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1. Zusammenfassung

Uber die Perigraftreaktion von implantierten bovinen und porcinen Perikard-Patches in
einem Vergleich zu ePTFE-Prothesen. Eine quantitative Analyse am tierexperimentellen

Riickenhautkammermodell der Maus.

Die wachsende Zahl von kardiovaskuldren Erkrankungen durch die zunehmend alter
werdende Bevolkerung steigert den klinischen Bedarf an Ersatzmaterialien im Bereich der
Herz-Thorax- und Gefaldchirurgie. Seit vielen Jahren werden potenzielle Alternativen fur
autologe oder allogene Transplantate als biomimetische Materialien verwendet. Hierzu
gehdéren Gefall- und Herzklappenprothesen aus alloplastischen und xenogenen
Ersatzmaterialien. Die Einsatzmoglichkeiten dieser alternativen Prothesen  sind
unterschiedlich und letztlich trifft der Chirurg aus medizinischen Gesichtspunkten die
Entscheidung Uber das einsetzbare Material. Langzeitergebnisse und operative Erfahrungen
kénnen bei der Entscheidungsfindung helfen, jedoch ist eine adaquate Integration eines
Implantates in seinem Empfangergewebe nétig, um das Risiko postoperativer Infektionen zu
verringern. Bisher gibt es keine Richtlinien und Behandlungsstrategien einer Fachgesellschaft
oder evidenzbasierte Dokumentationen Uber alloplastische und xenogene Materialien in

Hinblick auf ihr Einwachsverhalten 14 Tage nach der Implantation.

Das Ziel der vorliegenden Studie war es, den Integrationsprozess von bovinen und porcinen
Perikard-Patches in ihrem Empfangergewebe unmittelbar nach der Implantation zu
untersuchen und Unterschiede festzuhalten, die zur Entscheidungsfindung bezuglich eines
geeigneten Ersatzmaterials beitragen kdnnten. Ebenfalls auf das Einwachsverhalten wurde
eine Gefallprothese aus expandiertem Polytetrafluorethylen (ePTFE) untersucht und mit den

Ergebnissen der xenogenen Patches verglichen.

Fur diese tierexperimentelle Studie verwendeten wir das Rickenhautkammermodell der Maus.
Daflr wurden zugeschnittene bovine und porcine Perikard-Patches sowie ePTFE-Prothesen
in die Rickenhautkammer von C57BL/6-Mausen implantiert. Innerhalb von 14 Tagen konnte
intravitalmikroskopisch die unmittelbare Umgebung des Implantates auf Angiogenese,
Mikrohdmodynamik und Entziindungsreaktion wiederholt untersucht werden. Nach Ablauf der
zwei Wochen wurden histologische und immunhistochemische Querschnittspraparate
angefertigt, um zusatzlich die Apoptose, die Zellproliferation, die Qualitat der Angiogenese

sowie das Ausmal der Entziindungsreaktion im Rickenhautkammergewebe zu analysieren.



Unsere In-vivo-Experimente zeigten unter &ahnlichen mikrozirkulatorischen Parametern
zwischen beiden xenogenen Gruppen keine signifikanten Unterschiede in der funktionellen
Kapillardichte. Das neu gebildete Granulationsgewebe breitete sich in beiden xenogenen
Gruppen vergleichbar adaquat um und teilweise in die Prothesen aus.

Ausgepragte leukozytare Entziindungsreaktionen sowie ein Unterschied in der Anzahl von
proliferativen und apoptotischen Zellen zwischen beiden xenogenen Gruppen waren nicht
nachweisbar. Beim bovinen Perikard-Patch konnte verglichen mit dem porcinen Perikard-
Patch und der ePTFE-Prothese eine signifikant hdhere Anzahl von CD-31-positiven (Cluster
of Differentiation) Zellen als Marker flir die Angiogenese nachgewiesen werden. Am ePTFE-
Prothesenrand war im Vergleich zu den xenogenen Patches eine signifikant hohere
Kapillardichte erkennbar. Auch die Entzindungsreaktion der ePTFE-Prothese war im
Vergleich zu den xenogenen Patches im letzten Drittel der Beobachtungszeit signifikant
starker ausgepragt, was durch eine erhéhte Anzahl von adharenten und rollenden Leukozyten
ersichtlich war. Zudem war in der ePTFE-Gruppe die Anzahl von proliferierenden Zellen
niedriger und von apoptotischen Zellen signifikant niedriger als in der xenogenen Gruppe. Die
mikrozirkulatorischen  Parameter, wie GefalRdurchmesser, Blutzellgeschwindigkeit,
volumetrischer Blutfluss und Scherrate, zeigten keine signifikanten Unterschiede in allen drei

Gruppen.

Unsere Versuchsergebnisse zeigen, dass alle drei Prothesen mit einer guten Ausbildung eines
Gefalnetzwerkes im Granulationsgewebe sowie einer physiologischen Entziindungsreaktion
als biokompatibel eingestuft werden koénnen. Die erhdhte funktionelle Kapillardichte der
ePTFE-Prothese im Vergleich mit den starker ausgebildeten CD-31-Mikrogefaf3en der bovinen
Patches deutet darauf hin, dass die Materialzusammensetzung und die
Oberflachenbeschaffenheit mit der Ausbreitung aber nicht mit der Qualitat der Inkorporation

eines Materials in Zusammenhang stehen.

Mit der Studie kdnnen wir zum ersten Mal belegen, dass die Vaskularisation 14 Tage nach der
Implantation beim bovinen Perikard-Patch dem porcinen Perikard-Patch Uberlegen ist und
demzufolge einen gewissen Vorteil fur eine bessere und schnellere Inkorporation im

Empfangergewebe hat.



Summary

Perigraft reaction and incorporation of porcine and bovine pericardial patches
compared to ePTFE prostheses. A quantitative analysis using the dorsal skinfold

chamber of mice.

The increasing number of advanced age-related cardiovascular patients suggest a clinically
approved alternative is needed for heart, thoracic and vascular surgery. Over the years
possible alternative autologous or allogenic bio identical materials have been studied; these
include vascular and prosthetic heart valves from alloplastic and xenogenic materials. The
applications of these alternatives differ; therefore, the surgeon chooses the replacement
material based on their medical viewpoint. Factors influencing the decision are long-term
results and surgical experience as well as the body’s tissue acceptance in minimizing the
postoperative risk of complications such as infection. Currently, there are no legal guidelines,
approved medical treatment strategy or documented evidence of alloplastic and xenogeneic

materials with respect to biocompatibility post implantation.

The goal of this study is to examine and differentiate the tissue acceptance of bovine and
porcine pericardium patches thereby contributing to the decision-making process of which
tissue graft is better suited. The tissue integration of the polytetrafluoroethylene (ePTFE) stent

was examined and compared to the xenogeneic patches.

This animal study used the dorsal skin fold chamber model of the mouse. Bovine and porcine
pericardial patches as well as ePTFE prostheses were inserted in a C57BL/6 mouse. Within
fourteen days, the surrounding tissue of the implant was repeatedly observed using an inter-
vital microscope for angiogenesis, micro hemodynamics, and infection reaction. After the initial
two weeks, histological and immunohistochemical samples were observed for apoptosis, cell
proliferation, the quality of angiogenesis and the degree of inflammatory response were

analyzed.

The comparison of in-vivo microcirculation parameters in both xenogeneic groups exhibited no
significant difference in capillary function. The newly formed granulation tissue spread similarly
in both xenogeneic groups and partially in the prosthesis. A noticeable leukocyte inflammatory
response as well as pronounced difference with apoptosis or an increase cell reproduction
could not be verified with either xenogeneic group. However, by contrast, the bovine
pericardium patch showed a significant increase in CD-31 (Cluster of Differentiation) positive

cells indicating angiogenesis: this was not so with the porcine pericardial patch or the ePTFE



prosthesis. On the ePTFE boarder was a significantly distinct increase in capillary density

compared to the xenogeneic patches.

By the end of the observation period, the infection reaction of the ePTFE prosthesis displayed
a more pronounced increased number of leukocytes compared to the xenogeneic patches.
Moreover, the numbers of proliferating cells in the ePTFE group were less and the numbers of
cells undergoing apoptosis were significantly less than the xenogeneic group.The micro
circulatory parameters, i.e. vascular diameter, blood volume blood profusion and blood count

showed no measurable difference between the groups.

The test results indicate all three prostheses to be biochemically compatible as long as there
is adequate preparation of the vascular network, the granulation tissue and the physiological
infection reaction. The higher capillary function of the ePTFE prosthesis as compared with the
xenogeneic patches indicates the composition of the material as well as the texture of the

surface is related but not the quality of implantation.

Our results demonstrate the bovine pericardial patch is superior to the porcine pericardial patch
with vascularization occurring 14 days after implantation clearly indicating the bovine

pericardial patch is a better and faster material for tissue incorporation.



2. Einleitung

2.1 Risikofaktoren von atherosklerotisch bedingten kardiovaskuldren Erkrankungen

Durch die wachsende Gesamtbevdlkerung und die alter werdende Gesellschaft vor allem in
den Industrienationen steigt auch die Zahl von atherosklerotisch bedingten kardiovaskularen
Erkrankungen (Atherosclerotic cardiovascular diseases [ASCVD]) und somit auch der Einsatz
von Gefalersatz- oder Herzklappenprothesen in der Gefal3- und Herz-Thoraxchirurgie
(Song et al., 2019). Unter dem Begriff ASCVD werden Krankheiten des Herzens und der
BlutgefalRe definiert, die sich als Folge von Endothelldsionen mit Fett- und
Cholesterinablagerungen in der Intima und spéter in der Media der Arterien manifestieren. Im
Verlauf kénnen diese Atherome Stenosen in den Arterien bilden oder durch
Fibroblastenproliferation sogenannte Sklerose-Plaques entstehen (Miller, 2012). ASCVD
kénnen durch beeinflussbare sowie nicht-beeinflussbare Risikofaktoren begiinstigt werden. Zu
den beeinflussbaren Risikofaktoren gehdren Bluthochdruck, Fettstoffwechselstérung,
Diabetes mellitus, Fettleibigkeit (Body-Mass-Index = 30 kg/m?), Rauchen und Ubermafiger
Alkoholkonsum. Alter, Geschlecht und genetische Veranlagung zahlen zu den nicht-

beeinflussbaren Faktoren.

