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Abstract: Drug‐eluting bioresorbable scaffolds represent the last frontier in the field of angioplasty 

and stenting to treat coronary artery disease, one of the leading causes of morbidity and mortality 

worldwide. In particular, sirolimus‐eluting magnesium‐based scaffolds were recently introduced in 

clinical practice. Magnesium alloys are biocompatible and dissolve in body fluids, thus determining 

high concentrations of magnesium in the local microenvironment. Since magnesium regulates cell 

growth, we  asked whether  high  levels  of magnesium might  interfere with  the  antiproliferative 

action of sirolimus. We performed in vitro experiments on rabbit coronary artery endothelial and 

smooth muscle cells (rCAEC and rSMC, respectively). The cells were treated with sirolimus in the 

presence  of  different  concentrations  of  extracellular  magnesium.  Sirolimus  inhibits  rCAEC 

proliferation only in physiological concentrations of magnesium, while high concentrations prevent 

this effect. On the contrary, high extracellular magnesium does not rescue rSMC growth arrest by 

sirolimus and accentuates the inhibitory effect of the drug on cell migration. Importantly, sirolimus 

and magnesium do not impair rSMC response to nitric oxide. If translated into a clinical setting, 

these results suggest that, in the presence of sirolimus, local increases of magnesium concentration 

maintain normal endothelial proliferative capacity and  function without affecting  rSMC growth 

inhibition and response to vasodilators. 
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1. Introduction 

Coronary artery disease exacts a very high toll in terms of morbidity and mortality 

all over the world [1]. While prevention and lifestyle changes remain the best weapons to 

control the disease, it might be necessary to resort to  invasive procedures that  increase 

blood supply  to the heart. Since  the  implantation of the  first bare metal stents  in 1986, 

innovative solutions have been adopted to limit in‐stent restenosis, stent thrombosis and, 

as  recently  reported, neoatherosclerosis  [2]. Antiproliferative drug  eluting  stents were 

generated and percutaneous coronary intervention involving these devices is now widely 

utilized to treat artery stenosis and prevent re‐stenosis [3,4]. The last frontier for coronary 

stenting was the development of bioresorbable scaffolds (BRS), which provide transient 

vessel support and are gradually dissolved to avoid the permanent caging of the vessel, 

thus granting  the  restoration  of  vasomotion  [5].  In  this  field, magnesium  (Mg)  alloys 

raised major interest because of their mechanical and biological features [6]. Indeed, they 

possess an adequate radial force and are biocompatible, since magnesium is an essential 

element involved in myriads of physiological processes [7]. In addition, Mg scaffolds are 

resorbed by the body with no adverse effects. Moreover, Mg is beneficial for the arteries 

and, in particular, it positively impacts endothelial function by preventing oxidative stress 
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and  inhibiting  pro‐inflammatory  events  [8–10].  Sirolimus  eluting  biodegradable Mg 

scaffolds have  recently been  introduced  into clinical practice, with  favorable outcomes 

[11]. 

Sirolimus (also known as rapamycin) is a macrolide with potent immunosuppressive 

and anti‐proliferative properties because it inhibits the mammalian target of rapamycin 

(mTOR), a highly conserved serine/threonine kinase that regulates crucial cell functions 

such as metabolism, growth, survival, autophagy and transcription [12]. Sirolimus is used 

for coronary stent coating, since it brakes the proliferation of medial smooth muscle cells, 

reducing in‐stent restenosis [13]. However, vascular dysfunction has been reported in rats 

after  continuous  sirolimus  infusion  at  a  rate  of  5  mg/kg/day,  reaching  a  blood 

concentration as high as 14.2 ± 5.7 μg/L [14]. Similarly, in isolated human thoracic arteries, 

sirolimus  impaired  endothelial  function  [15].  In  cultured  human  umbilical  vein 

endothelial  cells,  a  widely  used  in  vitro  model  of  macrovascular  endothelial  cells, 

conflicting results are available. A first study demonstrated an impairment of cell viability 

and function with concentrations of sirolimus higher than 1 nM [16]. In the same cells, 

another group reported the beneficial effect of sirolimus (100 ng/mL) in inhibiting TNFα‐

induced VCAM upregulation, thus reducing the recruitment of leukocytes into inflamed 

sites [17]. 

