (1,51).
Untersuchungen Uber eine derartige Uberschief3ende Narbenbildung auch an

Geféaidstrukturen existieren bisher jedoch nicht.

All diesen Mechanismen gemein ist eine initidle Traumatisierung des arteriellen Abschnitts,
welcher einer TEA unterzogen wird. Die Folge ist ein Wundhellungsprozef3, der in seinem
Ausmal} madglicherweise durch eine Aktivierung in der Gefaldwand vorhandener

inflammatorischer Potentiale und eine konsekutive Steigerung der Zellreduplikationsrate

gepragt wird.

-10-



Tabelle 1. Literaturzusammenstellung der signifikanten Risikofaktoren einer Restenosierung

der A. carotis nach TEA.

Hypercholesterindmie

Autoren Risikofaktoren Studiendesign

Maki H. S. Alter >70Jahre, we bliches Geschlecht, unizentrisch, retrospektiv,
(74) Plaqueulzeration unabhangige Risikofaktoren
Reilly L. M. intraoperative Defektgrofie, prospektiv

(97 arterielle Hypertonie, Rauchen,

Avramovic J. R.

(8)

arterielle Hypertonie

multivariate Analyse, Kollektiv aus
frihen und spéten Rezidivstenosen,

retrospektiv, unizentrisch

Pedrini L. (89) | Rauchen kombiniert mit geringem Alter retrospektiv

Cossman A. D. | arterielle Hypertonie, follow-up Studie

(32 Hypercholesterindmie,

Colyvas N. LDL-Erhthung, HDL -Erniedrigung unabhangige Risikofaktoren,

(31) multivariate Analyse,

Rapp J. H. (96) |[arterielle Hypertonie, Hypercholesterindmie | retrospektiv

Healy D. A. waeibliches Geschlecht life table Analyse (Restenosezeitraum

(52 bis 7 Jahre, Mittel 13 Monate)
prospektiv, multizentrisch

Claget G. P. Rauchen, geringes Alter, Fall-Kontroll Studie, Kollektiv aus

(28) weibliches Geschlecht frihen und spéten Restenosen
(restenosefreies Intervall von 6 bis
180 Monate)

Nicholls S. C. weibliches Geschlecht prospektiv

(83)

Anderson A. weibliches Geschlecht prospektiv, Primérverschliul? der

2 Arteriotomie

Johnson C. A. | welbliches Geschlecht prospektiv, unizentrisch

(58)

Cuming R. Rauchen, weibliches Geschlecht kombiniert | prospektiv, follow up-Studie

(33) mit Hypercholesterindmie

Dempsey R. J. | Rauchen unabhangiger Risikofaktoren,

(35) prospektiv

-11-




Fragestellungen

Ziel dieser explorativen Arbeit ist es, prognostische Faktoren fiir eine friihe Restenosierung der
A. carotis nach erfolgter TEA zu eruieren.

Dazu wurden retrospektiv histomorphologische und immunhistochemische Charakteristika
sowie insbesondere das Proliferationsgeschehen in Operationspréparaten arteriosklerotischer
Primérl&sionen die von einer Restenose gefolgt waren erfaldt (dieses Kollektiv wird mit CPR
bezeichnet). Als Kontrollgruppe dienten Desobliterationspréparate priméararteriosklerotischer

Lasionen der A. carotis von Patienten ohne Ausbildung einer Restenose (bezeichnet mit CP).

Folgende Fragestellungen fanden bei der statistischen Auswertung Berlicksichtigung:

1. Haufigkeit und Kolokalisationen der wesentlichen im Plaguegewebe reprasentierten
Zellpopulationen?

2. Gibt es zelluldre und histomorphologische Charakteristika in definierten Plagueregionen, die
mit zellulérer Proliferation vergesellschaftet sind?

3. Bestehen Beziehungen der klinischen Parameter zum Proliferationsindex?

4. Finden sich Anhatspunkte fir eine unterschiedliche zelluldre und histomorphologische

Plaquezusammensetzung im Vergleich zur Kontrollgruppe?

5. Lassen sich Unterschiede in den klinischen Charakteristika und in der Risikofaktorverteilung

der Untersuchungsgruppen aufzeigen?

6. Gibt es Hinweise auf unterschiedliche proliferative Aktivitdt im Vergleich zur

Kontrollgruppe?

-12 -



2. Patientengruppen und M ethodik

2.1. Untersuchungsgut

In einer retrospektiven Analyse wurde archiviertes, in Paraffin eingebettetes Plaquegewebe von
insgesamt 25 Patienten des Klinikums rechts der Isar der Technischen Universitdt Minchen
und des Stadtischen Krankenhauses Neuperlach Minchen untersucht, bei denen in den Jahren
1990-1997 eine Carotis-Desobliteration durchgeftihrt wurde. Die Entnahme der Gefél3zylinder
war jeweils im Rahmen einer Routineoperation (TEA mit Patcherweiterungsplastik) erfolgt.

Das Studienkollektiv wird im folgenden mit CPR (Carotisstenose primar mit friher

Restenosierung) bezeichnet.

2.1.1. Ein- und Ausschlufkriterien

In die Studie wurde TEA-Operationsmaterial der A. carotis aufgenommen, wenn der Patient
zwischen 3 und 24 Monaten nach dem Priméreingriff eine erneute TEA wegen einer Restenose
erhalten hatte. Zusétzlich muf3ten die Diagnosesicherung und der klinische Verlauf zweifelsfrel
anhand von Operationsbiichern, Krankenakten und Pathol ogieberichten nachvollziehbar sein.
Ausschlusskriterium war ein restenosefreies Interval von mehr als 24 Monaten bzw. eine
frihzeitige Restenoseentwicklung innerhalb von 3 Monaten postoperativ.

Bel Hinweis auf hamatologische Erkrankungen oder Bindegewebsstorungen erfolgte ebenfalls
keine Aufnahme in die Studie.

Zum Ausschluld ener operationstechnisch bedingten Stenoseformierung wurden die
postoperativen Angiographiebefunde und duplexsonographischen Befunde der Patienten
herangezogen. Dabel stellte sich bel 10 Patienten des Kollektivs eindeutig eine neointimale
Hyperplasie als Ursache der Restenosierung heraus. Bel 15 Patienten konnte anhand der
Angiographiebilder eine Residualstenose oder en operationstechnischer Mangel als

Restenoseursache nicht zweifelsfrei widerlegt werden.
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Aus diesen Griinden erfolgte eine Zuordnung des Kollektivs in folgende &tiologische Gruppen:

CPR-1: sicher neointimal bedingte Restenoseformierung (n=10).

CPR-2: neointimale Ursache der Restenoseformierung wahrscheinlich, ein operations-
technischer Einfluf? jedoch nicht sicher auszuschlief3en (n=15).

Bei der Auswertung erfolgte aulRerdem eine Untertellung des Kollektivs CPR in die
postoperativ restenosefreien Zeitrdume <12 Monate und >12 Monate, um Unterschiede in
Plagueaufbau und Proliferationverhalten im Zeitverlauf explorativ erfassen zu kénnen.

Von 9 der 25 Patienten konnten die Plaguegewebe der operierten Restenosen zusétzlich
ausgewertet werden (im folgenden as ”Stenosepaare’, bestehend aus Primérstenose- und
Restenosedesobliterat bezeichnet). Von 16 der insgesamt 25 Patienten waren keine
Restenosepraparate vorhanden.

2.2. Klinische Daten

2.2.1. Patientengruppe mit Restenoseaushildung nach TEA (CPR)

Die Patientencharakteristika der Gruppe CPR wurden retrospektiv anhand der Krankenakten
ermittelt (Tabelle 2).

Das Durchschnittsalter der Patienten betrug 64.1 Jahre, die Geschlechterverteilung
mannlich/weiblich 13:12. Die Beurteilung der Risikofaktoren ergab einen Antell an
Zigarettenrauchern von 48%. 60% der Patienten hatten erhdhte Cholesterinwerte, bei 44%

wurde eine arterielle Hypertonie nachgewiesen und 20% litten an Diabetes mellitus.

Der Stenosegrad der priméren Carotisverengungen konnte anhand duplexsonographischer
bzw. angiographischer Befunde ermittelt werden.

Samtliche Patienten hatten innerhab von 24 Monaten eine hochgradige, erneut
interventionsbedirftige Restenose entwickelt. Die Bestimmung des jeweiligen restenosefreien
Intervalls  erfolgte anhand  duplexsonographischer Befunde  von Routine-

nachsorgeuntersuchungen.
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2.2.2. Patientenkontrollgruppe ohne Restenoseausbildung nach TEA (CP)

Als Kontrolle wurden 22 Desobliterate der A. carotis von insgesamt 22 Patienten
herangezogen, welche keine friihe Restenosierung nach TEA entwickelt hatten (Tabelle 3).
Dieses Vergleichskollektiv wird im folgenden mit CP (Carotisstenosen primér) bezeichnet. Der
Stenosegrad wurde jewells dopplersonographisch und angiographisch bestimmt. Eine
Restenoseaushildung konnte anhand duplexsonographischer Routinenachsorgeuntersuchungen

ausgeschlossen werden.
Das Durchschnittsalter der Patienten betrug 68.9 Jahre, die Geschlechterverteilung

mannlich/weblich 13:9. 55% de Individuen waren Raucher, 82% litten an

Hypercholesterinamie, 77% an arterieller Hypertonie und 32% an Diabetes mellitus.
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Tabdle 2: Charakteristika des Patientenkollektivs CPR.