Vor elf Jahren hat sich die Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization [WHO])
bis 2025 das Ziel gesetzt, einen weiteren Anstieg der erwahnten beeinflussbaren
Risikofaktoren zu verhindern, die fiur ASCVD ursachlich sind (WHO, 2013). Jedoch hat sich in
den letzten 30 Jahren die Pravalenz von Fettleibigkeit und Diabetes mellitus um das Zwei- bis
Dreifache in den 57 institutionellen Mitgliedslandern der European Society of Cardiology (ESC)
erhoht (Timmis et al., 2020). Wahrend der Trend bei Bluthochdruck, Rauchen und
Alkoholkonsum in dieser Statistik noch im Jahr 2019 ricklaufig war, entwickelte sich ein
erneuter Anstieg im Rahmen der Corona Virus Disease 2019-Pandemie (COVID-19). Das
Suchtverhalten, vor allem der Tabakkonsum wahrend der Ausgangssperre, hat sich nach
aktuellen Erhebungen der ,Deutschen Befragung zum Rauchverhalten® nicht zum Positiven
verandert. Demnach stieg die Pravalenz aktueller Tabakraucher in Deutschland seit dem
Ausbruch der COVID-19-Pandemie um fast 10 % an (DEBRA Study, 2023). Demzufolge wird
auch die Inzidenz von atherosklerotisch bedingten Folgeerkrankungen des Herzens und der
BlutgefaRe in naher Zukunft weiter zunehmen (Darius et al., 2008). Des Weiteren haben
COVID-19-bedingt aufgeschobene Operationen bei Patienten mit einer peripheren arteriellen

Verschlusskrankheit (pAVK) zu einer mangelhaften Versorgung gefuhrt. Bereits in der ersten



und vergleichsweise milden Welle der COVID-19-Pandemie wurden deutlich weniger
Patienten mit (berwiegend hdhergradigen pAVK-Stadien stationar behandelt
(Scheurig-Muenkler et al.,, 2022). In der Folge stiegen in den Krankenhdusern die
Mortalitdtsraten und die Amputationsraten aufgrund von nicht behandelten kritischen

Beinischamien.

Die Nachfrage nach alloplastischen wie auch xenogenen Materialien ist besonders in der
post-COVID-19-Zeit hdher denn je. Durch den hohen Einsatz der verschiedenen Prothesen
spielt vor allem das Integrationsverhalten im Empfangergewebe und damit die Prophylaxe

einer Gefaliprotheseninfektion eine wichtige Rolle.

2.2 Definition und Therapie der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit

Definiert wird die periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK) durch eine akute oder
chronische Durchblutungsstérung in den versorgenden Arterien der Extremitaten. Die akute
Erscheinungsform tritt selten auf und entsteht meistens durch Embolien oder durch
atherothrombotisch bedingte GefalRverletzungen. Die chronische pAVK hingegen gehort zu
den haufigsten Erkrankungen unserer Zeit. Bei 95 % der chronischen pAVK ist die
Uberwiegende Ursache ein lang andauernder arteriosklerotischer Prozess, der zunachst
asymptomatisch beginnt. Entzindliche oder genetische Ursachen kommen in nur 5 % der
Falle vor (Lawall et al., 2016).

Erstes Leitsymptom einer fortgeschrittenen atherothrombotisch bedingten pAVK ist ein
bewegungsabhangiger Schmerz unterhalb der arteriellen Verschlussregion. Am haufigsten
betroffen ist der femoropopliteale Bereich mit der charakteristischen Symptomatik einer
Schaufensterkrankheit, der sogenannten Claudicatio intermittens. Je nach Stadium nimmt die
freie Gehstrecke bei den Betroffenen ab und es kommt zum Ischamieschmerz in den Beinen,
der aber nach einer kurzen Ruhephase wieder abnimmt (Muller, 2012). Vor allem in der
Regio suralis ist der Sauerstoffbedarf bei Belastung hoch, weswegen ein Sauerstoffdefizit zu
dem typischen Schmerz in der Wade flihrt (Kemp et al., 2001; Chehuen et al., 2012). Diese
Belastungsinsuffizienz kann sich auch im Verlauf und je nach Verschlussregion zu
Oberschenkel- oder Glutealschmerzen wie der Claudicatio glutealis entwickeln. Bilden sich bei
einer chronischen Durchblutungsstérung mit wiederkehrenden Ischamieschmerzen durch den
Sauerstoffmangel keine adaquaten Kollateralgefal’e aus, treten spater auch Schmerzen in
Ruhe auf. In der Spatphase kann es dann zu einer kritischen Beinischamie kommen, die zu

irreversiblen Beinnekrosen und Gangran filhren kénnen (Diehm et al., 2004). Die Einteilung



der Stadien erfolgt nach der pAVK-Symptomatik. Wahrend in Deutschland die Vier-Stadien-
Einteilung nach Fontaine benutzt wird, ist im englischsprachigen Raum die Rutherford-

Klassifikation von 0 bis 6 gebrauchlich (Lawall et al., 2016).

Die chronische pAVK ist eine Erkrankung mit einer alters-, geschlechts- und
regionalabhangigen Pravalenz sowie einer steigenden Inzidenz (Kullo et al.,, 2003;
Henry et al., 2011). Weltweit betragt die Pravalenz der pAVK 3-10 % (Lawall et al., 2016). Da
die Erkrankung durch ihren langsamen Verlauf lange symptomlos und dadurch unterbehandelt
bleibt, wird in den westlichen Landern bei jedem flinften Patienten Gber 70 Jahre eine pAVK
diagnostiziert (Diehm et al., 2004). Seit dem letzten Jahrzehnt ist die Inzidenz nicht nur in den
Landern mit hohen Einkommen um 13,1 % weiter angestiegen, sondern auch um 28,7 % in
den Landern mit niedrigen bis mittleren Einkommen (Fowkes et al., 2016). Das Bundesamt fur
Statistik zeigt einen Anstieg der Krankenhausinzidenz in Deutschland zwischen 2005 und
2018 um 33 % (Kihnl et al., 2020). Davon sind die unter 70-Jahrigen am haufigsten mit pAVK
im Stadium IIb betroffen, wohingegen die Uber 70-Jahrigen haufig das Stadium IV erreicht
haben. Der Anteil der Patienten im Alter von 71 bis 80 Jahren stieg bei den pAVK-Patienten
um etwa 10 % an (Kreutzburg et al., 2020) Von den diagnostizierten pAVK-Patienten haben
etwa 70 % eine Behandlungsindikation. Die Anzahl der endovaskularen Eingriffe in diesem
Beobachtungszeitraum stieg um 140 % an. Demnach hat sich seit 2005 der Einsatz von
kiinstlichen Gefalersatzprothesen verdoppelt und die operative Versorgung der Ober- und
Unterschenkelarterien verdreifacht (Criqui et al., 2015; Kihnl et al., 2020).

Die pAVK ist nicht heilbar, dennoch ist eine friihzeitige Diagnose wichtig fur die Umsetzung
einer Sekundarprophylaxe (Muller, 2012). Im Fokus liegt hierbei die Reduktion der
Hauptrisikofaktoren sowie eine medikamentose Pravention. Neben der klinischen
Untersuchung gehéren zur nicht-invasiven Standarddiagnostik die Messungen der
systolischen Blutdruck-Werte an Armen und Beinen und der daraus errechnete Ankle-
Brachial-Index (ABI). Dieser sollte auch bei einer asymptomatischen pAVK frihzeitig
berechnet werden, da ein pathologischer ABI-Befund von unter 0,9 ein unabhangiger
Parameter fur kardiovaskulare Morbiditat und Mortalitat ist. Nach der get-ABI-Studie liegt die
3-Jahres-Mortalitat bei Patienten mit einer asymptomatischen pAVK bei 9 % und nach funf
Jahren bei 19,1 %. Bei Patienten mit einer symptomatischen pAVK liegt sie bei 12,8 % und
bei 23,9 % (Diehm et al., 2002).

Multimorbide Patienten sind am haufigsten durch hohe Amputations- und Mortalitatsraten
betroffen (Barnes et al., 2020). Vor allem pAVK-Patienten mit einem Diabetes mellitus und
einer diabetischen Angiopathie haben eine unglinstigere Heilungsprognose. Dadurch kénnen
die Schmerzen in den Extremitaten sogar im fortgeschrittenen Stadium in Kombination mit der
Polyneuropathie nur vermindert wahrgenommen werden (Hinchliffe et al., 2016). Die

eingeschrankte Schmerzwahrnehmung fiuhrt zu einem verspateten Therapiebeginn und
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steigert das Risiko fur eine Gliedmalen-Amputation (Faglia et al., 2006; Reinecke et al., 2015).
Daher wird eine regelmafige Kontrolle bei Diabetikern empfohlen, um die Mdéglichkeit einer
initialen Revaskularisation binnen acht Wochen nutzen zu kénnen. In diesem Zeitraum kann
eine hoéhere Heilungswahrscheinlichkeit von ischamischen Fuulzera nachgewiesen werden
(Elgzyri et al., 2014).
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Abb. 1: Anzahl der Major- und Minor-Amputationen in Deutschland, die unter anderem durch eine pAVK und/oder
einen Diabetes mellitus (diabetisches Fulsyndrom) verursacht worden waren. Vermerk: Im Jahr 2020 wurden
weniger Operationen wegen der COVID-19-Pandemie durchgefuhrt. Eigene Darstellung mit Daten aus dem
Statistischem Bundesamt 2012-2022 (Statistisches Bundesamt Deutschland - GENESIS-Online, 2024).
COVID-19, Corona Virus Disease-2019; pAVK, periphere arterielle Verschlusskrankheit.