Studies from preclinical models implanted with Mg‐based sirolimus eluting scaffolds 

yielded  promising  results.  Mg‐based  BRS  are  safe,  induce  healing  and  show  low 

thrombogenicity in rabbits and pigs [2]. These scaffolds also reduce neo‐atherosclerosis in 

rabbits [2]. 

The  purpose  of  the  present  in  vitro  study was  to  assess  the  effects  of  different 

concentrations of  sirolimus  and Mg  in  rabbit  coronary  artery  endothelial  and  smooth 

muscle  cells  (rCAEC  and  rSMC,  respectively).  Since Mg  stimulates  cell  growth  and 

prevents apoptosis, we wondered whether an increase in extracellular Mg concentration 

might  reduce  the  anti‐proliferative  effects  of  sirolimus  on  rSMC  and  counterbalance 

possible  detrimental  effects  of  sirolimus  in  rCAEC.  A  two‐fold  increase  in  Mg 

concentration was measured in the wall of pig coronary arteries, after the implantation of 

a Mg‐alloy scaffold [18]. Therefore, we cultured the cells in medium containing from 1, 

which  is  the physiological concentration,  to 3 mM Mg. To our knowledge, no data are 

available  about  the  concentration  of  sirolimus  in  the  vessel  wall  after  scaffold 

implantation.  Studies  in  the  literature  indicate  that  sirolimus  is  about  1.5  μg/mm2  of 

scaffold surface and it degrades in about 90 days [19]. We decided to utilize 2 to 50 ng/mL 

of sirolimus. 

2. Materials and Methods 

2.1. Cell Culture 

Primary  rCAEC  and  rSMC were purchased  from Creative Bioarray  (Shirley, NY, 

USA)  and  expanded  for  3  population  doublings,  according  to  the  manufacturer’s 

instructions. To  increase Mg concentration  from 1  to 1.5, 2 and 3 mM Mg, MgSO4 was 

added to the media. The cells were also treated with different concentrations of sirolimus: 

2 ng/mL, 10 ng/mL or 50 ng/mL. The experiments were conducted for 24, 48, 72 and/or 

144 h. Different batches of  cells were utilized  to overcome possible differences due  to 

individual variability. The cells were trypsinized and stained with trypan blue solution 

(0,4%).  Viable  cells  were  counted  using  a  Luna  Automated  Cell  Counter  (Logos 

Biosystems, Anyang, South Korea). All  the experiments were performed at  least  three 

times. 

2.2. In Vitro Wound Assay 

Primary  rCAEC  and  rSMC  were  seeded  on  24‐well  plates  (Greiner  bio‐one, 

Frickenhausen, Germany) and cultured in the presence of 1 or 3 mM of extracellular Mg 

with or without sirolimus (2 or 50 ng/mL). After 48 h of treatment, the monolayers were 
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scraped, washed with PBS twice to remove debris and maintained in media containing 

Mg and/or sirolimus for an additional 24 h. Then, the cells were fixed and colored with 

Crystal Violet for 20 min, washed with PBS twice and visualized by optical microscope 

(4X magnification). The percentage of migration vs. CTR (1 mM Mg with no sirolimus) 

was analyzed using ImageJ [20]. 

2.3. Fluorescence Microscopy 

The  cells  were  grown  on  microscope  glasses,  fixed  in  PBS  containing  3% 

paraformaldehyde and 2% sucrose (pH 7.6), and stained with fluorescent phalloidin to 

visualize  the  cytoskeleton  or with  4′,6‐diamidino‐2‐phenylindole  (DAPI)  to detect  the 

nuclei. Finally, cells were mounted with moviol, and images were acquired using a 63X 

objective  in oil by an SP8 confocal microscope  (Leica Microsystems, Buffalo Grove,  IL, 

USA). Magnification was 40X. 