Patienten- [Alter in | Geschlecht |Risiko- Symptome | Symptome | Stenose- Stenosefreies

initialen Jahren faktoren | Primar- Rezidiv- gradin % |Intervall
stenose stenose in Monaten

V.P. 61 m L,N TIA - 95 12.0

A.B. 43 W D,N - - 80 12.0

E.K. 71 m H,L,N k.A. k.A. 70 5.0

E.N. 73 W L TIA - 50 7.0

T.R. 77 W H - TIA 80 18.0

M.E. 68 m N Apoplex Apoplex 80 6.0

R.B. 76 m - TIA TIA 80 220

E.B. 69 W DH,L - - 80 15.0

H.S. 74 m H,L,N Apoplex Am. fugax |90 18.0

D.G. 63 m H,L,N Apoplex - 95 9.0

H.B. 76 w H - - 80 16.5

A.C. 52 W L - - 80 18.0

A.H. 62 w L,N k.A. k.A. 80 11.5

H.K. 75 w H,L k.A. TIA 70 8.0

RA. 48 m H,L Apoplex - 75 14.0

E.S. 66 w H,L Am. fugax |- 80 5.0

E.F. 65 m N TIA Am. fugax |85 14.5

I.S. 61 w H,N - - 40 12.0

G.K. 54 m D,L TIA - 90 8.5

K-W.B. 62 m D,N - - 80 19.0

J.P. 64 m N TIA - 80 4.0

A.H. 78 w L - - 95 7.0

F.K. 60 m DHLN |TIA - 90 16.0

G.L. 63 m - Am. fugax |- 90 14.0

M.T. 41 w - Am. fugax |- 95 8.0

Am. fugax: Amaurosisfugax, D: Diabetes mellitus, H: arterielle Hypertonie,

L: Hyperlipidamie, N: Nikotinabusus, TIA: transitorische ischamische Attacke,

k.A.: keine Angaben
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Tabdle 3: Charakteristika des Patientenkollektivs CP.

Patienteninitialen Alter Geschlecht Risiko- Symptome Stenosegrad
in Jahren faktoren in %
SJ 71 m H,L, N - 80
B.X. 54 m H,L,N TIA 80
H.R. 80 w DH,L - 80
B.F. 68 w DH,L - 90
H.A. 61 m L TIA 80
A K. 69 m L - 80
P.J. 71 m L,N - 80
M.G. 52 m D,N TIA 60
K.E. 64 m H,L,N Apoplex 90
E.V. 84 w H - 95
SE. 70 W DH,L TIA 95
SP. 70 w H TIA 80
SP. 75 m H,L TIA 80
M.J. 65 w H,L,N TIA 90
K.F. 65 m D,H,L,N - 80
R.J. 61 m D,H,L,N TIA 80
P.J. 71 m H,L,N TIA 80
G.W. 80 m H,L,N TIA 95
G.B. 76 W L TIA 80
D.C. 71 w H,L,N TIA 80
M.E. 59 m H,N - 95
ZE. 78 w DH,L TIA 95

D: Diabetes mellitus, H: arterielle Hypertonie, L: Hyperlipidamie, N: Nikotinabusus,

TIA: transistorische ischdmische Attacke

-17 -




2.3. Histomorphologie

Es standen insgesamt 34 formalinfixierte und in Paraffin eingebettete Desobliterate der A.
carotis zur Verfigung, geeignet zur Anfertigung histologischer Préparate in sagittalen
Serienschnitten. HE (Hamatoxylin-Eosin) und Elastika/van Gieson Férbungen dienten zur
histomorphologischen Beurtellung. Jewells 10 intimale Areale mit vitalen Gewebeanteilen
wurden bei 400-facher VergrofRerung ausgewertet. Dabel wurde versucht, durch reprasentative
Auswahl morphologisch und zellkompositorisch unterschiedlicher Gesichtsfelder das
Desobliterat zu charakterisieren.

Die Abgrenzung der Gefaldintima zur Media erfolgte anhand der in der Elastika/van Gieson
Farbung darstellbaren Lamina elastica interna bzw. durch ihr arteriosklerotisch verandertes

aufgesplittertes Korrelat.

2.3.1. Histomorphologische Klassfizierung der Plaguegewebe

Die histomorphologische Klassfizierung der arteriosklerotischen Lasionen in die Typen 1-VI
erfolgte nach den Kriterien der American Heart Association (118).

Dabei wird L&sonstyp | als Initialveranderung mit isoliert im Gewebe eingelagerten
Makrophagen und Schaumzellen bezeichnet. Bei Typ Il lassen sich, wenngleich auch nur
intrazelluldr gelegen, Lipidansammlungen (sog. fatty streaks) feststellen, die sich beim
Lasionstyp 111 zusitzlich auch extrazellular manifestieren. Typ IV stellt den Ubergang zum
klassischen Atherom mit Aushildung einer atheromatdsen Kernregion dar (sog. lipid core). Die
Typ V Lé&sion zeichnet sich durch eine deutliche Lumeneinengung aus. Dabei werden aufgrund
unterschiedlicher Plaquezusammensetzung drel Subtypen unterschieden: Typ Va, das sog.
Fibroatherom mit einem hohen Lipidanteil und grof3em lipid core, Typ Vb mit kalzifizierten
Plaqueanteilen und Typ V¢, charakteristischerweise ohne lipid core, jedoch mit stark fibrotisch
durchbautem Plaquegefliige. Bei der Typ VI Lasion kompliziert sich der Plagueaufbau
zusétzlich noch durch Oberflachendefekte (Typ VIa), Einblutungen (Typ VIb), oder
Thrombusformierung (Typ VIc).
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2.3.2. Definition der histomorphologischen Charakteristika

Arteriosklerotische Gefal3wandveranderungen unterliegen in ihrem Fortschreiten zelluldren und
morphologischen Veradnderungen. Zudem zeigt die histomorphologische Momentaufnahme bel
mikroskopischer Betrachtung paraffineingebetteter Lasionspréparate deutlich die Komplexitét
und Heterogenitdt im Plaqueaufbau. So konnen nahezu avitale kollagen-, fibrin-, kalk- oder
cholesterinreiche Bezirke von reaktiven, zellreichen Arealen mit Reparatur-, Umbau- und
Entziindungsprozessen unterschieden werden.

In dieser Studie wurde eine Beurteilung der untersuchten Desobliterate durch Auswahl
représentativer Gesichtsfelder im Sinne einer Charakterisierung angestrebt.

Schaumzellen, Lymphozyten und Siderophagen wurden as vorhanden gewertet, wenn pro
Gesichtsfeld mehr als 5 Zellen des jewelligen Typs identifizierbar waren.

Ein lymphozytares Infiltrat wurde als dichte fokale Ansammlung von wenigstens 50
Lymphozyten pro Gesichtsfeld definiert.

Die Zéellverteilung wurde als homogen beurteilt, wenn in allen Arealen eines Gesichtsfelds die
Zellzahl anndhernd identisch war und ein einheitlicher Zelltypus vorherrschte.

Die Zdlausrichtung galt as laminér, wenn langlich-spindelférmige Zellkerne tberwiegend in
gerichteter Anordnung parallel zur luminalen Oberfléche anzutreffen waren.

Kriterium fUr einen intramuralen Thrombus war eine Ablagerung von Erythrozyten, Fibrin
sowie Organisationszeichen wie Siderophagen oder einsprief3ende Gefdl3e. Kriterium fUr eine
intramurale Einblutung (Plaguehdmorrhagie) stellten ins Gewebe eingelagerte Erythrozyten
und zur Abgrenzung einer operationsbedingten Einblutung, Phagozytoseereignisse durch
Makrophagen (Siderophagen) dar.

Extrazellulares Cholesterin wurde dokumentiert, wenn entweder eine charakteristische
Spalthildung in der Gewebefaserstruktur oder wetzsteinformige Cholesterinkristalle zu
erkennen waren.

Als Vekakung wurde eine entweder feingranulér-dissminierte oder grobschollig-fokale
Kalkablagerung definiert.

Neovaskularisationen wurden anhand des Anschnitts einer Kapillare in Kombination mit

wenigstens einer Faktor VI11-positiven Endothelzelle identifiziert.
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Mediaanteile bzw. mediaintimaler Ubergang wurden ausgewertet, wenn ein mindestens
semizirkul&rer Anschnitt in Elastika/van Gieson Farbung zweifelsfrei identifizierbar war.

In diesen medialen Arealen wurde die Zellzahl pro Gesichtsfeld und die Summe der
proliferierenden Zellen pro Gesamtpréparat ausgewertet.

2.4. | mmunhistochemie

Immunhistochemische Nachwelsverfahren Gber monoklonale Primér- und Sekundarantikorper
dienten in Serienschnitten zur Zelldifferenzierung (Endothelzellen, glatte Muskelzellen,
Lymphozyten und Makrophagen) und zum Nachweis proliferationsassoziierter Antigene. Dabel
hatten sich alle verwendeten Reagenzien, Detektions- und Farbemethoden bereits in der

klinischen Routineanwendung bewahrt.

2.4.1. Immunhistochemische Detektionsverfahren

Als immunhistochemisches Detektionsverfahren der Antigen-Antikorperbindungen bei dem
Nachweis von Endothelzellen und glatten Muskelzellen wurde die APAAP-Methode
(Alkalische Phosphatase-Anti  Alkalische Phosphatase) verwandt. Die EPOS-Methode
(Enhanced Polymer One Step Staining) wurde bel der Identifizierung von Makrophagen
eigesetzt. Lymphozyten konnten mit Hilfe des LSAB-Detektionsverfahrens (Labeled Strept
Avidin Biotin Methode) dargestellt werden. Der Nachweis proliferierender Zellen gelang mit
Hilfe des ABC-Verfahrens (Avidin Biotin Complex).

Im Folgenden werden die einzelnen Methoden deskriptiv aufgezeigt.

APAAP-Nachwe smethode:

Bel dieser Methode bindet ein PrimérantikOrper an das entsprechende Antigen der zu
identifizierenden Zelle. Ein daran koppelnder Bruckenantikbrper kann nun durch den
zugegebenen APAAP-Komplex erkannt werden. Letzterer besteht aus monoklonaen Maus-

|gG—Antikorpern gegen alkalische Phosphatase, wobei es zu einer
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spezifischen Konjugation kommt. Eine Reaktionsverstarkung kann durch Mehrfachbindung des
APAAP-Komplexes erzielt werden.

EPOS-Nachwe smethode:

Bel diesem Verfahren wird bereits an den spezifischen PrimérantikOrper ein mit multiplen
Peroxidaseenzymen besetztes Dextranpolymer direkt gebunden. Dadurch wird ene

Reaktionsverstérkung erreicht, der methodische Arbeitsaufwand bleibt verhaltnismaliig gering.

ABC-Nachwe smethode:

Bel dieser Methode bindet an den PrimarantikGrper ein biotinylierter Brickenantikorper. Auf
der Basis der hohen Affinitdt von Avidin zu Biotin koppelt im n&chsten Schritt der zugegebene
Avidin-Biotin-Komplex (drei von vier moglichen Biotinbindungsstellen am Avidin sind besetzt)
an den genannten biotinylierten Brickenantikorper (die frele vierte Biotinbindungsstelle am
Komplex wird besetzt).