Solche Eingriffe werden ndétig, weil es wegen der chronischen Mikrozirkulationsstérung und
verschlechterten zellularen Sauerstoffversorgung zu einer endothelialen Dysfunktion kommt.
Die Ursachen fir die unzureichende Angiogenese sind unter anderem verringerte
Wachstumsfaktoren und Zytokine sowie veranderte Immunzellreaktionen (Kolluru et al., 2012).
Die damit eingeschrankte Bioverfugbarkeit von Stickstoffmonoxid (NO) bedeutet, dass NO
seine protektive Wirkung auf Arteriosklerose nicht mehr entfalten kann. Diese Unterregulation
in Korrelation mit einer pAVK kann schlussendlich auch zu einer diabetischen
Wundheilungsstérung mit einer hohen Infektionsrate und maéglichen Amputation fihren
(Barnes et al.,, 2020). In Deutschland weisen etwa 65 % aller pAVK-Amputierten einen

Diabetes mellitus auf, von denen 50 % Major- und 75 % Minor-Amputationen sind (Malyar et
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al., 2016). In den vergangenen zehn Jahren ist die Rate an Minor-Amputationen, zu denen
Amputationen an Mittelful® und Zehen zahlen, gestiegen (Abb. 1). Diabetiker mit einer pAVK
sind 15-mal haufiger von einer Minor-Amputation betroffen als pAVK-Patienten ohne Diabetes
mellitus (Kamitani et al., 2021). Die Ursache fir den Rickgang der Major-Amputationen ist
nicht geklart. Jedoch koénnte dies auf eine frihe und erfolgreiche operative

Behandlungsstrategie fir eine fortgeschrittene pAVK hindeuten (Kréger et al., 2017).

Kann eine konservative Therapie den symptomatischen pAVK-Progress mittels
gefalRerweiternder und gerinnungshemmender Medikamente nicht mehr aufhalten, muss
meist eine interventionelle oder operative Revaskularisation durchgefiihrt werden, um das
hohe Amputationsrisiko zu verringern (Aboyans et al., 2018). GemaR der Studie Bypass
versus angioplasty in severe ischaemia of the leg (BASIL) beeinflussen gleichermalien
Bypass-chirurgische als auch Katheter-assoziierte Interventionen die Uberlebensrate und das
amputationsfreie  Uberleben von Patienten mit einer kritischen Beinischamie
(Bradbury et al., 2005). Fiir die Gesamtgruppe betrug die Uberlebensrate ohne Amputation
nach einem Jahr 70 % und nach drei Jahren 55 %. Endovaskulare Eingriffe haben im
Vergleich zu Bypass-Operationen eine Tendenz in der Anwendung, da ein geringeres

Infektionsrisiko bei vergleichbarem Behandlungserfolg festzustellen ist (Eckstein et al., 2014).

Amputationsgefahrdete Patienten mit einer pAVK haben eine unverandert schlechte
Heilungsprognose. Ursachen daflir kénnen die mangelnde Umsetzung von
evidenzbasierenden Therapieempfehlungen und Sekundarpraventionen sowie die
inkonsequente Reduzierung der Risikofaktoren sein (Malyar et al., 2018). Der Anstieg von
pAVK-Betroffenen mit einer kritischen Beinischamie fuhrt letztlich auch zu einem erhéhten
Bedarf an Gefallersatzmaterialien, die zur operativen Rekonstruktion als letzte Therapieoption
notig sind, um die Major-Amputation mit hohen Morbiditats- und Mortalitatsraten zu vermeiden
(Elgzyri et al., 2013; Thomas et al., 2022).

2.3 Ubersicht von GefiRersatz und GefiaRtransplantation

Die am haufigsten zur Verfugung stehenden Gefalersatzprothesen sind aus Kunststoff oder
biologischem Material. Alloplastischer Gefalersatz aus Polyethylenterephtelat (PET) wie
Dacron™ und Polytetraflourethylen (PTFE) haben sich als Kunststoffprothesen im taglichen
operativen Gebrauch hinreichend bewahrt (Johnson & Lee, 1999). Diese kdnnen als
Alternativen zu biologischen Ersatzmaterialien verwendet werden, da sie in unbegrenzter

Menge zur Verfugung stehen und mit ihrer einfachen Handhabung durch zusatzliche

11



Ringverstarkung auch bei groRRkalibrigen Arterienrekonstruktionen eingesetzt werden kénnen.
Am haufigsten werden sie als Bypass-Materialien fir die periphere Gefalichirurgie
femoropopliteal verwendet (Roll et al., 2008; Takagi et al., 2010). Aber auch bei
thoraxchirurgischen Eingriffen finden sie beispielsweise als Hybridprothesen bei Aortenbogen-

Rekonstruktionen immer haufiger Verwendung (Luhr et al., 2016).

Nach S3-Leitlinien-Empfehlung sollten bei elektiven Eingriffen und je nach Moglichkeit
biologische Gefaliprothesen bevorzugt gegeniber alloplastischen verwendet werden
(Lawall et al., 2016). Besonders autologe Gefalirekonstruktionen mittels der kdrpereigenen
Vena saphena magna oder parva haben sich durch ihre besseren Durchgangigkeits- und
niedrigeren Infektionsraten gegenlber dem alloplastischen Material durchgesetzt
(Klinkert et al., 2003).

Allogene Transplantate, wie Nabelschnurvenen von Organspendern, stehen selten zur
Verfugung und xenogene Bypass-Materialien von vorbehandelten Kalb- oder Rinderarterien

finden in der GefalRchirurgie kaum noch Verwendung (Bannazadeh et al., 2009).

Eine breitere klinische Relevanz haben bovine und porcine Gefalk-Patches. Sie werden aus
Rinder- oder Schweineperikard hergestellt und kommen im gefalichirurgischen Alltag
vorzugsweise als Patch-Plastik oder als vorgenahte RoOhrentransplantate zum Einsatz
(Weiss et al., 2017).

Der Gebrauch von alloplastischem oder biologischem Material hat Vor- und Nachteile und
kann unter Umstanden zu schwerwiegenden postoperativen Komplikationen flihren. Autologe
Bypasse haben gemaly Studien den Vorteil, dass sie nach der Implantation eine bessere
Offenheitsrate und ein niedrigeres Restenose-Risiko aufweisen (Klinkert et al., 2004). Die
primare Durchgangigkeitsrate lag bei autologen femoropoplitealen Bypassen nach einem Jahr
bei 77 % und bei PTFE-Bypassen bei 76 %. Nach flinf Jahren lag die Durchgangigkeit bei
PTFE-Prothesen bei 43 %, wohingegen die autologe Vene weiterhin mit 77 % konstant blieb.
Die sekundare Offenheitsrate bei der autologen Vene blieb innerhalb von 5 Jahren
unverandert bei 84 % und bei PTFE reduzierte es sich von 89 % auf 50 %. Es wird deutlich,
dass die mittel- und langfristige Durchgangigkeit von PTFE-GefaRprothesen im Gegensatz zur

autologen Vene reduziert ist (Loh et al., 2013).

Autologe Venen eignen sich aber nicht immer fir einen Gefalersatz. Fir eine konventionelle
Carotis-Thrombendarteriektomie (TEA) wird nach Leitlinienempfehlung immer eine Patch-
Plastik empfohlen, da eine Direktnaht zu hdéheren Komplikationsraten flihren kann
(Eckstein et al., 2020). Demnach treten bei einer Carotis-TEA haufiger Pseudoaneurysmen
und Rupturen nach einer autologen Venen-Patchplastik als nach einer PTFE-Patchplastik auf
(Berner et al., 2017; Texakalidis et al., 2018). Das Risiko flir eine postoperative infektiologische

Komplikation bei bovinen Patch-Plastiken tritt im Vergleich zu alloplastischen weniger gehauft
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auf (Liesker et al., 2023). Bei einer Carotis-TEA werden mittlerweile immer haufiger xenogene
Patches angewendet, da sie einem unverandert stabilen Qualitatsstandard entsprechen. Die
Evidenz flr oder gegen die verschiedenen Patchmaterialien bleibt jedoch gering (Muto et al.,
2009). Der Einsatz des Materials ist mitunter von der persénlichen Erfahrung des Operateurs
und von dem Wunsch des Patienten abhangig. Letzteres kann zum Beispiel durch einen
veganen Lebensstil oder den religidsen Glauben beeinflusst werden (Hodge et al., 2021).

Neben technisch bedingten Stenosen kann eine neointimale Hyperplasie im Bereich des
Bypasses oder der Anastomose zu einer spater auftretenden Restenose flihren
(Davies & Hagen, 1995). Generell haben pAVK-Patienten aufgrund ihres prothrombotischen
Zustandes eine ausgepragte Thrombozyten-Aktivierung und damit ein besonders hohes
Thromboserisiko in den ersten 24 Stunden nach der Implantation, sodass bei allen Bypass-
Typen eine adjuvante antithrombotische Therapie indiziert ist (Cassar et al., 2003). Eine
geringere thrombogene Wirkung zeigen die mit Endothel ausgekleideten autologen Bypasse,

sodass eine duale Plattchenhemmung nicht notwendig ist.

Wenngleich die Vorteile einer autologen Vene Uberwiegen, ist der Einsatz durch den
begrenzten Venenbestand limitiert. Durch das ausgepragte kardiovaskulare Risikoprofil von
pAVK-Patienten mit maRigem Gefalistatus stehen brauchbare Venen nicht immer zur
Verfugung. Jeder zweite pAVK-Patient hat nachweislich eine Koronare Herzkrankheit (KHK)
oder eine zerebrale Durchblutungsstérung und jeder vierte hat einen Herzinfarkt berlebt
(Heintzen, 2013; Tiefenbacher, 2019). Korpereigenes Venenmaterial wird deshalb fir die
moglichen Herz-Bypass-Operationen oder auch Unterschenkel-Bypass-Rekonstruktionen als
Material der ersten Wahl gerne zurtickbehalten. Ein weiterer limitierender Faktor fir die
Verwendung einer autologen Vene ist das Leiden an einer Varikosis. In den Beinen
entstandene Krampfadern sind bei jedem zweiten Uber 50-Jahrigen unterschiedlich stark
ausgepragt und sind fur Bypass-Operationen unbrauchbar (Tiesenhausen et al., 2011; Mdller,
2012).