2.4. Enzyme‐Linked Immunosorbent Assay–ELISA 

The cells were seeded on 24‐well plates and treated for 72 and 144 h in the presence 

of  1 or  3 mM of  extracellular Mg with or without  sirolimus  (2 or  50 ng/mL). For  the 

quantitative determination of rabbit tissue factor (tF), P‐selectin, Vascular Cell Adhesion 

Protein  1  (VCAM)  (Cloud‐clone  corp.,  Katy,  TX, USA)  and  endothelial Nitric Oxide 

Synthase  (eNOS)  (Creative Diagnostics, New  York, NY, USA)  ELISA  kits were  used 

according to the datasheet  instructions. All the ELISA were performed on 30 μg of cell 

extracts in triplicates for 3 times. 

2.5. Cyclic GMP Measurement 

rSMC were seeded on 24‐well plates and cultured for 72 h in the presence of 1 or 3 

mM Mg, combined or not with sirolimus (2 and 50 ng/mL). The cells were then treated for 

30 min with Sodium Nitroprusside (SNP 10 μM) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA), a 

donor of nitric oxide (NO). The Cyclic GMP XP Assay Kit (Cell Signaling, Danvers, MA, 

USA) was utilized according to the manufacturer’s instructions. The percentage of activity 

was calculated as follows: % activity = 100 × [(A − Abasal)/(Amax − Abasal)], where A is 

the  sample  absorbance, Amax  is  the  absorbance  at maximum  stimulation  (high  cyclic 

GMP  concentration),  and  Abasal  is  the  absorbance  at  basal  level  (no  cGMP).  The 

experiment was performed 3 times in triplicate. 

2.6. Statistical Analysis 

Data are reported as means ± SD. The data were normally distributed and they were 

analyzed  using  one‐way  repeated  measures  ANOVA.  The  p‐values  deriving  from 

multiple  pairwise  comparisons  were  corrected  by  the  Bonferroni method.  Statistical 

significance was defined for p‐value ≤ 0.05. * p ≤ 0.05; ** p ≤ 0.01; *** p ≤ 0.001; **** p ≤ 

0.0001. 

3. Results 

3.1. The Effect of Sirolimus and Mg on rCAEC Growth, Migration and Morphology 

rCAEC were seeded at low density and cultured in the presence of 2, 10 and 50 ng/mL 

of sirolimus in media containing different concentrations of Mg (1 to 3 mM). After 72 or 

144 h  the cells were  trypsinized and counted. Figure 1A shows  that sirolimus  inhibits 

rCAEC  proliferation  only  in  1 mM Mg, while  concentrations  higher  than  1 mM Mg 

prevent this inhibitory effect. 

We then performed all the following experiments utilizing media containing 1 or 3 

mM, with or without 2 and 50 ng/mL of sirolimus. We also found that culture for 72 h in 

3 mM Mg with or without sirolimus enhances rCAEC migration (Figure 1B). Moreover, 

no significant differences were detected  in cell morphology, nuclei and cytoskeleton  in 

rCAEC treated with 2 and 50 ng/mL of sirolimus in medium containing 1 or 3 mM Mg for 
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72 h, after staining with fluorescent phalloidin and DAPI to visualize the cytoskeleton and 

the nuclei (Figure 1C). 

 

Figure 1. The effects of sirolimus and Mg on rCAEC. (A) rCAEC were counted after 72 and 144 h of 

culture in medium containing 1, 1.5, 2 or 3 mM Mg with or without different concentrations of siro‐

limus (SIR, 2, 10, 50 ng/mL). ‐SIR refers to untreated controls. (B) Confluent rCAEC were cultured 

in the presence of 1 or 3 mM Mg combined with 2 or 50 ng/mL of sirolimus for 48 h. Then wound 

assay was performed. 24 h later the width of the wound was visualized and measured. Representa‐

tive images of the scratches are shown (left panel). Scale bar: 125 μm. The migration rate was ana‐

lyzed using  ImageJ and data are shown as  the percentage of migration compared  to  the control 

(CTR, 1 mM Mg without sirolimus, right panel).  (C) Confluent rCAEC were cultured  in culture 

medium containing 1 or 3 mM Mg with or without sirolimus (2 and 50 ng/mL), stained with phal‐

loidin and DAPI and visualized by  fluorescence microscopy. Representative  images are  shown. 

Scale bar: 20 μm. Data are expressed as the mean ± standard deviation of three independent assays 

(* p ≤ 0.05; ** p ≤ 0.01; *** p ≤ 0.001; **** p ≤ 0.0001). 