LSAB-Nachwei smethode:

Bei dieser Methode nutzt man, nach erfolgter Bindung des Primérantikorpers an das Antigen,
ebenfalls die Affinitét eines biotinylierten Brickenantikrpers zu einem zugesetzten Avidin-
Enzymkonjugat. Da dieses, im Gegensatz zur ABC-Methode, nicht bereits primér partiell
biotinyliert ist, stehen mehrere Bindungsstellen fur eine Reaktionsverstarkung zur Verfligung.

2.4.2. Zdlspezifische Antigene als Konjugationsstelle der verwendeten primaren Antikdper

Fir den Nachweis proliferativer Aktivitét unter den Zellen der arteriosklerotischen Plaques
dienten spezifische Antikorper gegen das Antigen Ki-67. Die Expression dieses Antigens ist

mit allen aktiven Phasen des Zellzyklus assoziiert und gilt als spezifisch fur reduplikative DNS-
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Syntheseaktivitét. Ki-67 ist ein Kernantigen mit einem Molekulargewicht von 345 kD, welches
as Hilfsenzym der DNS-Polymerase in der spaten G1-, S-, G2- und Methaphase exprimiert
wird. Es I&3t sich am formalinfixierten Prgparat durch den monoklonalen Antikorper MIB1

nach entsprechender V orbehandlung nachweisen (27,48).

Zur ldentifizierung von Makrophagen wurde ein Antikorper gegen CD68 verwendet. Dieses
Antigen ist Bestandteil eines fur humane Makrophagen, Kupferzellen und Langerhanszellen
charakteristischen Glykoproteins mit einem Molekulargewicht von ca 110 KkD.
Die Expression dieses Molekils erfolgt Uberwiegend intrazytoplasmatisch (93,94,106).

T-Lymphozyten lieffen sich mit einem hochst spezifischen Antikorper gegen den
intrazytoplasmatischen Anteil des CD3 Antigens nachweisen. Dieses Protein besteht aus funf
Polypeptidketten (gamma, delta, epsilon, zeta und eta) mit einem Molekulargewicht zwischen
16 kD und 28 kD (41).

Neovaskularisationen wurden durch Antikorper gegen Faktor VIII, ein subendothelial
gelegenes oligomeres Glykoprotein, zur Darstellung gebracht (82).

Der Nachwels glatter Muskelzellen konnte mit Hilfe von Antikérpern gegen einen 42 kD

schweren Proteinanteil des Actinmolekuls erreicht werden (50,59,91).

Bei der Identifizierung von Plasmazellen kam keine immunhistochemische Farbemethode zur
Anwendung. Diese Zellform konnte anhand der in der HE-Féarbung gut zu erkennenden
charakteristischen Merkmae wie Zellform, dezentraer Zellkern, Chromatinstruktur

(Radspeichenanordnung) und perinukledrer Hof bestimmt werden.

2.4.3. Vorgehensweise bei den immunhistochemischen Férbungen

Bel der Anfertigung der immunhistochemischen Farbungen wurden jeweils 3mm dicke Schnitte
Uber Nacht im Brutschrank bei 60° C getrocknet, anschlieRend entparaffiniert und mit

Trispuffer gewaschen.
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Im Anschluf? an jeden der nachfolgend aufgefiihrten Schritte der einzelnen Féarbungen erfolgte
jeweils fir 5 Minuten eine Behandlung mit Trispuffer.

Einen zusammenfassenden Uberblick der verwendeten immunhistochemischen Marker zeigt
nachfolgend Tabelle 4.

24.3.1. MIB-DAB Farbung

Fir diese immunhistochemische Férbung wurde das Vectastain ABC Elitekit Pk 6102 Maus
IgG (Dianova, Hamburg) verwendet (s. Kontrollfarbung Abb. 7).

Zunéchst erfolgte die Vorbehandlung der entparaffinierten Schnitte fur insgesamt 20 min. mit
Xylol und fur jewells 5 min. mit Isopropanol 100%, Alkohol 96% und Alkohol 70%. An diesen
Vorgang schlof3 sich die Andauung des Préparates in der Mikrowelle durch Kochen in
Citratpuffer an. Nun erfolgte die Blockung der endogenen Peroxidase mit 3% H202-L 6sung
und die Inkubation in der feuchten Kammer mit dem Primérantikdrper gegen KI-67 bei
Raumtemperatur fur 2 Stunden. Nach Applikation des biotinylierten Zweitantikbrpers wurden
die Schnitte fur 30 min. in der feuchten Kammer inkubiert. Die anschlief3ende Entwicklung
erfolgte mit 0.1% 3'3'-Diaminobenzidin (DAB)-LOsung unter Zusatz des Streptavidin-
Enzymkomplexes (Peroxidase). Die Gegenféarbung erfolgte mit Hamalaun. Nach der
Behandlung mit einer aufsteigenden Alkoholrethe und Xylol wurde das Préparat abschlief3end
mit Eukitt eingedeckt.

Abbildung 7:
Nachweis von KI-67 positiven Zellkernen (Dunkelfarbung) in einem Lymphknoten. (VergroRerung 400-fach).
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2.4.3.2. SM-(alpha)ACTIN-APAAP Farbung

Verwendet wurde das Dako ChemM ate Detection Kit, APAAP, Maus (Dako, Hamburg)

(s. Kontrollfarbung Abb. 8).

Die immunhistochemische Féarbung glatter Muskelzellen (SMC) erfolgte nach entsprechender
Vorbehandlung (siehe MIB-DAB Farbung) zunéchst mit der Applikation des monoklonalen
Primarantikorper gegen SM-(alpha)Actin und einer Inkubation in der feuchten Kammer fiir

2 Stunden. Nach Zugabe des Briickenantikdrpers und erneuter Inkubation fir 30 min. wurde
der APAAP-Komplex zugesetzt und erneut inkubiert. Abschlief3end folgte die Entwicklung mit
Fast Red und eine Gegenfarbung mit Hamalaun. Diese Préparate wurden mit Glyceringelatine
eingedeckt.

Abbildung 8:
Nachweis glatter Muskel zellen im Stroma eines Jejunumabschnitts tber die
rote Anférbung des intrazelluléren SM-(alpha)Actin Proteins. (Vergrof3erung 400-fach).

2.4.3.3. CD3-DAB Férbung

Verwendet wurde das Dako ChemMate Detection Kit, Peroxidase/DAB, Kaninchen/Maus
(Dako, Hamburg) (s. Kontrollféarbung Abb. 9).

Zur ldentifizierung von Lymphozyten wurde das T-Zell-spezifische Antigen CD3 mit einem
polyklonalen Antikorper immunhistochemisch dargestellt. Hierfir wurden die entparaffinierten
Schnitte durch Kochen in Citratpuffer fir 4 min. vorbehandelt, mit 3% H202 fur 15 min.
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geblockt und mit dem priméren Antikbrper bei Raumtemperatur fur 60 min. inkubiert.
Anschliel}end erfolgte die Inkubation mit dem biotinylierten Zweitantikorper fur 30 min.
Danach wurde Streptavidinperoxidase zugegeben und Uber DAB entwickelt. Die Eindeckung
des Praparates erfolgte abschlief3end mit Eukitt.

Abbildung 9:

Immunhistochemischer Nachweis von CD3- positiven Lymphozyten in einem Lymphknoten durch

Braunféarbung. (Vergr6lierung 400-fach).

2.4.3.4. CD68-DAB Férbung

Verwendet wurde das Dako Epos System, DAB, Maus (Dako, Hamburg)

(s. Kontrollfarbung Abb. 10).

An die entsprechende V orbehandlung schlof3 sich eine Andauung mit Pronase (0.1%) fir

7 min. an. Nach dem Blocken mit 3% H202 wurde der primére Antikorper (AK CD68)
aufgetragen und anschlieRend eine Stunde in der feuchten Kammer inkubiert.
Die Entwicklung erfolgte mit DAB. Nach der Neutralisation mit 0.05%
Natriumhydrochloridlosung wurde mit Hamalaun gegengeféarbt. Die Eindeckung des

Préparates mit Eukitt erfolgte nach vorangegangener Behandlung mit einer aufsteigenden
Alkoholreihe und Xylol.
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Abbildung 10:
Nachweis von CD68 positiven Makrophagen in einem Lymphknoten durch die dunkelbraune

zytoplasmatische Anférbiung . (VergrofRerung 100-fach).

2.4.3.5. FAKTOR VIII-APAAP Féarbung

Verwendet wurde das Dako ChemMate Detection Kit, APAAP, Maus (Dako, Hamburg)

(s. Kontrollfarbung Abb. 11).

Nach entsprechender Vorbehandlung erfolgte eine 7-minitige Andauung mit Pronase (0.1%)
und die anschlief3ende Inkubation mit dem priméren Antikorper for 2 Stunden in der
feuchten Kammer. Im Anschlu3 daran wurde die Inkubation mit dem Brickenantikbrper
fur 30 min. durchgefiihrt. Nach Zusatz des APAAP Komplexes fir ebenfalls 30 min.
erfolgte die Entwicklung mit Fast Red. Fir die Gegenfarbung kam Hamalaun zur Anwendung.
Die Einbettung erfolgte mit Glyceringelatine.

-26 -



Abbildung 11:

S
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Darstellung der Kapillarisierung in einem plazentalen Gewebeschnitt Uber die immunhistochemische
Anférbung des endothelialen Faktor VIl Antigens ( Pfeile, deutliche Rotférbung). ( Vergrélierung 100-fach).