Ein weiterer Nachteil entsteht bei der operativen Entnahme der korpereignen Vene. Neben
dem zusatzlichen Operationsschnitt und der daraus resultierenden verlangerten
Operationszeit ist mit einer hoheren postoperativen Wundinfektionsrate zu rechnen
(Neufang & Savwvidis, 2016). Nach einer Operationsdauer von einer Stunde betragt die
Wahrscheinlichkeit einer postoperativen infektiosen Wundheilungsstérung 1,4 %, das sich pro
weiterer Operationsstunde verdoppelt (Cruse & Foord, 1980; Brandt et al., 2004). Dies kann
Einfluss auf die Entscheidung des Gefalichirurgen nehmen, ob der Einsatz von autologen
Venen indiziert ist. Betragt die Operationszeit mehr als vier Stunden, so kommt es vor allem
bei Revaskularisierungseingriffen an der unteren Extremitdt zu Wundinfektionen
(Greenblatt et al., 2011; Gupta et al.,, 2014). Gemal weniger Studien hat eine verlangerte

Operationszeit bei gefalchirurgischen Eingriffen keinen Einfluss fir eine erhdhte Mortalitat
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nach 30 Tagen (Brahmbhatt et al., 2016; Debus et al., 2022). Allerdings hat eine verlangerte
Operationsdauer Auswirkung auf eine erhohte Morbiditatsrate. Das hangt mitunter damit
zusammen, dass pAVK-Betroffene als Risikogruppe fir perioperative Komplikationen héher
eingestuft werden. Diabetes mellitus, Rauchen, Malnutrition und Alter tGber 70 Jahre sind die
Risikofaktoren, die gehauft bei pAVK-Patienten vorkommen und laut Robert Koch-Institut mit
einem erhéhten Risiko fiir postoperative Komplikationen assoziiert sind (KRINKO, 2018). Nach
der American Society of Anesthesiologists-Klassifikation (ASA) sind pAVK-Patienten
praoperativ ASA 3 von 6 eingestuft, wobei sie durch die Schwere ihrer Vorerkrankungen haufig
postoperativ auf der Intensivstation nachbetreut werden missen (LaMuraglia et al., 2009;
Gupta et al., 2014).

Wann ein pAVK-Patient im Frihstadium operiert werden muss, hangt von den Symptomen wie
der geringen Belastbarkeit oder von der eingeschrankten Lebensqualitat ab. Liegt eine
schmerzhafte Claudicatio intermittens vor, ist eine relative operative Indikation gegeben. Ab
Fontaine-Stadium Il bis IV bei ischamischem Ruheschmerz bis hin zur kritischen

Beinischamie besteht eine absolute Indikation fur eine Operation (Muller, 2012).

2.4 GefaBprotheseninfektionen und deren PraventionsmaBnahmen

Eine der schwerwiegendsten postoperativen Komplikationen der Gefalersatztherapie ist die
GefaBprotheseninfektion (GPI). Diese kann mit einer Haufigkeit von 0,5-5 % und bis zu zwei
Jahre nach der Implantation auftreten (Diener et al., 2017). Die Halfte aller GPI entstehen im
Frihstadium innerhalb von 30 Tagen nach der Implantation (Szilagyi et al., 1972; Zuhlke,
2006). Protheseninfektionen kbnnen mdglicherweise durch eine hamatogene Streuung auch
nach Jahren klinisch apparent werden und zu einer Spatinfektion fihren. Ob friihe Infektionen
durch intraoperative Kontamination verursacht werden und Spéatinfektionen hamatogen
entstehen, ist bislang nicht vollstandig geklart. Jedoch sei eine intraoperative Kontamination
von Erregern bezlglich der Infektionswege offenbar die Hauptursache (Hicks &
Greenhalgh, 1997). Bei der Haufigkeit der GPI sollte jedoch die operierte Region in Betracht
gezogen werden. Beispielsweise treten in der Leistenregion aufgrund der erhdhten
Feuchtigkeit und der bakteriellen Flora tiefere Wundinfektionen (Szilagyi Grad IlIl) bis zu einer

Rate von 5 % mehr auf als nach einer Carotis-TEA (Derksen et al., 2009).

Neben pradisponierenden Faktoren wie Alter, Diabetes mellitus oder Fettleibigkeit
beginstigen gewisse Virulenzfaktoren der auslésenden Erreger eine Protheseninfektion
(Chang et al., 2003; Cruse & Foord, 1980). Der Schweregrad einer GPl wird von der
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Eindringtiefe der Keime bestimmt (Szilagyi et al., 1972). Dabei spielt das Integrationsverhalten
des implantierten Materials flr den inflammatorischen Verlauf zusatzlich eine Rolle. Wahrend
auf biologischen GefalRprothesen aufgrund ihrer epithelialisierten Neointima bakterielle
Besiedlungen weniger haufig auftreten und eher oberflachliche Infektionen induzieren, kommt
es bei alloplastischen Implantaten zu tieferen Protheseninfektionen. Hierbei kann die aus
Fibrin bestehende Neointima eine bakterielle Kolonisation begtinstigen (Moore et al., 1980;
Olofsson et al.,, 1995). Je hoéher die Adharenzfahigkeit des Erregers ist, desto mehr
extrazellulare Polysaccharidadhasine werden an der Gefal3prothese gebildet. Dieser Biofilm
dient als Schutzschild und hilft dem Erreger, auf der Prothese haften zu bleiben, um sich
langsam zu vermehren, ohne vom Korper eliminiert zu werden (von Eiff et al., 2000). Durch
die Ausbildung dieses charakteristischen Virulenzfaktors ist es koagulasepositiven
Staphylokokken mdglich, sich an Materialien jeglicher Art festzusetzen. Mit 80 % gehort
Staphylococcus aureus zu dem haufigsten Erreger in der Friihphase einer GPI, die unmittelbar
oder binnen vier Monaten nach der Implantation eintreten kann (FitzGerald et al., 2005). Davon
sind etwa 20 % Methicillin-resistente Staphylococcus aureus (MRSA)-positive Infektionen vor
allem bei alloplastischen Gefallimplantaten mit einer erhdhten Mortalitdt nachweisbar
(Murphy et al., 2001; Kujath & Scheele, 2006). Zu den Erregern einer Spatinfektion gehdren
neben Escherichia coli und Pilzen auch koagulasenegative Staphylokokken wie der Hautkeim

Staphylococcus epidermidis.

Um Wund- und Gefalprotheseninfektionen zu verringern, gibt es verschiedene
Praventionsmalinahmen. Das Robert Koch-Institut empfiehlt primar eine praoperative
Liegezeit von unter 48 Stunden auf Station, um die Ausbreitung von resistenten
Krankenhauskeimen auf der Haut zu verringern (RKI, 2018). Die Umsetzung im klinischen
Alltag ist allerdings von der Art des Eingriffes sowie des pAVK-Stadiums abhangig und bei
Patienten mit praoperativ manifesten, chronischen Wunden nicht immer realisierbar. Bei
kritisch instabilen Patienten fallt die Wahl meist nicht auf den autologen Gefaliersatz, da die
langere Praparationszeit der Vene eine schnelle Versorgung der Ischamie einschranken und
somit eine Infektion begunstigen kann (KRINKO, 2018). Eine weitere Praventionsmalinahme
ist die Gabe einer perioperativen Antibiotikaprophylaxe sowie der frihzeitige Beginn einer
lokalen oder systemischen Therapie bei ersten Infektionszeichen (Arbeitskreis ,Krankenhaus-
und Praxishygiene® der AWMF, 2009). Auch Kunststoffprothesen mit antibakterieller oder
antiseptischer Beschichtung kénnen nachweislich das Infektionsrisiko minimieren.
In-vitro-Untersuchungen ergaben in dem Zusammenhang, dass Silber-lonen eine
antibakterielle Wirkung auf fast alle Bakterien haben (Hardman et al.,, 2004).
Tierexperimentelle  Studien  unterstitzen dieses Ergebnis und zeigen, dass
silberazetatbeschichtete Kunststoffprothesen eine Gefalineubildung im umliegenden Gewebe

ohne Entziindungsreaktion begunstigen kdnnen (Jeanmonod et al., 2013).
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2.41 Therapie von GefaBprotheseninfektion

Kommt es trotz PraventionsmalRnahmen zu einer GPI, bleibt je nach Infektionstiefe als letzte
Therapieoption nur ein Ausbau der infizierten Prothese (Zegelman et al.,, 2006).
Gefalersatzprothesen kénnen bei einer oberflachlichen Infektion nach Szilagyi Grad | und Il
mittels systemischer Antibiotikatherapie und Wundspulungen oder Schwenklappenplastik vor
einem kompletten Ausbau gerettet werden. Ab einer Grad lll-Infektionen werden Prothesen in
der Regel explantiert. Bei einer Komplettentfernung besteht eine Mortalitdtsrate zwischen
10und 30 % sowie eine Amputationsrate von bis zu 10 % (Seeger et al., 2000;
Mussa et al., 2007). Durch eine In-situ-Rekonstruktion wird die niedrigste 30-Tage-Mortalitat
von 13,5 % und das beste einjahrige Uberleben von 73,6 % erreicht (Post & Vos, 2019).
Deshalb sollte man patientenindividuell entscheiden, ob eine vollstdndige oder partielle
Entfernung der alten Prothese nétig ist und welches Prothesenmaterial fur eine Rekonstruktion
in einem infizierten Gebiet geeigneter ware (Diener et al., 2017). Auch in der septischen
Gefalchirurgie ist das Material der ersten Wahl nach wie vor durch ihre hohe
Infektionsresistenz und Langzeitstabilitdt die autologe Vene (Bandyk et al., 2001). Steht diese
nicht zur Verflgung oder Iasst die zeitlich kritische Situation des Patienten die Entnahme der
Vene nicht zu, so kdnnen modifiziert beschichtete alloplastische Prothesen eingesetzt werden,
die jedoch einer autologen Vene in Bezug auf die genannten Eigenschaften weit unterlegen
sind (Moussavian et al., 2016; Siracuse et al., 2013). Die Reinfektionsrate bei alloplastischen
Materialien betragt 10-20 %. Sind diese vorher mit Rifampicin impragniert, weisen sie

geringere Infektionsraten auf (Bandyk et al., 2001; Young et al., 1999).