3.2. The Effect of Sirolimus and Mg on the Amounts of VCAM and P‐Selectin in rCAEC 

When activated or dysfunctional, endothelial cells upregulate adhesion molecules to 

recruit leukocytes [16]. The cells were treated with 2 or 50 ng/mL of sirolimus in media 

containing 1 or 3 mM Mg for 72 and 144 h. By ELISA, we measured the amounts of VCAM 

and P‐selectin, both involved in atherogenesis. While P‐selectin is not modulated by ex‐

tracellular Mg and sirolimus (Figure 2A), VCAM is downregulated in 3 mM Mg also in 

the presence of sirolimus at 72 h and upregulated in rCAEC cultured in 3 mM Mg with 50 

ng/mL sirolimus for 144 h (Figure 2B).   
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Figure 2. The effects of sirolimus and Mg on the total amounts of P‐selectin and VCAM. ELISA 

was performed on cell extracts after 72 and 144 h of culture in medium containing 1 or 3 mM Mg 

in the presence of 2 or 50 ng/mL of sirolimus. (A) P‐selectin (B) VCAM. Data are expressed as the 

mean ± standard deviation of three independent assays (* p ≤ 0.05; ** p ≤ 0.01). 

3.3. The Effect of Sirolimus and Mg on the Amounts of tF and eNOS in rCAEC 

Dysfunctional endothelial cells upregulate tF, which activates the extrinsic coagula‐

tion pathway and  triggers  thrombosis  [21]. The  total amounts of  tF were measured by 

ELISA on rCAEC cultured as described above. Figure 3A shows no modulation of tF after 

72 h of culture in the presence of sirolimus or 3 mM Mg alone, while the total amount of 

tF is significantly reduced in cells cultured in 3 mM Mg with sirolimus for 144 h. Moreo‐

ver, since aberrant levels of eNOS have been described in atherosclerosis [22], we analyzed 

the levels of the enzyme in rCAEC under the same experimental conditions and did not 

detect significant differences (Figure 3B). 

 

Figure 3. The effects of sirolimus and Mg on the total amounts of tF and eNOS. ELISA for tF (A) and 

eNOS (B) was performed as described above. Data are expressed as the mean ± standard deviation 

of three independent assays (* p ≤ 0.05; ** p ≤ 0.01; *** p ≤ 0.001). 
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3.4. The Effect of Sirolimus and Mg on rSMC Growth and Migration 

rSMC were cultured with or without 2, 10, 50 ng/mL sirolimus  in  the presence of 

different concentrations of extracellular Mg, from 1 to 3 mM, for 72 and 144 h. After 72 h 

control cells were confluent, while a marked growth‐inhibitory effect by sirolimus was 

observed at all  time points  tested  (Figure 4A).  Indeed, 2 ng/mL of sirolimus suffice  to 

maximally  inhibit cell growth. Importantly, high concentrations of extracellular Mg do 

not rescue the growth‐inhibitory effect of sirolimus. We also found that culture for 72 h 

with sirolimus inhibits rSMC migration (Figure 4B). 3 mM Mg alone reduces migration 

compared to 1 mM Mg, in accordance with previous reports [8], and does not interfere 

with the inhibitory effect of sirolimus.   

 

Figure 4. The effects of sirolimus and Mg on rSMC. (A) The cells were counted after 72 and 144 h of 

culture in medium containing 1, 1.5, 2 or 3 mM Mg with or without different concentrations of siro‐

limus (2, 10, 50 ng/mL). (B) Confluent rSMC were cultured in the presence of 1 or 3 mM Mg com‐

bined with 2 or 50 ng/mL of sirolimus for 72 h and the wound assay was performed. 24 h later, the 

width  of  the wound was  visualized  and measured. Representative  images  of  the  scratches  are 

shown (left panel). Scale bar: 125 μm. The migration rate was analyzed using ImageJ and data are 

shown as the percentage of migration compared to the control (CTR, 1 mM Mg without sirolimus, 

right panel). Data are expressed as the mean ± standard deviation of three independent assays (* p 

≤ 0.05; ** p ≤ 0.01; *** p ≤ 0.001; **** p ≤ 0.0001). 