Tabelle4: Zusammenfassung der zellspezifischen Antigene, der Antikorperkione, der
immunhistochemischen Detektionsmethoden und der Entwicklungsart.
Antigen Spezifitat Antikoperklon | Detektions- Entwicklung
verfahren

Faktor V111 Endothelzellen F8/86 (Dako) APAAP Fast Red
Maus

SM- glatte Muskelzellen |KHF 35 (Dako) |APAAP Fast red

(alpha)Actin Maus

CD68 Makrophagen TG-M1 (Dako) |EPOS DAB
Maus

CD3 T-Zellen polyklonal (Dako) | LSAB DAB
Kaninchen/Maus

Ki-67 proliferierende MIB 1 (Dianova) |ABC DAB

Zéllen

Maus
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2.5. Statistik

Die bei der oben beschriebenen mikroskopischen Auswertung der Carotisplaguegewebe und
die bei der Analyse des Risikoprofils der Patientenkollektive gewonnenen Daten wurden in
dieser Arbeit statistisch in Beziehung gesetzt. Alle Berechnungen erfolgten dabei auf der Basis
des Datenverarbeitungsprogramms SAS Release 8 (Dec/Linux) (Firma SAS).

Als mathematisch-statistisches Testverfahren wurde bel der Gegeniberstellung der
Plaguekomponenten innerhalb einer Gruppe der Spearman Koeffizient zugrunde gelegt. Dieses
Verfahren eignet sich  flir  quantitative  Untersuchungen  nicht-normalverteilter

Beobachtungsparameter.

Bel dem Vergleich der beiden Gruppen CP und CPR beziglich des Risikoprofils der Patienten
wurde der exakte Test nach Fisher verwandt. Dieser Test zeigt qualitative Zusammenhénge bei

kleiner Beobachtungszahl auf.

Bei grof3eren Beobachtungszahlen, wie sie bei Vergleich der Plaguekomponenten zwischen den
Gruppen CP und CPR vorliegen, erfolgten die statistischen Berechnungen anhand
desc2-Tests.

Die Signifikanzgrenze betrégt bel den Tests nach Fisher und Spearman p£0.05,
beim c2-Test p£0.001.

Wegen der geringen Fallzahl wurde auf eine gesonderte Signifikanzprifung der zellularen
Merkmale eines Praparates in Bezug auf Stenosegrad (Klassifikation nach der American Heart
Association), diverse Gefal3wandschichtung (lumennahe Intima, tiefe Intima) und Morphologie

(homogene, inhomogene, laminére Zellverteilung) verzichtet.
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3. Ergebnisse

3.1 Ergebnisse aus der Gruppe CPR

3.1.1. Zdluldre Komponenten der Gruppe CPR

Das Patientenkollektiv CPR wies eine mittlere intimale Zelldichte von 238186 Zellen pro
Gesichtsfeld auf.

Nach entsprechender immunhistochemischer Behandlung zeigten 39.3% der untersuchten
Gesichtsfelder CD68-Positivitét als Indiz fir das Vorkommen von Makrophagen auf.
Anti-CD3 as Marker fur T-Lymphozyten konnte in 67.9% der Geschtsfelder,
SM-(alpha)Actin als Marker fur glatte Muskelzellen in 40.1% der Geschtsfelder
nachgewiesen werden.

Nebenbefundlich liefen sich durch morphologische Charakteriserung in 18 der 25

untersuchten Desobliterate Plasmazellen identifizieren.

Bel Durchscht adler 34 carotidder Stenoseprdparate konnten bis auf ein
Rezidivstenoseprdparat Lymphozyten in intimalen Gefé3wandarealen nachgewiesen werden.
Lymphozytéare Infiltrate wurden dabei in 17 der Primérstenosepréparate und in 4 der
Rezidivstenosepraparate gefunden.

Schaumzellen waren in 23 aus 25 Primérstenosepréparate und in 5 aus 9 untersuchten
Restenosepraparaten enthalten.

Siderophagen wiesen 21 der 25 Primérstenosen auf. In den Rezidivstenosen war dieser

Zéelltypus nicht prasent.

Kapitel 3.1.6. zeigt darlber hinaus die Koexpressionen der zellspezifischen

immunhistochemischen Marker in Gruppe CPR auf.
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3.1.2. Proliferative Aktivitét in Gruppe CPR

In der Gruppe CPR fand sich eine Immunreaktivitét fir Ki-67 in der Gefaldintima in 14 der 25
untersuchten Préparate (Abb. 12, Abb. 13).

Der mittlere Pl betrug dabei 1.5+4.7%. Die proliferativ aktiven Zellarten waren tiberwiegend
Makrophagen und glatten Muskelzellen zuzuordnen.

Abbildung 12:

I mmunhi stochemi sche Doppelféarbung der arteriosklerotisch veranderten A. carotisinterna
(alpha-Actin und MIB-DAB). Gut zu erkennen die rotgefarbte muskel zelIreiche Media.

In der tiefen Intima lassen sich via nukledrer Braunfarbung mehrere proliferierende Zellen
nachweisen (Pfeile). (Vergrofierung 100-fach).

Abbildung 13:
Gehauftes Auftreten proliferativer Aktivitét (KI-67 positive dunkle Zellkerne) im
Randbereich einer lipidreichen Plaqueregion (lipid core, Sern) in der Intima der

A. carotisinterna. (MIB-DAB-F&rbung, Vergrof3erung 25-fach).
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Korrelationen des Proliferationsindex zu den zellulé&ren Parameter der Gruppe CPR

finden sich nachfolgend in Kapitel 3.1.5..

3.1.3. Beziehung des Proliferationsindex zu klinischen Parametern der Gruppe CPR

Bel Rauchern zeigte sich im Vergleich zu Nichtrauchern ein hherer Anteil an proliferierenden
Zélen im Plagquegewebe (PI: 1.2+1.1% vs. 0.9+1.4%, Spearman p<0.005).

Diabetiker wiesen einen niedrigeren Pl gegentiber Nicht-Diabetikern auf (Pl: 0.4+0.5% vs.
1.2+1.3%, Spearman p<0.03).

Bel Korrelation der intimalen Ki-67 Expresson mit dem numerischen Alter der Patienten
zeigte sich eine nicht signifikant erhdhte Proliferation bei jiingeren Patienten (p=0.12).

Bei Untersuchung des Restenose-Risikofaktors Geschlecht konnte tendenziell ein hdherer Pl
bei Frauen als bel Ménnern beobachtet werden (PI: 1.2£1.4% vs. 0.9+1.1%, p=0.12).

Fir die Riskofaktoren Hyperlipiddmie und Hypertonie fand sich keine relevante

Korrelation zum PI.

3.1.4. Morphologische Klassfizierung der Plaguegewebe und Korrelationen des

Proliferationsindexes zu morphologischen Parametern in Gruppe CPR

Insgesamt wiesen die 25 untersuchten Plaguegewebe der Gruppe CPR Merkmae einer
fortgeschrittenen Arteriosklerose auf. Dabel konnten acht der Préparate nach der Klassifikation
der American Heart Association unter Lasionstyp VI, funf unter Typus Vb und sieben unter
Typus Va eingeteilt werden. Drel der Préparate zeigten Charakteristika des Lasionstyps IV,
zwel des Léasionstyp IlIl. Eine eindeutige Zuordnung der proliferativen Aktivitét zu
histomorphologischen Charakteristika wie Thrombusformierung, lamindre oder homogene

Zéellanordnung war nicht nachweisbar.
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3.1.5. Korrelationen des Proliferationsindex zu zellularen Parametern der Gruppe CPR

Im nun folgenden Abschnitt werden Beziehungen des Pl zu den enzelnen zelluldren
Parametern der untersuchten Plagues aus Gruppe CPR, sowie aus den Untergruppierungen
(CPR-1, CPR-2 und restenosefreie Intervalle >12 Mo, <12 Mo) vorgestellt. Die Werte geben

den Korrelationskoeffizienten nach Spearman wieder.

1. Es fand sich eine enge Korrelation des Pl zur Zellzahl. Diese Beziehung war sowohl in
Gesamtkollektiv CPR (p=0.0001) wie auch in samtlichen Untergruppen zu beobachten
(CPR-1 p=0.0026, CPR-2 p=0.0024, <12 Mo p=0.0029, >12 Mo p=0.0005).

2. Der PI zeigte eine signifikante Korrelation zur CD68-Positivitédt in der Gruppe CPR
(p=0.0013), sowie in den Untergruppen CPR-1 (p=0.0323), CPR-2 (p=0.0196) und
>12 Mo (p=0.0002) (Abb. 14). Eine Ausnahme hildete die Untergruppe <12 Mo mit einer
nicht-signifikanten Korrelation dieses Parameters (p=0.4699).

3. Der PI korrelierte ferner signifikant positiv mit dem T-Lymphozytenmarker CD3 in dem
Gesamtkollektiv CPR (p=0.0354) und in der Untergruppe <12 Mo (p=0.0029) (Abb. 15).
In CPR-1 (p=0.1225), CPR-2 (p=0.4122) und in der Untergruppe >12 Mo (p=0.6755)

ergaben sich keine signifikanten Abhangigkeiten.

4. Weder im Gesamtkollektiv CPR (p=0.8534), noch in einer Untergruppe ergab sich eine

signifikante Korrelation des Proliferationsindexes zu SM -(alpha)Actin, dem Marker glatter
Muskelzellen. Die gesonderte Betrachtung dieses Parameters in der Untergruppe CPR-2
zeigte dabel eine positive Korrelation (p=0.1829); in der Untergruppe CPR-1 ergab sich
hingegen eine negative Korrelation (p=0.1451).
Ahnlich verhielten sich die Beziehungen in den nach restenosefreiem Intervall eingeteilten
Untergruppen. In der Gruppe >12 Monate korrelierte der Proliferationsindex positiv mit
dem SM-(alpha)Actin-Vorkommen im Plaguegewebe (p=0.8775), in der Gruppe <12
Monate jedoch negativ (p=0.9350).
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5. Bel 20 der 25 Desobliterationspréparate konnten fir eine Auswertung ausreichend grof3e
Areale mit eindeutig zu erkennenden Mediaanteilen verwendet werden. Dabei wiesen 10/20
Préparaten Ki-67 positive Zellen in medialen Schichten auf. Die Zelldichte, die Prasenz von
Makrophagen und T-Lymphozyten und die morphologischen Parameter spielten in diesen
Mediaarealen keine signifikante Rolle in Bezug auf die Auspragung der Ki-67 Expression.
Bei den proliferierenden Zellen handelte es sich tberwiegend um glatte Muskelzellen.

Abbildung 14:
Nachweis proliferierender Makrophagen in einer intimalen arteriosklerotischen Lasion der A. carotis interna
durch MIB-DAB-Férbung (nukledre Braunfarbung). Die hellbraunen feinen Granula entsprechen

intrazelluldrem, phagozytiertem Material (zB. Sderin). (Vergro6l3erung 400-fach).