Hinsichtlich der therapeutischen Perspektiven der Auto- oder Allotransplantationen stellen die
Komorbiditaten der Patienten und die Spenderknappheit kritische Einschrankungen dar,
sodass xenogene Gefalprothesen in der gefal3chirurgischen Therapie immer mehr an
Bedeutung zugenommen haben. Sie gelten zwar nicht als Schutz vor einer GPI, werden
jedoch zunehmend als Heilansatz zum Beispiel bei einer infizierten PTFE-Prothese
regelmalig angewendet (Czermy et al., 2011). Beispielsweise haben bovine
Roéhrentransplantate als GPI-Ersatzmaterial in der thorako-abdominalen Aorta oder aorto-
bifemoralen Rekonstruktion gute Ergebnisse beziglich einer niedrigen friheren Sterblichkeit
erzielt. Hierbei liegt die 30-Tage-Mortalitat bei 10,5 % und die Gesamtmortalitat nach einem
Jahr bei 32 %. In Studien wurden wenige bis keine Reinfektionen beobachtet
(Dulbecco et al., 2010; Almasi-Sperling et al., 2020).
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2.5 Biokompatibilitat von implantiertem Material

Unabhangig vom Prothesenmaterial sind eine gute Vertraglichkeit zwischen dem Implantat
und dem umliegenden Gewebe sowie ein komplikationsfreies Einwachsen sehr
wichtig (Anderson et al.,, 2008). Diese Biokompatibilitat ist flr die Langzeitstabilitat, die
Infektionsrate und fir die Offenheitsrate von Gefal3prothesen entscheidend (Menger et al.,
1990).

Die Inkorporation beginnt ab dem Zeitpunkt der Implantation und erfolgt in drei Phasen. Zuerst
kommt es in der zweiwodchigen Frihphase zu einer angeborenen oder unspezifischen
Fremdkorperreaktion. Dabei kleiden Wirtsproteine wie Fibronektin, Fibrinogen und Laminin die
Innen- und AuRenwand der Prothese sowie die Anastomose aus. Zeitgleich bildet sich um die
Prothese durch die Aktivierung von Monozyten und Makrophagen ein Granulationsgewebe
(Zimmerli & Sendi, 2011). Durch die frihe Bildung dieses Granulationsgewebes ist es
pathologischen Erregern fast unmdglich, sich an und um die Prothese anzusiedeln
(Menger et al., 1992). Haftet dennoch eine geringe Bakterienmenge an der Prothesenwand,
wandern Leukozyten in den gebildeten Biofilm ein und beseitigen wirksam den Erreger
(Leid et al., 2002). Induziert durch die periprothetische Hypoxie werden Wachstumsfaktoren
und Leukozyten aktiviert, die die Bildung von GefalRsprossen, den sogenannten sprouts, aus
bereits vorhandenen Gefallen anregen (Carmeliet, 2003; Kreuger & Phillipson, 2016;
Risau, 1997). Diesen Vorgang nennt man Neoangiogenese und er ist ein wichtiger Schritt,
damit das Implantat frihzeitig mit Sauerstoff und Nahrstoffen versorgt werden kann (Bae et
al., 2012). Nach zwei Wochen beginnt die zweite Phase, die Inkorporationsphase. In dieser
Zeit wachsen weitere Gefallsprossen in die Prothesenwand ein und es entsteht eine gut
ausgepragte extrazellulare Matrix (EZM), die vorwiegend aus Kollagen besteht (Miller &
Dasbach, 1994). Die dritte Phase ist die Spatphase und beginnt etwa sechs Monate nach
Implantation. Dabei bildet sich im Protheseninneren und in der Aul3enschicht ein faserreiches
Bindegewebe (Stéwe et al., 2021). Insgesamt fordert eine gut ausgebildete periprothetische
Neoangiogenese die Einheilung der Prothese in das umliegende Gewebe, wohingegen serdse

oder hamorrhagische Exsudate eine adaquate Inkorporation verlangern (Menger et al., 1990).

2.6 Porcine und bovine GefaBpatches

Wie bereits erwahnt, werden zunehmend als Alternative zu autologen Venen xenogene
Gefaliprothesen fir periphere Gefalrekonstruktionen oder Revisionsoperationen bei

Kunststoffprotheseninfektion verwendet (Salles et al., 1991; Czerny et al., 2011). Sie haben
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gegentber alloplastischen Prothesen den Vorteil, dass sie aufgrund ihrer Perikard-Struktur
einer autologen Arterienwand gleichen und dadurch eine anatomisch ahnliche Rekonstruktion
ermoglichen (Topel et al., 2016). Anders als autologe Venen stehen vom Schwein stammende
— porcine — oder vom Rind stammende — bovine — Perikard-Patches in héheren Mengen sowie
in verschiedenen GroRRen zur Verfliigung. Sie kdnnen durch ihre unkomplizierte Handhabung
individuell zugeschnitten oder in Réhrentransplantate umgenaht werden (Lutz et al., 2017).
Durch ihre robuste Materialeigenschaft neigen Perikard-Patches weder zur Blutung an der
Nahtlinie noch zu einer ausgepragten Aneurysma-Bildung (Birger & Gebauer, 2013). Dies ist
vor allem im gefal3chirurgischen Bereich, beispielsweise bei einem Verschluss von peripheren
Endarteriektomien, von Vorteil (Papakostas et al., 2014). Insgesamt schneiden nach einer
infizierten  Gefallrekonstruktion Rdéhrenprothesen aus Rinderperikard mit  guten
Langzeitstudienergebnissen bezuglich ihrer Reinfektionsrate und dem Heilungsverhalten ab
(McMillan et al., 2012; Weiss et al., 2017; Kreibich et al., 2018).

In der Literatur sind Untersuchungen mit Perikard von verschiedenen Tierarten vielfaltig. Durch
die gezielte Rinder- und Schweinezucht in prionenfreien Landern ist Perikard aus der
Nutztierhaltung in groRer Zahl verfligbar und schlie3t damit eine Kontamination mit Zoonosen
oder Schweine-Retroviren aus (Prusiner, 1998). Angaben Uber infizierte Perikardien mit
ubertragbaren Krankheiten von Schweinen oder Rindern liegen bislang nicht vor
(Gauvin et al., 2013).

Zwischen Schweine- und Rinderperikard gibt es aufgrund ihrer ahnlichen Gewebestruktur
kaum Unterschiede in den Materialeigenschaften. Wissenschaftliche Erkenntnisse aus dem
Bereich der Biomaterialien geben dartber Aufschluss, dass porcine und bovine Patches
bestimmte mechanische Merkmale haben. Neben einer ausgepragten Bruchfestigkeit und
einem nichtlinearen Spannungs-Dehnungs-Verhalten zeichnen sie sich aufgrund ihres
Kollagengehaltes als elastisches, aber stabiles Material aus (Garcia Paez et al., 2003;
Bagno et al., 2018). lhre kollagene Struktur wird bei der Herstellung durch eine Glutaraldehyd-
Lésung stabilisiert, die auch teilweise die tierspezifischen Antigene eliminiert
(Speer et al., 1980). Jedoch entfernen nur spezielle Dezellularisierungs-Verfahren restlos alle
Komponenten, die zu einer immunologischen Reaktion fuhren kénnen (Aguiari et al., 2016).
Zu diesen Komponenten gehodren unter anderem Glykosaminoglykane (GAG), die wichtigsten
Bestandteile der EZM. Zu ihren Funktionen zdhlen vor allem die Bindung von Wasser, die
lokale Einddmmung von Infektionen und die Regulation der Blutgerinnung am Endothel
(Linhardt & Toida, 2004). Dazu kdénnen sie durch ihre hohe negative Ladung den
Verkalkungsprozess durch Chelat-Komplex-Bindung von Calcium-lonen am Bindegewebe
verhindern (Cigliano et al., 2012). Nachweislich kommt es durch diese chemischen
Fixierungen zu einer makroskopischen und mikroskopischen Veranderung in beiden tierischen

Patches mit unterschiedlichen Folgen. Makroskopisch besitzt sowohl das porcine als auch das
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bovine Perikard zwei Oberflachenseiten: eine faserige Aullenschicht mit verschiedenen
Bindegewebsmengen und eine glatte Oberflache, die serdse Innenschicht (Abb. 21, A, B).
Mikroskopisch enthalt die Perikardwand neben elastischen Fasern, Blutkapillaren und Nerven
auch mehrere Schichten Kollagenbiindel. Hier unterscheidet sich die bovine Schichtarchitektur
von der porcinen. Wahrend das Rinderperikard aus einer dickeren Schicht von
Kollagenbiindeln mit symmetrischen Anordnungen besteht, weist das Schweineperikard
Wellenstrukturen zwischen den Kollagenschichten auf, die aus elastischen Fasern bestehen
(Gauvin et al.,, 2013). Klinischen Studien zufolge hat dadurch das Rinderperikard eine
signifikant Gberlegene mechanische Festigkeit verglichen mit dem Schweineperikard (Liao et
al., 1992). Eine weitere Beeintrachtigung, die durch den Herstellungsprozess entsteht, ist die
verminderte Haltbarkeit der Patches. Durch die Abnahme von GAG in der EZM kann eine
Mineralisierung nicht verhindert werden, sodass die Patches nach 10-15 Jahren an Elastizitat
verlieren und zunehmend bruchig werden. Auch die Oberflachen-Thrombogenitat wird durch
verminderte GAG beeinflusst. Normalerweise ist die glatte serése Oberflache, die dem
Blutstrom anliegt, resistent gegeniber der Aufnahme von Blutplattchen. Jedoch kann nach
einer Glutaraldehyd-Fixierung sich vor allem beim Schweineperikard signifikant die Oberflache
verandern, sodass sie eher zur Thrombosenbildung neigt als das Rinderperikard
(Gauvin et al., 2013).