3.5. The Effect of Sirolimus and Mg on the Response of rSMC Growth to NO Donor 

We then tested whether sirolimus alters rSMC response to NO, which regulates the 

degree of contraction of vascular smooth muscle cells by stimulating the production of 

cyclic GMP (cGMP). 

rSMC were cultured in medium containing 1 or 3 mM Mg with or without sirolimus 

(2 and 50 ng/mL) for 72 h. Then, sodium nitroprusside (SNP 10μM), a vasodilator which 

acts as a NO donor, was added for 30 min. Therefore, we measured cGMP as a marker of 

the sensitivity of rSMC to NO [23]. ELISA shows no alterations in the response to SNP of 

rSMC cultured in 1 and 3 mM Mg, with or without sirolimus (Figure 5). 
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Figure 5. The effects of sirolimus and Mg on the response of rSMC to SNP. The cells were cultured 

in medium containing 1 or 3 mM Mg with or without sirolimus (2 and 50 ng/mL). After 72 h, the 

cells were treated with SNP for 30 min. cGMP was measured as described in the methods. Data are 

expressed as the mean ± standard deviation of three independent assays. 

4. Discussion 

Sirolimus‐eluting resorbable Mg alloy scaffolds have recently entered clinical prac‐

tice to treat coronary lesions. The choice of Mg alloy to generate the scaffold is based on 

the mechanical and biological properties of the metal. From a mechanical point‐of‐view, 

Mg provides a radial strength which is adequate to support the vascular wall and offers a 

high collapse pressure with low elastic recoil [24]. Most of the Mg of the alloy is completely 

resorbed in about 12 months without side effects [25]. Actually, an increase in Mg concen‐

tration in the vessel wall might be beneficial, because of its anti‐arrhythmic, anti‐throm‐

botic and anti‐inflammatory effects [7–9]. Moreover, high extracellular Mg induces quies‐

cence in human coronary SMC, while it stimulates the proliferation of human coronary 

endothelial cells [18]. 

Sirolimus, which possesses potent anti‐proliferative properties, is frequently used to 

coat scaffolds. The potential reciprocal interaction between Mg and sirolimus has not been 

investigated yet. In rabbits, the implantation of Mg‐based bioresorbable scaffolds acceler‐

ated  re‐endothelialization  and decreased macrophage  infiltration  in  the neointima  [2]. 

Our in vitro results in rCAEC and rSMC might offer some hints to interpret these results. 

A first issue to consider is that in the in vitro studies performed on endothelial and smooth 

muscle cells available in the literature, high concentrations of extracellular Mg were used 

[9,18,26], i.e., 5 mM or more, which is unlikely to be reached even in strict proximity to the 

scaffold. In addition, in pigs, a Mg‐based scaffold increases Mg concentration in the vas‐

cular wall up to ~2 mM [18]. This is the reason why we cultured rCAEC and rSMC in a 

range between 1 and 3 mM Mg. A second point to raise is that our experiments were per‐

formed for long times, up to 144 h, while most studies investigated cellular events in the 

short term. 

An  interesting finding  is  that concentrations higher than 1 mM of Mg prevent the 

inhibitory effect of sirolimus on endothelial proliferation. Moreover, 3 mM Mg with or 

without  sirolimus stimulate migration. These  results  suggest  that  re‐endothelialization 

should be granted by a modest increase in extracellular Mg, which counterbalances the 

inhibitory effects of sirolimus on the endothelium. Turning our attention to endothelial 

function, we found that high extracellular Mg downregulates VCAM after 72 h of culture, 

a beneficial event that might reduce the adhesion of leukocytes to the endothelium. How‐

ever, after 144 h, sirolimus (50 ng/mL) increases the total amounts of VCAM. At the mo‐

ment, we have no explanation for these results, which raise the possibility of a late siroli‐

mus‐induced enhancement of leukocyte adhesion. It would be interesting to investigate 

VCAM in animal models at various times after the implant of vascular scaffolds. We also 

measured the amounts of tF, the critical initiator of blood coagulation in acute coronary 

syndrome, and found no upregulation by sirolimus neither alone nor in combination with 

Mg. Surprisingly, we found a reduction of tF after 144 h in rCAEC cultured in 3 mM of 
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Mg and treated with sirolimus. In general, these results support the in vivo evidence that 

Mg‐based sirolimus eluting scaffolds are less thrombogenic than other absorbable devices 

in rabbits [27] and in humans [11]. 