Abbildung 15:
CD3-positive Lymphozyten in der subendothelialen und lumennahen Intima einer arteriosklerotischen Lasion

der A. caratisinterna (Braunféarbung rundlicher Zellkerne, Pfeile). (Vergréfzerung 400-fach).
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3.1.6. Koexpression zellspezifischer immunhistochemischer Marker in der Gruppe CPR

Die Auswertung der zellspezifischen Parameter ergab folgende Korrelationen (berechnet

wurde der Spearman Korrelationskoeffizient; sgnifikante Werte £0.05):

1. Das Makrophagenvorkommen (CD68-Positivitdt) zeigte in CPR eine signifikante
Korrelation zur Zellzahl (p=0.0261). Keine Signifikanz erreichten die Werte in den
jeweiligen Untergruppen (CPR-1, p=0.3089; CPR-2, p=0.0596; <12 Mo, p=0.1427; >12
Mo, p=0.0612).

Ferner wurde innerhalb der Gruppe CPR fir die mit CD68 as Makrophagen identifizierten
Zé€llen eine signifikant negative Korrelation mit dem V orkommen SM-(alpha)Actin-positiver
glatter Muskelzellen ermittelt (p=0.0001). Ebenso verhielten sich die Beziehungen dieser
Parameter in den Untergruppen CPR-1, CPR-2, <12 Mo und >12 Mo (fur alle
Subkollektive gilt p=0.0001).

In keinem untersuchten Kollektiv konnte zu dem mit Hilfe des CD3-Antigens
nachgewiesenem Lymphozytenvorkommen eine sdignifikante Beziehung zur CD68-
Positivitat nachgewiesen werden (CPR, p=0.8012; CPR-1, p=0.1619; CPR-2, p=0.1456).

2. In dem Kaollektiv CPR konnte eine signifikante Beziehung der SM-(apha)Actin-positiven
Zellen mit CD3 postiven Lymphozyten nachgewiesen werden (p=0.0377). In den
Untergruppen ergaben sich jedoch nur nicht-signifikante Beziehungen dieser Parameter
(CPR-1, p=0.1689; CPR-2, p=0.1675; <12 Mo, p=0.1182; >12 Mo, p=0.3982).

Das Vorkommen SM-(alpha)Actin-positiver Zellen zeigte keine Abhangigkeit von der
Zéelldichte (CPR, p=0.4240; CPR-1, p=0.8609; CPR-2, p=0.4603; <12 Mo, p=0.3881;
>12 Mo, p=0.8845).

3. Bel Betrachtung der Beziehungen zwischen der CD3-Positivitat und der Zellzahl zeigte sich
eine postive dggnifikante Korrelation in der Gesamtgruppe CPR (p=0.0006), der
Untergruppe CPR-1 (p=0.0004) und <12 Mo (p=0.0032). Nicht-signifikant war die
Korrelation jedoch in der Untergruppe CPR-2 (p=0.2101) und der Untergruppe >12 Mo
(p=0.1021).
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Tabelle 5 gibt einen Uberblick tiber alle ermittelten Korrelationen bzw. Kolokalisationen in der
Gruppe CPR. Dabei wurde auch die Unterteilung in die durch Atiologie und Restenosezeit
definierten Subkollektive berticksichtigt.

Tabelle5: Korrelationen der Plaquezellen aus der Gruppe CPR, differenziert nach dem
Gesamtkollektiv  sowie nach restenosefreiem Intervall und Atiologie.
(Korrelationskoeffizient nach Spearman, Sgnifikanzgrenze £0.05). Die Angaben

beziehen sich auf das VVorkommen in den unter suchten Ges chtsfeldern.

Parameter Bezug Gesamt CPR-1 CPR-2 | stenosefreies | stenosefreies

(CPR) Intervall Intervall

<12Mo >12 Mo
%CD68 Ki-67 0.0013 0.0323 0.0196 0.4699 0.0002
%CD3 Ki-67 0.0354 0.1225 0.4122 0.0029 0.6755
%SM-Actin | Ki-67 0.8534 0.1451 (-)[0.1829 0.9350 (-) 0.8775
Zdllzahl Ki-67 0.0001 0.0026 0.0024 0.0029 0.0005
%CD3 %CD68 0.8012 0.1619 0.1456 0.7680 (-) 0.4365

%SM-Actin [%CD68  [0.0001 (-) |0.0001 (-)[0.0001 (-){0.0001 (-) |0.0001 (-)

Zdlzahl %CD68 0.0261 0.3089 0.0596 0.1427 0.0612
%CD3 %SM-Actin | 0.0377 0.1689 0.1675 0.1182 0.3982
Zdlzahl %SM-Actin |0.4240 0.8609 0.4603 0.3881 0.8845
Zdlzahl %CD3 0.0006 0.0004 0.2101 0.0032 0.1021
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3.2. Vergleich der zelluldren Parameter der 9 Primérstenosen

mit den zugehdrigen Restenosen

Bel 9 Patienten der Gruppe CPR stand sowohl das bel der Carotisrevison gewonnene
Primérpréparat wie auch das dazugehorige Restenosedesobliterat fur eine Untersuchung und
Analyse zdluldrer und proliferativer Merkmale zur Verfigung (" Stenosepaare’). In funf aus
neun untersuchten Stenosepaaren konnten proliferierende Zellen sowohl im Primérpréparat wie
auch im Plague der Restenose nachgewiesen werden; drei der Stenosepaare zeigten weder im
Primérpraparat noch im Restenosepraparat Zeichen von Proliferation. Bei einem Patienten
waren nur im Restenosedesobliterat Ki-67-positive Zellen nachzuweisen; im zugehorigen
Primérstenosegewebe zeigten sich hingegen keine Zeichen von Zéllproliferation.

Die Auswertung der zelluléren Parameter Zellzahl, T-Lymphozytenzahl, Dichte der glatten
Muskelzellen, Haufigkeit der Makrophagen sowie des Proliferationsindexes ergab folgendes:

Als einziger zelluldrer Parameter korrelierte die Hohe der Zellzahl der Restenose signifikant
mit der Zellzahl im Primérpréparat (Spearman p=0.0125).

Fur die UntersuchungsgrofRen CD3-Positivitdt (p=0.2351), SM-(apha)Actin-Positivitét
(p=0.6044) und CDG68-Positivitat (p=0.9743) ergaben sich im Vergleich der Primér- und
Restenosepraparate keine dsignifikanten Abhangigkeiten. Gleiches galt auch fir den
Proliferationsindex der untersuchten intimalen Gefal3wandbezirke (p=0.3628).

Tabelle 6 zeigt eine Ubersicht der zellularen Parameter der Primér- und Restenosen im

Vergleich.

Tabelle6: Korrelationen der zellularen Parameter bei 9 Patienten aus dem Kollektiv CPR
mit Primarstenose und Restenose der Arteria carotis. Die p-Werte basieren auf

dem Spearman Korrelationskoeffizienten. Die Sgnifikanzgrenze liegt bel £0.05.

Parameter |Primérstenose (n=9) |Restenose (n=9) |p

Zdlzahl 233.2+58.4 243.3192.7 0.0125
% CD3 3.4+4.6 0.8+0.8 0.2351
% CD68 34.0£17.0 5.4+4.3 0.9743
% SM-Actin | 42.2+16.3 76.8+17.0 0.6044
% Ki-67 1.6+1.5 1.9+0.6 0.3628
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3.3. Ergebnisse aus der Kontrollgruppe CP

3.3.1. Zdluldre Komponenten der Kontrollgruppe CP

Das Patientenkollektiv CP wies eine mittlere Zelldichte von 162+127 Zellen pro Gesichtsfeld
auf. In 23% der untersuchten Gesichtsfeldern konnten Makrophagen, in 46.9% der
Gesichtsfelder Lymphozyten identifiziert werden.

Der proliferative Index betrug 0.5%+1.1%.

In 13 der 22 Desobliterate fanden sich représentative Mediaareale; davon wies lediglich ein

Areal eine einzige proliferierende, Ki-67 positive Zelle auf.

3.4. Vergleich der Patientengruppe CPR mit CP

Im nun folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse des explorativen Vergleichs der Kollektive
CPR und CP dargestellt (Kollektiv ohne Restenoseentwicklung vs. Kollektiv mit
Restenoseentwicklung). Dabel wird das Risikoprofil der beiden Patientengruppen wie auch die
Plaguemorphologie und die zelul&re Komposition der arteriosklerotischen Plagues
bertcksichtigt.

3.4.1. Vergleich der Risikofaktoren und der klinischen Charakterisitika
der Gruppen CPR und CP

Den Signifikanzwerten (p) bei Vergleich der Kollektive CPR und CP in Bezug auf
Risikofaktoren der Arterioskleroseausbildung liegt der exakte Test nach Fisher zugrunde.
Werte £0.05 gelten als signifikant.

Die Gesamtzahl der Risikofaktoren war in CP verglichen mit CPR erhoht (2.64+0.85 vs.
1.84+1.18, p=0.011), vornehmlich wegen einer vermehrten Rate an Hypertension (p=0.036)
und Hyperlipidamie (p=0.029).

Bei Betrachtung der Risikofaktoren Nikotinabusus (p=0.381) und Diabetes mellitus (p=0.328)

zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen.
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Das Vorkommen der klinischen Charakteristika Alter (p=0.37) und Geschlecht (p=1.0) zeigte
ebenfalls keinen gignifikanten Unterschied. Die Anzahl symptomatischer L&sionen wies

hingegen einen deutlicheren Unterschied auf (CP 31.8% symptomatische Lasionen vs. CPR

60.0% symptomatische Lasionen, p=0.015).