Trotz der chemischen Vorbehandlung und ihren Folgen wird eine ausgesprochen hohe
Biokompatibilitat erreicht, die ein rasches Einwandern der Fibroblasten und anderen
Empfangerzellen fir eine schnelle Integration in die rekonstruierte Arterie gewahren
(Menger et al., 1992; Topel et al., 2016). Somit hat der xenogene Perikard-Patch durch seine
Eigenschaften, wie héhere Infektresistenz, rasche Endothelialisierung und gute Compliance,
die Vorteile einer autologen Vene. Im direkten Vergleich sind sich porcine und bovine Patches
durch ihre Struktur und das Herstellungsverfahren sehr ahnlich. Jedoch hat das Rinderperikard
durch seine hohe Pravalenz in Studien und in der Klinik eine breitere Akzeptanz erhalten und

das Schweineperikard damit als vergleichbare Alternative in den Hintergrund gestellt.

2.7 Weitere Anwendungsgebiete von porcinen und bovinen Perikardien

Seit der Einflhrung der Transkatheter-Aortenklappenimplantation (TAVI) ist der Bedarf an
xenogenem Perikard in den letzten Jahren gestiegen. Beim Einflihren durch die Leiste ist das
Material extremen Scherkraften ausgesetzt. Um diesen Stand halten zu kénnen, ist ein
obligatorisches Falten des Materials unumganglich. Teilweise wurden sogar Materialien aus

Eselsperikard getestet, um die Leistung nach Einfuhrung durch den Katheter zu verbessern
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(Mao et al., 2019). Jedoch gibt es auch in der Herz-Thorax-Chirurgie keine einheitlichen
Anwendungsstrategien von xenogenen Patches, obwohl sie seit vielen Jahren auf
unterschiedliche Weise eingesetzt werden. Neben der Verwendung von alloplastischen
Ersatzprothesen, wie beispielsweise aus PTFE, wird xenogenes Material in der Herzchirurgie
auch zum Verschluss von angeborenen Herzfehlern oder als biologische Aorten- oder
Mitralklappen-Ersatzprothesen verwendet (Crawford et al., 1986; Us et al.,, 2004;
Holzhey et al., 2016). Auch auf diesem Fachgebiet hat sich im Zuge der alter werdenden
Bevdlkerung eine  Zunahme um 5,8 % in atherosklerotisch bedingten
Herzklappenerkrankungen manifestiert. Die meisten biologischen Herzklappen werden
entweder aus Perikard vom Rind oder aus nativen Aortenklappen vom Schwein hergestellt. In
einer groRen Vergleichsstudie kamen Hickey et al. zu dem Ergebnis, dass es keinen
signifikanten Unterschied in der 10-Jahres-Uberlebensrate zwischen implantierten Rinder- und
Schweineklappen (49,0 % versus 50,3 %) gab (Hickey et al., 2014). In anderen
Veroffentlichungen in Hinblick auf hamodynamische Eigenschaften und postoperative
Komplikationen wie ischamische zerebrale Ereignisse erzielte jedoch die Rinderperikard-
Prothese bessere Ergebnisse als die Schweineklappenprothese (Kurt et al., 2005;
Yap et al., 2013). In diesem Zusammenhang wird auch in der Herzchirurgie dem bovinen
Perikard in Bezug auf die Biokompatibilitdt ein Vorteil gegentiber dem porcinen Perikard

zugesprochen (Jorge-Herrero et al., 2010).

Xenogene Patches finden auch in der Thoraxchirurgie als Alternative zum synthetischen
Fremdmaterial Verwendung (Miyazaki et al., 2018). Neben Defekt-Rekonstruktionen des
Zwerchfells gehort bovines Rinderperikard zu einer alternativen Methode, um infizierte
Brustwandstellen wiederherzustellen (Miller et al., 2013; Milea et al., 2017). Auch in der
thoraxchirurgischen Tumortherapie haben sich sowohl porcine als auch bovine Patches
bewahrt. Sie konnen praktisch als Conduit in ein tumorinfiltriertes Lungenarteriensegment
eingesetzt werden und erzielen damit gute Resultate, um das Risiko einer Pneumektomie zu
verringern (D’Andrilli et al., 2018).

Als gefalichirurgischer Standard von kurzstreckigen isolierten Stenosen in peripheren Arterien
wie im Bereich der Arteria femoralis communis oder der Arteria carotis gilt die TEA
(Kang et al., 2008; Grimsley et al., 2022). Zum Verschluss der Arterie gibt es nach erfolgter
Langsarteriotomie zwei Mdglichkeiten: die Direktnaht oder die Erweiterungsplastik. Da es bei
der arteriellen Direktnaht zu einer erneuten Gefalieinengung und zu einer Intimahyperplasie
kommen kann, wird diese Technik kaum mehr empfohlen (Rantner & Fraedrich, 2017). Die
Erweiterungsplastik ist heutzutage die Methode der Wahl, wobei die Arterie mittels einer
Patch-Plastik verschlossen wird. Dadurch wird eine verbesserte Perfusion durch Vermeidung
einer erneuten Stenose gewahrleistet (Eckstein et al., 2012). Nach einer Patch-Plastik im

Bereich der Arteria carotis kommen im Gegensatz zu einer Direktnaht signifikant weniger
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postoperative  Schlaganfalle, Revisionsoperationen, Restenosen oder Todesfalle
vor (Bondet al., 2004). Bislang gibt es keine Vergleichsstudien Uiber porcine und bovine Patch-

Plastiken bei Verschluss nach einer TEA.

Eine kurzlich veroffentlichte Studie mit einer mittelfristigen Nachbeobachtungszeit von 12
Monaten beschaftigte sich mit In-situ-Rekonstruktionen mittels porcinen Perikardschlduchen
bei abdominellen Aortentransplantat-Infektionen. Dabei lag die 30-Tage-Sterblichkeit und die
1-Jahres-Sterblichkeit bei 12,5 % bzw. 37,5 %. Die Reinterventionsrate war bei 28,5 %
(Znaniecki et al., 2023). Da in den vergleichbaren xenogenen Patch-Studien haufig das
Rinderperikard im Vordergrund steht, zeigt diese Studie eine vielversprechende Alternative mit
einer guten mittelfristigen Haltbarkeit des porcinen Patches. Eine vergleichbare Studie mit
bovinen Perikardschlauchen haben Burghuber et al. mit einer mittelfristigen
Nachbeobachtungszeit von 24 Monaten veroffentlicht. Dabei lag die 30-Tage-Sterblichkeit und
die 1-Jahres-Sterblichkeit bei 9,5 % bzw. 14 %. Die Reinterventionsrate lag bei 11 % und die
2-Jahres-Offenheitsrate bei 86 % (Burghuber et al., 2021).

Die Verwendung von xenogenem Material in den verschiedenen Fachgebieten ist
unterschiedlich und nicht immer direkt miteinander vergleichbar. Biologische Herzklappen sind
beispielsweise anderer Himodynamik ausgesetzt als xenogene Patches nach einer Carotis-
TEA. Im Zusammenhang mit dieser Arbeit sind jedoch die Anwendungsgebiete in der

arteriellen Rekonstruktion und deren Integrationsverhalten interessant.

2.8 Fragestellung

Xenogenes Ersatzmaterial aus Schweine- oder Rinderperikard wird haufig in der Herz-Thorax-
und Gefalichirurgie verwendet. Theoretisch kénnen porcine und bovine Patches aufgrund ihrer
ahnlichen Gewebestruktur gleichermal3en im operativen Alltag eingesetzt werden. Praktisch
hat sich jedoch das bovine Perikard besonders bei Revisionsoperationen nach alloplastischen
Gefaliprotheseninfektionen etabliert (McMillan et al., 2012; Almasi-Sperling et al., 2020). In
der Vergangenheit konnten durch Studienergebnisse bisher die Materialeigenschaften beider
Perikard-Patches miteinander verglichen und eine gewisse Tendenz dem bovinen Patch als
biokompatibleres Material zugesprochen werden (Liao et al., 1992; Burger & Gebauer, 2013).
Die wichtigsten Faktoren fur eine adaquate Inkorporation einer Patch- oder Gefalprothese
sind die physiologische Entzindungsreaktion und die Gefalineubildung in das umliegende

Gewebe in den ersten zwei Wochen nach der Implantation (Menger et al., 1992). Bisher lie3en
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sich nur die bovine Wandstarke und die Gewebehydratation als Kriterium fir ein besseres

Einwachsverhalten gegenliber porcinen Patches nachweisen (Zouhair et al., 2020).

Wir beschaftigten uns deshalb mit der Frage, welche unterschiedlichen Auswirkungen porcine
und bovine Patches 14 Tage nach Implantation auf das umliegende Gewebe haben, um bei
einer signifikant besseren Biokompatibilitdt gegebenenfalls eine Empfehlung fiir die Praxis
abgeben zu kénnen. Darlber hinaus haben wir die Biokompatibilitdt dieser xenogenen
Patches mit einer weiteren Gruppe aus unserer kunststoffhaltigen Versuchsreihe, der
ePTFE-Prothese, verglichen. Wenngleich ihr operativer Einsatz teilweise ein anderer ist,
wurden in jlingster Zeit gehauft positive Studienergebnisse liber die Anwendung von bovinen
Perikard-Patches als Rohrentransplantate bei einer infizierten PTFE-Prothese veroffentlicht
(Czerny et al.,, 2011). Diesen und ahnlichen Veroffentlichungen wollten wir mit unseren

experimentellen Ergebnissen von beiden unterschiedlichen Materialien nachgehen.