In rSMC, high extracellular Mg does not interfere with the anti‐proliferative and anti‐

migratory effects of sirolimus. Actually, high Mg potentiates sirolimus in inhibiting rSMC 

migration. Morever,  sirolimus  and Mg  do  not  alter  rSMC  sensitivity  to NO  donors, 

thereby suggesting  that vasomotion  in vivo might be maintained. It should be recalled 

that Mg might favor vasodilation also by antagonizing Ca [28]. Again, these results should 

be confirmed in preclinical animal models. 

In brief,  these  in vitro experiments show  that 3 mM of extracellular Mg suffice  to 

prevent events associated with neointima formation and in‐stent restenosis, contrast en‐

dothelial acquisition of pro‐thrombotic phenotype and stimulate endothelial growth and 

migration. 

Author Contributions: Conceptualization, L.L., J.A.M., and S.C.; methodology, G.F.; formal analy‐

sis,  all  authors.;  investigation, G.F.,  L.L.;  resources,  J.A.M.; writing—original  draft  preparation, 

J.A.M.; writing—review and editing, L.L., S.C., J.A.M.; funding acquisition, J.A.M. All authors have 

read and agreed to the published version of the manuscript. 

Funding: This research received no external funding. 

Institutional Review Board Statement: Not applicable. 

Informed Consent Statement: Not applicable. 

Data Availability Statement: Data available in a publicly accessible repository. The data presented 

in this study are openly available in Dataverse at https://dataverse.unimi.it/dataverse/materials. 

Aknowledgments: The authors acknowledge  support  from  the University of Milan  through  the 

APC initiative. 

Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest. 

References 

1. Joseph, P.; Leong, D.; McKee, M.; Anand, S.S.; Schwalm,  J.D.; Teo, K.; Mente, A.; Yusuf, S. Reducing  the global burden of 

cardiovascular  disease,  part  1:  The  epidemiology  and  risk  factors.  Circ.  Res.  2017,  121,  677–694, 

doi:10.1161/CIRCRESAHA.117.308903. 

2. Nicol, P.; Bulin, A.; Castellanos, M.I.; Stöger, M.; Obermeier, S.; Lewerich, J.; Lenz, T.; Hoppmann, P.; Baumgartner, C.; Fischer, 

J.; et al. Preclinical investigation of neoatherosclerosis in magnesium‐based bioresorbable    scaffolds versus thick‐strut drug‐

eluting stents. EuroIntervention J. Eur. Collab. with Work. Gr. Interv. Cardiol. Eur. Soc. Cardiol. 2020, 16, e922–e929, doi:10.4244/EIJ‐

D‐19‐00747. 

3. Simard, T.; Hibbert, B.; Ramirez, F.D.; Froeschl, M.; Chen, Y.X.; O’Brien, E.R. The Evolution of Coronary Stents: A Brief Review. 

Can. J. Cardiol. 2014, 30, 35–45, doi:10.1016/j.cjca.2013.09.012. 

4. Canfield, J.; Totary‐Jain, H. 40 years of percutaneous coronary intervention: History and future directions. J. Pers. Med. 2018, 8, 

1–9, doi:10.3390/jpm8040033. 

5. Testa, L.; Latib, A.; Montone, R.A.; Colombo, A.; Bedogni, F. Coronary Bioresorbable Vascular Scaffold Use in the Treatment of 

Coronary Artery    Disease. Circ. Cardiovasc. Interv. 2016, 9, doi:10.1161/CIRCINTERVENTIONS.116.003978. 

6. Qiu, T.; Zhao, L. Research into biodegradable polymeric stents: A review of experimental and modelling work. Vessel Plus 2018, 

2, 12, doi:10.20517/2574‐1209.2018.13. 

7. de Baaij, J.H.F.; Hoenderop, J.G.J.; Bindels, R.J.M. Magnesium in man: Implications for health and disease. Physiol. Rev. 2015, 95, 

1–46, doi:10.1152/physrev.00012.2014. 