Tabelle7: Vergleich der klinischen Charakteristika der Gruppen CP und CPR.
CP CPR p

Anzahl der Patienten 22 25
Symptomatische Lasion 7 (31.8%) 15 (60.0%) |0.015
Anzahl der Risikofaktoren 2.64+0.85 |1.84+1.18 |0.011
Alter (Jahre) 66.7+9.3 64.1+10.3 |0.37
Geschlecht (ménnlich/weiblich) |1.33 1.08 1.0
Hypertonus 17 (77.3%) |11 (44.0%) |0.036
Hyperlipidamie 19 (86.4%) |15 (60.0%) |0.029
Nikotinabusus 14 (63.6%) |12 (48.0%) |0.381
Diabetes mellitus 8(36.4%) |5(20.0%) |0.328

3.4.2. Vergleich der Gruppen CPR und CP in Bezug auf intimale zellulére Parameter

Fur die Parameter Zelldichte und Proliferationsgeschehen der arteriosklerotischen Plagues
ergab sich folgendes Bild bel Gegentiberstellung der beiden Gruppen (c2-Test):

Die Zéllzahl in der Patientengruppe CPR war mit 238+186 Zellen pro Gesichtsfeld verglichen
mit CP (162 +127 Zellen pro Gesichtsfeld) signifikant erhéht (p=0.001).

Ebenfalls erhoht in CPR gegentiber CP erwies sich die Zahl der Ki-67 positiven Zellen der
Intima (Pl CPR 1.5+4.7% vs. Pl CP 0.5+1.1%, p=0.007) (Abb. 16).
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Abbildung 16: Vergleich des Pl in CP und CPR (p=0.007).

16- 1.5(x4.7)

1,2 1

0,8 4

0.5(+1.1)
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0,4 1

Gruppe CP Gruppe CPR

Dabel waren in 11 der 25 Primarstenosedesobliterate aus der Patientengruppe CPR keine
proliferierenden Zellen nachweisbar; in der Gruppe CP war dies hingegen nur in 1 aus 22
Desobliteraten der Fall.

Weiterhin ergaben sich fur die untersuchten zelluldren Bestandteile in der Gruppe CPR
signifikant erhohte Werte gegentiber der Gruppe CP fur das Vorkommen von Lymphozyten
(p=0.001) und glatten Muskelzellen (p=0.001). Die untersuchten GF in der Gruppe CPR
wiesen zudem signifikant haufiger CD68 positive Makrophagen auf (39.9% der GF in CPR vs.
23.0% der GF in CP; p=0.0001).

Eine multivariate Analyse, korrigiert fur Zelldichte und Makrophagenpopulation ergab fur Ki-
67 keinen signifikanten Unterschied im intimalen Plaguegewebe von CPR und CP.
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3.4.3. Verdleich der Gruppen CPR und CP in Bezug auf
Zdlularitét und Proliferation in medialen GefaRwandanteilen

Bei Untersuchungen der Patientenkollektive CP und CPR bezlglich der Mediaanteile ergab
sich folgendes Bild:

Bel gleicher Zellverteilung und Zelldichte zeigte CPR eine signifikant erhdhte Proliferationsrate
gegeniiber CP (6.8£15.0% vs. 0.001%, p=0.0001). Ki-67 positive Zellen fanden sich dabel in
zehn der zwanzig Préparate mit Mediaanteilen
des Kollektivs CPR (Abb. 17). In Kollektiv CP enthielt hingegen nur eines aus dreizehn
Préparaten mit Mediaanteilen Ki-67 positive Zellen.

Anzumerken ist, dal3 sich in alen Féllen fenlender Ki-67-Positivitét in der Gefalintima der
Plagues aus der Gruppe CPR auch niemals Proliferationszeichen in den angrenzenden
Mediaanteilen nachweisen liefden.

Abbildung 17:

Nachweis proliferativer Zellaktivitat in der tiefen Intima und Media der arteriosklerotisch veranderten
A. caratisinterna durch nukledre Braunférbung. Zu erkennen ist die Grenzstruktur der Lamina elastica interna
(Pfeil) und der dunkler gefarbte Mediaanteil (Stern). (MIB-DAB-Farbung, Vergrélierung 100-fach).
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3.4.4. Plaguemorphologische Unterschiede zwischen den Gruppen CPR und CP

Bel der Untersuchung plaguemorphologischer Unterschiede wurde der c2-Test verwandt
(signifikant p£0.001). Dabel stellten sich in der Gruppe CPR gegeniber der Gruppe CP
die via Antikbrper gegen den endothelzellstdndigen Faktor VIII  dargestellten
Neovaskularisationen (p=0.001) sowie das Cholesterinvorkommen als signifikant haufiger
heraus (p=0.001).

Das Kollektiv CP war hingegen gegeniber dem Kollektiv CPR durch eine signifikant vermehrt
auftretende homogene Zéllverteilung (p=0.001) gekennzeichnet.

Die Parameter Siderophagenvorkommen (p=0.002) und Verkakung (p=0.004) waren in CPR
im Vergleich zu CP haufiger nachweisbar.

Dagegen fanden sich fur die Parameter Einblutung (p=0.004) und laminare Zellschichtung
(p=0.006) erhohte Werte in dem Kollektiv CP gegentiber CPR.

Thrombusvorkommen (p=0.073), Schaumzellenvorkommen (p=0.013), und lymphozytére
Infiltrate (p=0.101) zeigten im Vergleich der beiden Kollektive jedoch keine eindeutig
signifikanten Unterschiede (Tabelle 8).
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Tabelle 8:

Eswurde der C? Test verwandt.

Vergleich der Gruppen CP und CPR hinsichtlich Zellularitat und Morphologie.

Parameter Kollektiv CP Kollektiv CPR p

(% Vorkommen bezogen| (% Vorkommen bezogen

auf die untersuchten GF) | auf die untersuchten GF)
Zéellanzahl (*) 162.0+127.4 238.4+186.2 0.001
Proliferationsindex (*) 0.5+1.1 1.5+4.7 0.007
CD68-Positivitat 23.0+£26.9 39.3+35.1 0.001
Lymphozyten 46.9+50.0 67.9+46.8 0.001
homogene Zéellverteilung | 48.4+50.06 12.8+33.5 -0.001
Neovaskularisationen 21.3+41.0 43.0+49.6 0.001
Cholesterineinlagerung 8.8£28.4 18.5+38.9 0.001
Schaumzellen 24.9+43.3 34.7+47.7 0.013
Siderophagen 15.8+36.5 26.4+44.2 0.002
Lymphozyteninfiltrat 8.8+28.4 13.2+33.9 0.101
Kakeinlagerung 9.52+29.4 18.1+38.6 0.004
Thrombus 1.8+134 4.6+20.9 0.073
Plaguehdmorrhagie 12.8+£33.5 5.7£23.2 -0.004
lamin&re Schichtung 9.2+28.9 3.4+18.2 -0.006

(*) Angaben der Absolutwerte, gemittelt Uber die untersuchten Gesichtsfelder
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4. Diskussion

Die Suche nach étiologischen Faktoren der priméren arteriosklerotischen Gefél3verengung und
der Restenose stiitzte sich bisner im wesentlichen auf Tierversuche und klinische Studien am
Koronarsystem. Dabei wurde die glatte Muskelzelle als Schllisselzelle derartiger Ereignisse
beschieben (29,102). Entzindungszellen galten bisher lediglich als frihe Initiatoren
oder ,Bystander* eines gefél3stenotischen Geschehens.

Neuere Beobachtungen, unter anderem an humanen carotidalen Geweben, messen hingegen
immunologischen, inflammatorischen und proliferativen Ereignissen in der arteriosklerotischen
Plagueentstehung einen hoheren Stellenwert bei  (18,67,98). Dabel kommt der
Arterioskleroseforschung an  der A. carotis besondere Kklinische Relevanz zu,
denn Plaguebildung an dieser Pradilektionsstelle birgt nicht nur die Gefahr cerebraler Insulte,

sondern signalisiert auch ein um den Faktor zwei erhdhtes Herzinfarktrisiko (34,44).

Die Forderung nach weitgehend standardisierten Rahmenbedingungen fir vergleichende
Beobachtungen sind Uberdies am Strombahngebiet der A. carotis gegeben. So beschrankt sich
die Gefa3wandl&sion der A. carotis in ihrer topographischen Langenausdehnung regelhaft auf
den Bereich der Bifurkationszone. Unmittelbar an den umschriebenen pathologisch veranderten
GefalRwandbezirk schliefdt sich gesunde, plaquefreie Intima an.

Durch die oberflachennahe Lage des Gefél3es ist eine gute Beurtellung durch das nicht-invasive
Verfahren der Duplexsonographie moglich .

Zudem ermdglicht die etablierte und standardisierte TEA-Operationstechnik die Gewinnung
eines weitgehend anatomisch-topographisch intakten Operationspraparates (18).

Im Gegensatz zu anderen Lokalisationen, wie z.B. die A. femorals, spielen im
Strombahngebiet der cervikalen Gefélde Lebensgewohnheiten, Flussasnomalien durch vor- und
nachgeschaltete Stromungshindernisse sowie Blutdruck- und Blutfluf3schwankungen durch
verénderten peripheren Widerstand as mogliche Einflu3grofRen einer Restenosierung nach

operativer Manipulation eine untergeordnete oder keine Rolle.
Die Restenosierungsrate nach zundchst erfolgreicher Gefél3sanierung der Arteria carotis durch

TEA wird, je nach Erfassungsmethode, zwischen 0.5% und 19% angegeben (23,30,74,80).

Meistens sind derartige postoperativ auftretende Reduzierungen des Lumendurchmessers
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jedoch durch zeitlich limitierte Anpassungss und Remodelingvorgange reversibel und
damit klinisch nicht relevant (108,131,134).

Ca. 1.5-4% der Restenosen fuhren zu einer erneuten Symptomatik (32,39,120,122) und/oder
wiederum zu einer hochgradigen Lumeneinengung welche unter Umstdnden eine
Zweitoperation erforderlich macht. Patienten mit operierter Restenose haben ein mehr als 20%

erhdhtes Risiko einer erneuten Gefél3einengung (100).

Fir diese Phdnomene lief3en sich bisher keine sicheren prognostischen Indikatoren finden.
Als systemische Einflul3grofzen werden vor alem jingeres Lebensalter sowie das weibliche
Geschlecht  diskutiert.  Zusdtzlich  zéhlen  operationstechnische  Mangel, welche
zu hdmodynamischen Veranderungen fuhren, zu den exogenen Faktoren einer
Restenoseaushildung.

In vorliegender Studie wurden mogliche operativ bedingte Restenosefaktoren, beispielsweise
eine zu enge Direktnaht oder ausgepragte Intimastufen, durch den Ausschlufd von Patienten mit
Direktnaht der A. carotis oder mit auffalligen Angiographiebefunden minimiert.