Der Untersuchungszeitraum der implantierten porcinen, bovinen und ePTFE-Prothesen im
tierexperimentellen Ruckenhautkammermodell der Maus betrug 14 Tage. In diesem Zeitraum
war es uns moglich, mithilfe eines intravitalen Fluoreszenzmikroskops das progressive
Einwachsverhalten der Implantate quantitativ zu analysieren. Um die peri- und
subprothetischen zellularen Strukturen untersuchen zu kénnen, wurden nach Ablauf der zwei

Wochen zusatzlich immunhistochemische Querschnittspraparate angefertigt und ausgewertet.
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3. Material und Methoden

3.1 Versuchstiere

Die tierexperimentellen Untersuchungen mittels Riickenhautkammermodell sind an C57BL/6-
Mausen (Charles River Laboratories GmbH, Sulzfeld, Deutschland) ausgefiihrt worden. In
unserer Forschungsgruppe gehoérten C57BL/6-Mauskolonien zu den am haufigsten
verwendeten Knock-out-Mausen, da sie durch ihre genetische Identitat ein hohes Maf} an
GleichmaRigkeit auf unsere experimentellen Behandlungen garantierten. Alle Eingriffe und
Behandlungen erfolgten nach den aktuellen Tierschutzrichtlinien fur Versuchstiere sowie dem
in Deutschland geltenden Tierschutzgesetz nach § 10 (National Research Council, Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals, 2011). Die Tierschutzbehérde des Landesamtes fiir

Gesundheit und Verbraucherschutz hat nach § 8 Absatz 1 die Experimente genehmigt.

Die sowohl mannlichen als auch weiblichen Versuchstiere waren zwischen 8 und 24 Wochen
alt und besalRen ein Korpergewicht zwischen 21 und 25 g. In ihren Einzelkafigen hatten sie
stets Zugang zum Standardlaborfutter (Altromin 1324 — 10 mm Pellets, Altromin GmbH, Lage,
Deutschland) und zu Wasser (Abb. 2). Unter Einhaltung eines 12-stindigen Tag-Nacht-
Rhythmus wurden die Mause von den Mitarbeitern der Versuchstierpflege in der Tierhaltung
des Institutes fur Klinisch-Experimentelle Chirurgie des Universitatsklinikums des Saarlandes
bei Raumtemperaturen zwischen 22 und 24 °C sowie bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von
60 bis 65 % gepflegt.

Abb. 2: Farbmaus vom Stamm C57BL/6 (Black 6). Mannlich, 10 Monate, 22 g, im Einzelkafig mit solidem Boden
auf Einstreu. Eigenes Bildmaterial.
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3.2 Implantiertes Material

3.2.1 Vascutek Porcine Pericardial Patch:

Bei diesem xenogenen 60 x 80 mm grolRen Patch handelt es sich um ein steriles in 0,5%ige
Glutaraldehyd-Lésung eingelegtes Schweineperikard (Seite 26, Abb. 3, A). Aufbewahrt wird
es in einem luftdicht wiederverschlieRbaren Kunststoffbehéalter, welches zwischen 5 °C und 25
°C gelagert werden kann. Wie jedes Perikard besitzt sie auf der einen Seite eine glatte serose
und auf der gegeniberliegenden Seite eine faserige fibrindse Oberflache (Seite 54,
Abb. 21, A). Vor der Verwendung soll gemall Gebrauchsanweisung das Perikard zehn
Minuten mit einer sterilen 0,9%igen Kochsalzlésung gespult werden. Der Hersteller (Vascutek
LTD, Inchinnan, GroRRbritannien) wirbt mit einer besonderen Handhabung, einer vorteilhaften
Flexibilitdt und einer mittleren Wandstarke von 0,32 mm sowie einer gleichmafigen
Nahtretention. Haufige Anwendungen von Vascutek Porcine Pericardial Patches sind die
Reparaturen von Herzklappen sowie der Arteria Carotis nach einer Endarteriektomie und der
Verschluss von Perikard-Defekten (Lau et al., 2008).

3.2.2 XenoSure® Biologic Patch:

Auch hierbei handelt es sich um einen xenogenen Gefal3-Patch. Fur den medizinischen
Gebrauch wird es aus Rinderperikard (Seite 26, Abb. 3, B) ebenso mit Glutaraldehyd
aufbereitet und auf eine GréRe von 10 x 100 mm zugeschnitten. In einem luftdicht
wiederverschlieBbaren Kunststoffbehalter wird es mit einer sterilen phosphatgepufferten
Kochsalzlésung sowie 0,2%iger Glutaraldehydlésung zwischen 5 °C und 25 °C aufbewabhrt.
Vor Benutzung muss auch die hier vom Hersteller (LeMaitre® Vascular, Inc., Burlington/MA,
Vereinigte Staaten) empfohlene dreimindtige Spllung mit 500 ml steriler Kochsalzlésung
durchgeflhrt werden. Dadurch kann die mittlere Wandstarke von 0,55 mm um 0,1 mm
zunehmen. Dieses Produkt wirbt mit ihrer Biokompatibilitdt, der auliergewdhnlichen
Reil¥festigkeit mit ihrer Wandstarke von 0,55 mm £ 0,1 mm und ihrer leichten Handhabe. Laut
Hersteller wird der bovine Patch vor allem fir gefalichirurgische Eingriffe wie Carotis-
Endarteriektomien, lliakal-Arterien-Stenting, Femur-, lliaca-, Nieren- und Tibia-Patching,
Profunda-Plastiken und arteriovendése Zugriffsrevisionen empfohlen (LeMaitre® Vascular,
2019).
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3.2.3 Gore-Tex® Stretch Vascular Graft:

Diese synthetisch hergestellte Rohr-Gefal3prothese (Seite 26, Abb. 3, C) aus expandiertem
Polytetrafluorethylen (ePTFE) wird vor allem bei Operationen mit Patienten mit peripheren
Gefalverschlissen oder peripheren Aneurysmen eingesetzt. Besonders haufig finden Strech-
ePTFE-Prothesen bei Dialysepatienten Verwendung, da sie im Vergleich zu Standard-ePTFE-
Transplantaten bessere Durchgangigkeitsraten und weniger postoperative Stenosen
aufweisen (Tordoir et al., 1995). Bei der Herstellung wird das ePTFE in einem thermischen
Prozess gereckt. Hierbei werden wahrend der Verarbeitung die Molekilfasern des ePTFE
orientiert verandert, sodass dadurch eine verbesserte Dichtigkeit und Festigkeit bei einer
mittleren Wandstarke von 0,4 mm erzeugt wird. Die ePTFE-Prothesen sollten nach
Herstellerempfehlung (W. L. Gore & Associates, Inc., Newark/DE, Vereinigte Staaten) nicht
als Patch-Prothesen verwendet werden, da ihnen die nétige Querversteifung fehlt. Gore-Tex®
Stretch Vascular Graft-Prothesen sind ohne Vorbehandlung sofort einsetzbar und kénnen mit
externen Plastik-Stitzringen verstarkt werden, um eine scharfe Biegung im freipraparierten

Operationsgebiet zu verhindern.
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(A) Porciner Perikard-Patch: 0,32 mm

(B) Boviner Perikard-Patch: 0,55 mm

(C) Kunststoff-Rohrprothese ePTFE: 0,4 mm

Abb. 3: Lichtmikroskopische Videoaufnahmen im Standbildmodus in 10-facher VergroRerung der untersuchten
2x2 mm groBen zugeschnittenen Gefaliprothesenfragmente im jeweiligen Beobachtungsfeld der

Rickenhautkammer der Maus. (A-C): Implantiertes Material am Tag der Implantation (Tag 0) und ihre mittlere
Wandstarke. Eigenes Bildmaterial.
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3.3 Praparation der Riickenhautkammer

Das Modell der Rickenhautkammer (RHK) wurde anfangs an Syrischen Goldhamstern
angewendet (Menger & Lehr, 1993). Heutzutage ist es auch an Mausen durch eine modifizierte
Verkleinerung der RHK mdglich neben In-vivo-Experimenten mit Zellpraparaten oder
Gewebetransplantaten auch die implantierten Gefalprothesenfragmente unserer
Versuchsreihe 14 Tage lang auf das Einwachsverhalten zu untersuchen. Der freipraparierte
Musculus panniculus carnosus der Maus-Hautfalte (Seite 30, Abb. 6, A) eignet sich hierbei als
ideale Skelettmuskelschicht, welches auf eine Verletzung mit Revaskularisierung und

kapillaren Umbau adaquat reagiert (Naldaiz-Gastesi et al., 2018).

Fur die Praparationsschnitte der RHK wurde zunachst die Haut der Versuchsmaus in zwei
Schritten vorbereitet. Im ersten Schritt wurde die Maus mittels einer Kichenwaage gewogen
und das kdrpergewichtsadaptierte Analgosedativum [0,1 ml + 10 % pro 10 g Kérpergewicht]
mit einer 26 G Injektionskanule intraperitoneal verabreicht. Das zuvor frisch vorbereitete
Narkosemittel aus 0,75 ml Ketaminhydrochlorid 12 % (Ketavet®; Pharmacia GmbH, Erlangen,
Deutschland) und 1 ml Xylazinhydrochlorid 2 % (Rompun®; Bayer Vital GmbH, Leverkusen,
Deutschland) wurde in 8,25 ml steriler 0,9%iger Kochsalzlésung (NaCl 0,9 %; B. Braun
Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) geldst. Vor jedem weiteren Schritt wurde die
Narkosetiefe regelmafig mithilfe einer anatomischen Pinzette tberpriift. Konnte ein sichtbarer
Schmerzreflex an der Hinterpfote der Maus ausgelést werden, wurde mit je 0,1 ml
Narkoseldsung intraperitoneal nachinjiziert. War eine ausreichende Narkosetiefe eingetreten,
wurde eine Augensalbe (Bepanthen® Augen- und Nasensalbe; Bayer Vital GmbH,
Leverkusen, Deutschland) aufgetragen, die eine Austrocknung der Horn- und Bindehaute der

Maus verhindern sollte.