8. Castiglioni, S.; Maier, J.A.M. Magnesium alloys for vascular stents: The biological bases: A focus on the effects of magnesium 

on vascular cells. BioNanoMaterials 2015, 16, 23–29, doi:10.1515/bnm‐2015‐0003. 

9. Maier, J.A.M.; Bernardini, D.; Rayssiguier, Y.; Mazur, A. High concentrations of magnesium modulate vascular endothelial cell 

behaviour in vitro. Biochim. Biophys. Acta Mol. Basis Dis. 2004, 1689, 6–12, doi:10.1016/j.bbadis.2004.02.004. 

10. Maier, J.A.; Castiglioni, S.; Locatelli, L.; Zocchi, M.; Mazur, A. Magnesium and inflammation: Advances and perspectives. Semin. 

Cell Dev. Biol. 2020, doi:10.1016/j.semcdb.2020.11.002. 

11. Haude, M.; Ince, H.; Kische, S.; Toelg, R.; Van Mieghem, N.M.; Verheye, S.; von Birgelen, C.; Christiansen, E.H.; Barbato, E.; 

Garcia‐Garcia, H.M.; et al. Sustained Safety and Performance of the Second‐Generation Sirolimus‐Eluting    Absorbable Metal 

Scaffold:  Pooled  Outcomes  of  the  BIOSOLVE‐II  and  ‐III  Trials  at  3  Years.  Cardiovasc.  Revasc. Med.  2020,  21,  1150–1154, 

doi:10.1016/j.carrev.2020.04.006. 



Materials 2021, 14, 1970  9  of  9 
 

 

12. Laplante, M.; Sabatini, D.M. mTOR signaling in growth control and disease. Cell 2012, 149, 274–293, doi:10.1016/j.cell.2012.03.017. 

13. Daniel, J.‐M.; Dutzmann, J.; Brunsch, H.; Bauersachs, J.; Braun‐Dullaeus, R.; Sedding, D.G. Systemic application of sirolimus 

prevents neointima formation not via a direct    anti‐proliferative effect but via its anti‐inflammatory properties. Int. J. Cardiol. 

2017, 238, 79–91, doi:10.1016/j.ijcard.2017.03.052. 

14. Jabs, A.; Göbel, S.; Wenzel, P.; Kleschyov, A.L.; Hortmann, M.; Oelze, M.; Daiber, A.; Münzel, T. Sirolimus‐Induced Vascular 

Dysfunction. Increased Mitochondrial and Nicotinamide Adenosine Dinucleotide Phosphate Oxidase‐Dependent Superoxide 

Production  and  Decreased  Vascular  Nitric  Oxide  Formation.  J.  Am.  Coll.  Cardiol.  2008,  51,  2130–2138, 

doi:10.1016/j.jacc.2008.01.058. 

15. Reineke, D.C.; Müller‐Schweinitzer, E.; Winkler, B.; Kunz, D.; Konerding, M.A.; Grussenmeyer, T.; Carrel, T.P.; Eckstein, F.S.; 

Grapow, M.T.R. Rapamycin impairs endothelial cell function in human internal thoracic arteries. Eur. J. Med. Res. 2015, 20, 59, 

doi:10.1186/s40001‐015‐0150‐4. 

16. Barilli, A.; Visigalli, R.; Sala, R.; Gazzola, G.C.; Parolari, A.; Tremoli, E.; Bonomini, S.; Simon, A.; Closs, E.I.; Dall’Asta, V.; et al. 

In human endothelial cells rapamycin causes mTORC2 inhibition and impairs cell viability and function. Cardiovasc. Res. 2008, 

78, 563–571, doi:10.1093/cvr/cvn024. 

17. Wang, C.; Qin, L.; Manes, T.D.; Kirkiles‐Smith, N.C.; Tellides, G.; Pober, J.S. Rapamycin antagonizes TNF induction of VCAM‐

1 on endothelial cells by inhibiting   mTORC2. J. Exp. Med. 2014, 211, 395–404, doi:10.1084/jem.20131125. 