Zudem waren systemisch wirksame Risikofaktoren bei Vergleich der Gruppen CPR und CP zu
Gunsten des Kollektivs ohne Restenoseaushbildung verteilt und entfalen daher as primérer
atiologischer Faktor der Restenoseformierung.

Aus diesen Grunden ist eine Einflussnahme weliterer, in der GefalRwand lokalisierter Faktoren
denkbar, welche zur Ausbildung einer Restenose der A. carotis beitragen.

Vermehrt auftretende zytokinetisch und humoral-parakrin gesteuerte zellulére Interaktionen
unter gefa3wandstandigen Entztindungszellen, wie sie bereits bei primér-arteriosklerotischen
Veranderungen beschrieben wurden (17), konnten dabeli hypothetisch flr stenosewirksame
strukturelle und morphologische Veranderung an der manipulierten Gefal3wand verantwortlich

gemacht werden.

In der vorliegenden Studie war als wesentlicher Leitbefund in den atheromattsen Plagues des
Patientenkollektivs mit Restenoseausbildung nach TEA ene ausgeprégte Pravalenz
inflammatorischer Zellen als Ausdruck eines zelluléren Entztindungspotentials nachzuweisen.

Dies spiegelte sich im hohen prozentualen Anteil der Makrophagen (39% Vorkommen
bezogen auf die untersuchten GF) und der signifikanten Assoziation der CD68-Positivitat zum

Proliferationsindex und zur Zellzahl wieder.



Dartber hinaus lie3 sich eine signifikante Zuordnung der CD3-Positivitét
(T-Lymphozyten) ebenfalls zur Zelzahl und zum Proliferationsindex nachweisen.
Die nebenbefundlich registrierte relativ hohe Présenz an Plasmazellen in den untersuchten
arteriosklerotischen Desobliteraten (18 der 25 Gesamtprgparate wiesen diesen Zelltyp auf)
deutet moglicherweise ebenfalls auf ein entzindlich/immunologisches Geschehen bei der
Plaguentstehung hin. Bisher 1&3t sich in der Literatur jedoch keine Zuordnung der Plasmazelle
zu bestimmten atherogenen Mechanismen in Erfahrung bringen. Im Zusammenhang mit
virologisch/bakteriologischen Untersuchungen konnte dieser Befund jedoch von Interesse sein,
denn kurzlich gelang der Nachwelis von inhérenten Chlamydien aber auch Zytomegalie- und
Herpesviren in der arteriosklerotischen Gefal3wand (54,71,126).

Im Gegensatz zu den genannten Beziehungen der Makrophagen zeigte die SM-(apha)Actin-
Positivitét als Indikator glatter Muskelzellen im Patientenkollektiv mit Restenose weder eine

signifikante Korrelation zur Zellzahl noch zur CD68-Positivitét oder zum Proliferationsindex.

Die erwdhnte Schliissdrolle der glatten Muskelzelle als Hauptinitiator und Promotor der
Arteriosklerose, wie in Tierversuchen beschrieben, scheint somit beim Menschen einer
entztindungsassoziierten Ursache untergeordnet zu sein.

Die Ubertragbarkeit tierexperimentell gewonnener Ergebnisse bei der Untersuchung
gefél3stenotischer Verdnderungen mul3 wegen mikroanatomisch divergentem Gefal3-
wandaufbau des Tiers gegeniber dem des Menschen ohnehin kritisch betrachtet werden
(55,78,113,114,127).

Eine (prdinflammatorische ,Ausgangssituation” in den priméren Plaguegeweben des
Kollektivs CPR konnte ursachlich flr eine ausgeprégtere Neigung zur Restenosierung
verantwortlich sein.

In Untersuchungen an humanem koronararteriosklerotischem Plaquegewebe konnte eine
deutliche transmurale Entziindung beobachtet werden (121). Bei postulierter Ubertragbarkeit
dieser Erkenntnisse auch auf die carotidale Strombahn wéare nach der Durchfihrung einer
Thrombendarteriektomie ein Verblelben entziindlich verénderter Plaguerandbezirke und
adventitieller oder adventitianaher Gefal3wandschichten im Operationsgebiet denkbar, wodurch

eine ,,Matrix“ fur neuerliche immunologische Z€dlinteraktionen geschaffen wirde.
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In diesem Zusammenhang sei auf Ergebnisse von Studien ebenfalls am Koronarsystem
hingewiesen, welche eine anndhernd komplette Remission entztndlich-arteriosklerotischer
Stenosen durch eine Behandlung mit Lipidsenkern (Statine) nachweisen konnten. Es wurden
dabei die lipiduberladene GefalRwand bzw. deren Zellen (Schaumzellen) entspeichert und damit
eine deutliche Reduktion der Entziindungszellen erreicht (20,62).

Antiinflammatorischen und lipidsenkenden Therapiemodalitdten kdnnte, neben einer Reduktion
systemischer Risikofaktoren (31,97), somit ein gewisser therapeutischer Stellenwert bei der

lokalen Pravention einer Restenoseentwicklung nach TEA an der Arteria carotis zukommen.

Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung weisen auf Unterschiede in der zelluléren
Zusammensetzung priméarer intimaler Plaguegewebe von Patienten mit unterschiedlichen
restenosefreien Zeitraumen hin. In dem restenosefreien Zeitraum >12 Mo zeigte sich eine
gesteigerte Proliferation der Makrophagen. Im restenosefreien Intervall <12 Mo war dies nicht
nachzuweisen; hier egab dich ene dgnifikante Korrelation des CD3-postiven
Lymphozytenvorkommens zum Pl. Zusétzlich war in Intervall <12 Mo das SMC-Vorkommen
positiv mit dem Proliferationsindex korreliert, in >12 Mo jedoch negativ.

Diese Beobachtungen lassen noch keine schliissige Interpretation beziiglich ihrer Bedeutung
zu. Sie weisen jedoch darauf hin, dal3 maglicherweise unterschiedliche Pathomechanismen mit
unterschiedlichem Zeitgang zum pathologischen Ergebnis der neointimalen Restenose fiihren

kdnnen.

Als ein weiteres Indiz fir die ursichliche EinfluRnahme entzindlicher gefél3wandstandiger
Faktoren auf Proliferation und Restenoseausbildung konnte eine tendenziell hohere Ki-67
Expresson der Media und Intima in der Untergruppe mit rein neointimaler Restenose
verglichen zu der Untergruppe mit potenziell op-technischer Einflussnahme beobachtet

werden. Dieser Befund war dabei unabhéngig von Zellzahl und Makrophagenanzahl.

Klinische Beobachtungen weisen darauf hin, dal3 weibliches Geschlecht den Riskofaktoren
einer Restenosierung zugeordnet werden kann (52,58). Urséchlich dafiir soll ein geringerer
Geféaldurchmesser, einhergenend mit hoheren Scherkréften, sowie eine unterschiedliche
Pléttchenreaktivitat im Vergleich zum ménnlichen Geschlecht sein (2,51,87,122).

Erganzend dazu wurde von manchen Autoren der postmenopausale Ostrogenriickgang als

restenosefordernde Einflul3grof3e erkannt. In Studien, vor allem am Koronarsystem, hat sich
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Ostrogen als protektiver Faktor im Hinblick auf arteriosklerotische Veranderungen
herausgestellt. Verantwortlich dafir sollen eine Anhebung des HDL-Spiegels,
antithrombotische und antioxidative Effekte sowie die Unterstiitzung der vasomotorischen
Endothelfunktion sein (76).

Eine erhohte Restenoserate unter den weiblichen Patienten dieser Studie konnte zwar nicht
direkt nachgewiesen werden, es lief3 sich jedoch eine Tendenz zu vermehrter intimaler Ki-67
Expression in der Untersuchungsgruppe CPR feststellen.

Diese hohere reduplikative Aktivitdt im priméren arteriosklerotischem Gewebe ist
madglicherweise als ein physiologischer Ausdruck der genannten geschlechtspezifischen
EinfluRgroBen zu werten und konnte im Fale ener Gefélverletzung auf eine

Restenoseformierung unterstiitzend einwirken.

Das etwas jungere Alter der Patienten in der Gruppe CPR (14 aus 25 Individuen £ 65 Jahre)
erscheint vor dem Hintergrund von Untersuchungsergebnissen aus der Literatur bedeutsam,
wonach das Patientenalter invers mit dem Restenoserisiko korreliert ist (65). Genaue Grinde
dafir sind bis dato nicht bekannt. Es gibt jedoch Hinweise auf Unterschiede in der
I mmunantwort und Entziindungsreaktion zwischen jlingeren und &lteren Individuen. So konnte
in Tierversuchen an der Ratte eine reduzierte "response to injury” seneszenter vaskulérer
glatter Muskelzellen aus arteriosklerotischen Plaguegeweben gezeigt werden. Dabeli waren
Adhésion, Migration und Proliferation dieser Zellen im Vergleich zu juvenilen SMCs
signifikant vermindert. In Bezug auf die Apoptoserate wurde ein gegentelliges Ergebnis
erhalten (133).

Eine Tendenz zu verzdgerten Wundhelungsvorgangen durch eine verspétet ensetzende
Makrophagen- und Lymphozyteneinwanderung unter dlteren Individuen konnte ferner anhand
humaner Hautbiopsien beobachtet werden (6). Dies ist unter Umstdnden mit einer
atersassoziierten Dysregulation in der Produktion und Interaktion von Zytokinen vereinbar,
welche in arteriosklerotischen und inflammatorischen V organgen involviert sind (105).

Anhand dieser Erkenntnisse ist moglicherweise die bevorzugte Ausbildung ener relevanten
fruhen Restenose nach Gefél3operation unter jlingeren Patienten mit einem hoheren
Wundheilungspotential, einhergehend mit verstarkter Entziindungsantwort und proliferativen

Hellungsvorgangen erklarbar.
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Die ausgeprégte Prasenz entzindlicher Elemente in den arteriosklerotischen Plaques der
Patienten mit Restenoseaushildung nach TEA gewinnt bel explorativem Vergleich mit dem
Kontrollkollektiv ohne Restenose zusétzlich an Bedeutung.

Zunachst fallt ein vermehrtes Vorkommen der inflammatorischen Zellarten Makrophagen
(CD68-Positivitat bezogen auf die untersuchten GF. CPR 39% vs. CP 23%) und T-
Lymphozyten (CD3-Positivitét bezogen auf die untersuchten GF: CPR 68% vs. CP 47%) in
der Gruppe der Patienten mit Restenoseausbildung auf. Dies kann mdglicherweise als
Ausdruck eines erhdhten Entzindungspotentiales in der arteriosklerotischen Geféal3wand
gewertet werden.

Als Hauptbefund war eine signifikant hohere Proliferationsrate in sowohl intimalen als auch
medialen Gefaldwandschichten im Kollektiv CPR im Vergleich zu CP festzustellen. Diese
Beobachtung unterstreicht die Bedeutung eines erhthten Entziindungsgrads im Plaguegewebe
der Patientengruppe mit Restenoseaushildung gegeniiber der Patientengruppe ohne dieses
Ereignis fur den Anstieg der Zellreduplikation, da durch Interaktionen von inflammatorischen
Zellen proliferative Aktivitét initiiert werden kann. Die Beobachtungen zytokinetischer
Wechselwirkungen (via Interleukine, Wachstumsfaktoren), ausgehend insbesondere von
Makrophagen, bestétigen dies (17,98).

Mediale Wandanteile weisen in gesunden Blutgefal3en nur geringe Proliferationsraten als
physiologische Reaktion auf Anderungen der GefalRwandspannung auf. Bei hohergradigen
arteriosklerotischen Veranderungen, wie in beiden klinischen Gruppen in vergleichbarer Weise
gegeben, ist hingegen durch die Versteifung der Intima und die damit verbundene
Verhinderung einer Druck- und Spannungsanpassung tiefer Wandschichten auch ein
reduziertes Proliferationsverhaten in der Media denkbar. In der vorliegenden Untersuchung
zeigten die Mediaanteile der Gruppe CPR hingegen einen erhéhten PI. Vor dem Hintergrund
fehlender biomechanischer Einflu3faktoren kann dies als Indiz fur vermehrt ablaufende
Entzindungs- und Reparaturvorgange gewertet werden. Eine raschere und progrediente
Restenosierung nach TEA wére damit vereinbar.

Die Bedeutung einer erhohten Proliferationsrate im medialen Resektionsrand von Lasionen, die
von einer Restenose gefolgt sind, gewinnt zusétzlich an Bedeutung durch den Befund aus
Zellkulturen humaner Plaguemyozyten. SMCs, die aus der Media von Carotisli&sionen isoliert
wurden, zeigten im Vergleich zu SMCs aus der Intima ene sgignifikant erhohte

Proliferationsrate in vitro (42).
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Als Klinische Konsequenz wdare ein aggressiveres operatives Vorgehen mit dem Zidl,
verbliebene Entzindungspotentiale an den Resektionsgrenzen zu entfernen, denkbar.
Tierversuche zeigten andererseits, dal3 neben dem Ausmal? der Endothelschédigung gerade die
Verletzung medialer Strukturen, der Lamina elastica interna und glatter Muskelzellen im Sinne
der ,response to injury Hypothese® restenoseforderlich sein kann (11,21,79,81,97,
110,111,134).

Die Zédlldichte der L&sionen ist vor dem Hintergrund der genannten inflammatorischen und
mitotischen Merkmale zu betrachten. Die Gesamtzellzahl im intimalen Plaguegewebe des
Kollektivs mit Restenoseausbildung (241+89.0) war gegeniber dem Kollektiv ohne
Restenoseaushildung (162+55.7) nach CarotisTEA dSignifikant erhdht. Dies kann im
Zusammenhang mit einer ausgepragten Reaktion des Gewebes auf entziindliche Stimuli

(z.B. vermehrte Zytokin- und Chemokinausschiittung) gewertet werden (68).

In der Gruppe CPR versus CP dgnifikant vermehrte Cholesterineinlagerungen und
Neovaskularisationen sowie das haufigere Vorkommen an Siderophagen und Verkalkungen als
Parameter indirekter inflammatorischer und postinflammatorischer Mechanismen kénnen als
weiterer Anhatspunkt fir eine entztindlich/immunologisch gepragte Pathogenese der
Plagueentstehung im Untersuchungskollektiv mit Aushildung einer Restenose nach Carotis-
TEA gewertet werden. Neovaskularisationen gelten dabei als " Quelle” systemischer Faktoren
und als ” Eintrittspforte” fur weitere inflammatorische Zellen, die zur Unterhaltung atherogener
Mechanismen fuihren (85,98,113).

Diese unterschiedlichen pathophysiologischen Grundbedingungen in den Untersuchungs-
gruppen kommen auch durch eine homogenere Zellverteilung und die vermehrte laminédre
Zellanordnung in dem Kollektiv ohne Restenoseausbildung zum Ausdruck.

Ein laminar geschichteter und homogener Gewebeaufbau ist dabei als morphologischer
Ausdruck einer chronischen Adaptation an hamodynamische Einflisse wie Scherkréfte,
Druckkrafte und FluRanomalien zu sehen und entspricht einem Surrogatparameter ,,runender”
Zellen. Im Gegensatz dazu sind ungeordnete Zellanordnungen, wie in der Gruppe CPR haufig

Zu beobachten war, durch reparative und inflammatorische/immunologische V organge bedingt.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, prognostische Faktoren einer frihen
Restenosierung der Arteria carotis nach TEA explorativ zu eruieren.

Dazu wurden retrospektiv Desobliterate aus Primér- und Restenosegewebe in Bezug auf
histomorphologische Merkmale, zelluldre Zusammensetzung und proliferative Aktivitét
histologisch und immunhistochemisch untersucht. Daneben fand auch das Risikoprofil der
Patienten Beachtung.

Zur ldentifikation pathophysiologisch bedeutsamer Parameter erfolgte eine explorative
Gegenuberstellung mit den Ergebnissen der Plagueanalyse eines Kontrollkollektivs, welches

keine Restenoseaushildung der Arteria carotis nach TEA aufwies.

Die Fragestellungen lassen sich wie folgt beantworten:

1. Frage:
Das untersuchte Patientenkollektiv. mit Ausbildung ener frihen Restenose nach
Endarteriektomie der A. carotis war durch eine hohe Prévalenz inflammatorischer
Merkmale in den Desobliteraten der Primarldsionen gekennzeichnet. Dies spiegelt sich im
vermehrten Vorkommen von Makrophagen aber auch in der sgnifikanten Korrelation des

T-Lymphozytenvorkommens mit der Zellzahl wieder.

2. Frage:
Das Vorkommen der inflammatorisch/immunologischen Zellarten Makrophagen und
Lymphozyten war signifikant mit dem Proliferationsgeschehen im priméren Plaguegewebe
assoziiert. Dieses hat sich hingegen nicht fur die glatten Muskelzellen bestétigt, welche in
Tierversuchen mit mitotischen Ereignissen bei der Plagueformierung haufig in Verbindung
gebracht wurden.
Histomorphologische Merkmale waren nicht mit erhohter proliferativer Aktivitét in

arteriosklerotischem Gewebe vergesellschaftet.

-850 -



3. Frage:
Unter den klinischen Charakteristika und Arterioskleroserisikofaktoren zeigte sich keine
einheitlich zuordenbare Korrelation zur zellularen Proliferation in den untersuchten
Gewebeproben. Lediglich der Nikotinabusus war signifikant mit einer vermehrten
Zelltellungsaktivitét korreliert. Ein erniedrigter Proliferationsindex in den untersuchten
Desobliteraten zeigte sich jedoch bei Diabetikern. Patienten jlngeren Alters und weiblichen
Geschlechts wiesen in den arteriosklerotischen Gewebeschnitten der A. carotis eine

Tendenz zu vermehrten Zellteilungsvorgangen auf.

4. Frage:
Die inflammatorischen Zellen Makrophagen und Lymphozyten erwiesen sich in der Gruppe
mit konsekutiver Restenose nach Carotis TEA gegeniber der Gruppe ohne Restenose
gignifikant Uberreprasentiert. Gleiches konnte auch fur die entziindungsassoziierten
histomorphologischen Parameter Neovaskularisationen und Cholesterineinlagerungen

bestétigt werden.

5. Frage:

Bei Vergleich der klinischen Charakteristika und Risikofaktoren der Gruppe mit Ausbildung
einer frhen Restenose nach TEA und der Kontrollgruppe ohne diese Komplikation wiesen
Nikotinabusus, Diabetes mellitus, Alter und Geschlecht keinen relevanten Unterschied in
der Haufigkeitsvertellung auf. Eine erhohte Gesamtzahl der Risikofaktoren in der
Kontrollgruppe ist insbesondere auf das Hypertonie- und Hyperlipiddmievorkommen
zuruckzufthren.

Der Aussagewert dieser Ergebnisse mul3 in Anbetracht der geringen Fallzahl jedoch kritisch
betrachtet werden.

6. Frage:
Anhand des Vergleichs von Patientenkollektiven mit Restenosierung nach Carotis TEA
vs. ohne Restenoserung nach CarotisTEA hat sich der Proliferationsindex in der
Arterienmedia as ein moglicher prognostischer Hinweis fiir eine erneute Gefal3einengung

herausgestellt.
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Fir Zelreduplikationen in der Media konnte unabhangig von arteriosklerotischen
Risikofaktoren, der histologischen Zelldichte und der Makrophagenanzahl eine mdgliche
prognostische Relevanz hinsichtlich einer Restenoseformierung aufgezeigt werden.

Dem gegeniber war in den Desobliterationsgeweben von Lasionen ohne frihe
Restenoseformierung im Anschlul? an die Gefal3sanierung die Ki-67 Expression in medialen

Schichten ein seltenes Einzelereignis.

Zusammenfassend konnten ein hoher Anteil an immunologischen/inflammatorischen Zellen im
primaren Plaguegewebe sowie der Nachwels proliferativer Aktivitdt unter diesen
Zéellpopulationen in VVerbindung mit entzindungsassoziierten histomorphologischen Merkmalen

auf ein erhdhtes Risiko einer frihen Restenoseaushildung der A. carotis nach TEA hinwelsen.

Die Ergebnisse dieser retrospektiven Arbeit bieten die Grundlage fir weiterfihrende

prospektive Untersuchungen zur Restenoseformierung.
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