18. Sternberg, K.; Gratz, M.; Koeck, K.; Mostertz, J.; Begunk, R.; Loebler, M.; Semmling, B.; Seidlitz, A.; Hildebrandt, P.; Homuth, 

G.; et al. Magnesium used in bioabsorbable stents controls smooth muscle cell proliferation and stimulates endothelial cells in 

vitro. J. Biomed. Mater. Res. Part. B Appl. Biomater. 2012, 100 B, 41–50, doi:10.1002/jbm.b.31918. 

19. Cerrato, E.; Barbero, U.; Gil Romero, J.A.; Quadri, G.; Mejia‐Renteria, H.; Tomassini, F.; Ferrari, F.; Varbella, F.; Gonzalo, N.; 

Escaned, J. MagmarisTM resorbable magnesium scaffold: State‐of‐art review. Future Cardiol. 2019, 15, 267–279, doi:10.2217/fca‐

2018‐0081. 

20. Baldoli, E.; Castiglioni, S.; Maier, J.A.M. Regulation and Function of TRPM7 in Human Endothelial Cells: TRPM7 as a Potential 

Novel Regulator of Endothelial Function. PLoS ONE 2013, 8, 1–7, doi:10.1371/journal.pone.0059891. 

21. Yau, J.W.; Teoh, H.; Verma, S. Endothelial cell control of thrombosis. BMC Cardiovasc. Disord. 2015, 15, 130, doi:10.1186/s12872‐

015‐0124‐z. 

22. Hong, F.‐F.; Liang, X.‐Y.; Liu, W.; Lv, S.; He, S.‐J.; Kuang, H.‐B.; Yang, S.‐L. Roles of eNOS in atherosclerosis treatment. Inflamm. 

Res. Off. J. Eur. Histamine Res. Soc. 2019, 68, 429–441, doi:10.1007/s00011‐019‐01229‐9. 

23. Kraehling, J.R.; Sessa, W.C. Contemporary approaches to modulating the nitric oxide‐cGMP pathway in cardiovascular disease. 

Circ. Res. 2017, 120, 1174–1182, doi:10.1161/CIRCRESAHA.117.303776. 

24. Schmidt, W.; Behrens, P.; Brandt‐Wunderlich, C.; Siewert, S.; Grabow, N.; Schmitz, K.‐P. In vitro performance investigation of 

bioresorbable  scaffolds—Standard  tests  for    vascular  stents  and  beyond.  Cardiovasc.  Revasc.  Med.  2016,  17,  375–383, 

doi:10.1016/j.carrev.2016.05.001. 

25. Rapetto, C.; Leoncini, M. Magmaris: A new generation metallic sirolimus‐eluting fully bioresorbable scaffold:    present status 

and future perspectives. J. Thorac. Dis. 2017, 9, S903–S913, doi:10.21037/jtd.2017.06.34. 

26. Farruggia, G.; Castiglioni, S.; Sargenti, A.; Marraccini, C.; Cazzaniga, A.; Merolle, L.;  Iotti, S.; Cappadone, C.; Maier,  J.A.M. 

Effects  of  supplementation  with  different  Mg  salts  in  cells:  Is  there  a  clue?  Magnes.  Res.  2014,  27,  25–34, 

doi:10.1684/mrh.2014.0359. 

27. Waksman, R.; Lipinski, M.J.; Acampado, E.; Cheng, Q.; Adams, L.; Torii, S.; Gai, J.; Torguson, R.; Hellinga, D.M.; Westman, P.C.; 

et al. Comparison of Acute Thrombogenicity for Metallic and Polymeric Bioabsorbable    Scaffolds: Magmaris Versus Absorb in 

a Porcine Arteriovenous Shunt Model. Circ. Cardiovasc. Interv. 2017, 10, doi:10.1161/CIRCINTERVENTIONS.116.004762. 

28. Altura, B.M.; Altura, B.T.; Carella, A.; Gebrewold, A.; Murakawa, T.; Nishio, A. Mg2+‐Ca2+ interaction in contractility of vascular 

smooth muscle: Mg2+ versus organic calcium channel blockers on myogenic tone and agonist‐induced responsiveness of blood 

vessels. Can. J. Physiol. Pharmacol. 1987, 65, 729–745, doi:10.1139/y87‐120. 

 

 