Im zweiten Schritt wurde mit der Enthaarung der Riickenhaut begonnen. Zunachst wurde mit
einem Elektrorasierer fir Kleintiere (Elektra Il GH 204; Aesculap AG, Tuttlingen, Deutschland)
das Fell entfernt. Im Anschluss wurden die restlichen Haare mit einer Enthaarungscreme
(asid®-med; ASID BONZ GmbH, Herrenberg, Deutschland) bedeckt (Seite 28, Abb. 4, A) und
diese nach einer zehnmindtigen Einwirkzeit mit einem kleinen Spatel abgetragen. Die Reste
von der Enthaarungscreme wurden mit lauwarmem Wasser grindlich abgewaschen und
darauf geachtet, dass die empfindlichen Ohren und Augen der Maus nicht mit Feuchtigkeit in
Bertihrung kamen. AnschlieRend wurde die abgetrocknete, enthaarte Rickenhaut mit einer
alkoholischen Lésung aus 74,1 % Ethanol und 10 % 2-Propanol (Softasept® N™; B. Braun
Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) ausreichend unter Einhaltung der Einwirkzeit

desinfiziert.
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Abb. 4: (A) Analgosedierte C57BL/6-Maus wahrend der chemischen Depilation und (B) nach der Enthaarung.
B: Die mediale Riickenhaut der Maus wurde in Narkose mit Haltefaden an die Haltevorrichtung aufgespannt, um

die Hauptstammgefalle der Riickenhaut (schwarzer Pfeil) sichtbar zu machen. Eigenes Bildmaterial.

FiUr die Praparation der RHK wurden primar OP-Instrumente aus der Augenchirurgie, wie
Mikroscheren, Hartmann-Mosquitoklemmen und Mikropinzetten, verwendet. Diese wurden
zusammen mit dem Titangestell vor jedem Einsatz im Ultraschallbad gereinigt und in eine

Desinfektionsldsung gelegt.

Um eine intraoperative Auskuhlung zu verhindern, wurde die Versuchsmaus vor dem ersten
Praparationsschnitt auf ein elektrisches Warmekissen gebettet oder mit einer warmenden
Rotlichtlampe (Osram™ Siccatherm 150 W, 240 V HG) bestrahlt. Die enthaarte elastische
Ruckenhaut wurde zunachst entlang der dorsalen Medianlinie mit Hilfe einer chirurgischen
Nadel und zwei Haltefaden an eine Haltevorrichtung gespannt. Eine Kaltlichtquelle diente
hierzu als Gegenlichtkontrolle, um die Hauptstammgefale der Rickenhaut als
Orientierungspunkte fur die korrekte Positionierung der Haltefaden aufzusuchen (Abb. 4, B).
Anschlieend wurden nacheinander die Einzelteile (Seite 29, Abb. 5, A) des Titangestells der
RHK mit einem Gesamtgewicht von 3,2 g auf die senkrecht aufgespannte Rickenhaut
zusammengebaut. Hierzu wurde die Haut-Umschlagsfalte an den hinteren Titanrahmen mit
sechs Einzelknopfnahten fixiert. Nachdem zwei kleine Schnitte in der Rickenhautfalte
gemacht wurden, konnten zwei Schrauben durch beide Hautfalten hindurchgefiihrt werden
(Seite 29, Abb. 5, B). An diesen Schrauben konnte das vordere Titangestell als Gegenstiick in

einem spateren Schritt befestigt werden.

Im darauffolgenden Arbeitsschritt wurde das Beobachtungsfeld der Rickenhaut freigelegt.
Dieses wurde zunachst unter Gegenlichtkontrolle mithilfe eines wasserfesten Feinmarkers

gekennzeichnet.
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Um eine Kompression des Gewebes nach Anbringen des vorderen Titangestells zu umgehen,
wurde der Kreisdurchmesser des Operationsfeldes etwas groRer als das des
Beobachtungsfensters der RHK gekennzeichnet. Anschliel’iend wurde die Maus in Seitenlage
auf das hintere Titangestell unter einem Stereo-Operationsmikroskop (Wild M650/Leica; Leica
Camera AG, Wetzlar, Deutschland) positioniert und entlang der vormarkierten Stelle die
oberste Hautschicht (Cutis) mit einem Durchmesser von 15 mm kreisrund mittels
mikrochirurgischem Operationsbesteck herausgeschnitten (Abb. 5, B). Danach wurden mit
einer feinen Mikroschere die einzelnen subkutanen Gewebeschichten bis zum Hautmuskel,
dem Musculus panniculus carnosus, freigelegt (Seite 30, Abb. 6, A). Dieser Muskel ist
willkirlich innerviert und kann die Rickenhaut der Maus in Falten werfen, sodass eine

Langsanspannung moglich ist.

Abb. 5: (A) Einzelne Bauteile einer Rickenhautkammer. Links im Bild von oben nach unten: zwei symmetrische
Titanrahmen (1) mit rundem Beobachtungsfenster, Bohrungen fir Verbindungsschrauben und Fixationsfaden, drei
Verbindungsschrauben (2), sechs Distanzschraubenmuttern (3), ein Deckglas (4) mit einem Durchmesser von
11,8 mm und einer Starke von 1, ein Sprengring (5). Rechts im Bild: zusammengesetzte Rickhautkammer (6) aus
zwei Titanrahmen (1) verbunden mit drei Schrauben (2) und sechs Distanzschraubenmuttern (3). (B) Prapariertes
Operationsfeld (15 mm Durchmesser) mit gut sichtbaren Hauptstammgefaflen in langsgespannter Riickenhaut der
Labormaus auf einem hinteren Titanrahmen. Eigenes Bildmaterial.

Die im Operationsfeld durch Traumatisierung entstandenen Blutungen wurden sorgsam
vermieden und wahrend der Praparation wiederholt mit steriler 0,9%iger Kochsalzlésung
gesplilt. Uberlaufende Kochsalzldsung wurde seitlich der Wunde mit einem sterilen Tupfer

aufgesaugt, ohne das Operationsfeld zu berihren. Nach erfolgter Blutstillung wurde der
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vordere Titanrahmen mithilfe von zwei Distanzschraubenmuttern auf die drei
Verbindungsschrauben zur Kammerriickseite angebracht. Die Distanzschraubenmuttern
dienten als Platzhalter, um eine Komprimierung der versorgenden BlutgefaRe zu verhindern
und eine physiologische Blutversorgung des Gewebes sicher zu stellen. Im letzten Schritt
wurden die verbleibenden Gewebeschichten erneut mit Kochsalzlésung gespilt und mit einem
wiederentfernbaren Deckglaschen (Durchmesser: 11,8 mm, Starke: 1) geschuiitzt sowie einem
Sprengring am Titanrahmen fixiert, sodass eine intravitalmikroskopische Beobachtung der

gegenuberliegenden Hautmuskulatur und Subcutis méglich war (Abb. 6, B).

Cutis
Subcutis

Fettgewebe
M. retractor
M. retractor
Fettgewebe

Deckglaschen

Subcutis

Cutis

Abb. 6: (A) Schematische Darstellung der verschiedenen Gewebeschichten einer praparierten
Rickenhautkammer. (B) Implantiertes Titangestell mit Sprengring (weil3er Pfeil), Deckglas und gut sichtbaren
HauptstammgefalRen im runden Beobachtungsfeld. Roter Pfeil: Materialaussparung zur Reduktion des
Titanrahmengewichtes. Eigene Darstellung und Bildmaterial.

Nach der RHK-Praparation wurde die Maus in einen Einzelkafig gelegt (Seite 23, Abb. 2) und
mit einer Rotlichtlampe gewarmt, um eine postoperative Auskihlung in der Aufwachphase zu
verhindern. Die operierte Versuchsmaus wurde erst bei wiedereintretendem Bewegungsdrang
in die Versuchstierhaltung zuriickgebracht und bekam die Méglichkeit sich fur 48 Stunden von
der Narkose sowie dem Eingriff zu erholen. Die Mause tolerierten die RHK gut und zeigten
unbeeintrachtigte Schlaf- und Fressgewohnheiten (Seite 31, Abb. 7).
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Abb. 7: Wache C5BL/6 Maus mit Futter 48 Stunden nach der Praparation der Rickenhautkammer. Eigenes
Bildmaterial.

3.4 Implantation des GefaBprothesenfragments

Zwei Tage nach der RHK-Praparation der Maus wurden die Gefalprothesen implantiert.
Wahrend die steril verpackten ePTFE-Prothesen ohne Vorbehandlung einsatzbereit waren,
wurden die bovinen und porcinen Gefal-Patches vor der Implantation gemafR der
Gebrauchsanleitung mit steriler 0,9%iger Kochsalzldsung zehn Minuten lang gespdilt, bevor
sie in eine Einheitsform von 2 mm? zugeschnitten werden konnten. In einer sterilen
Kochsalzlésung-gefillten Petrischale konnten die 2 x 2 mm grol3en GefalRprothesenfragmente
mittels einer Kastchen-Schablone als Unterlage und einem Skalpell unter einem
Operationsmikroskop ausgeschnitten werden. Nach diesem Arbeitsschritt wurde die Maus
erneut analgosediert und bei adaquater Narkosetiefe auf eine Plexiglasbiihne (Seite 33, Abb.
9, B), welches auf einem elektrischen Warmekissen lag, in Seitenlage mit Faden fixiert.
AnschlieBend wurde der Sprengring und das Deckglaschen entfernt und die vorher
zugeschnittenen Gefaliprothesenfragmente auf ihre fibrindse AulRenseite (Seite 54, Abb. 21,
A) mithilfe einer sterilen anatomischen Pinzette in das Zentrum des Beobachtungsfeldes
positioniert (Seite 32, Abb. 8). Nach erfolgter Implantation wurde die RHK zligig wieder mit
einem Deckglaschen und Sprengring luftdicht verschlossen, um die erste intravitale

fluoreszenzmikroskopische Untersuchung durchfihren zu kénnen.
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Abb. 8: Beobachtungsfenster der RHK am Tag der Implantation (Tag 0) mit einem 2 mm?2 gro3en bovinen Gefaf3-
Patch. Lichtmikroskopische Videoaufnahmen im Standbildmodus (A) in 10-facher VergréRerung und (B) in

40-facher VergroRerung. Eigenes Bildmaterial. RHK, Rickenhautkammer.

3.5 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie

Durch die intravitale Fluoreszenzmikroskopie war es méglich iber mehrere Wochen wiederholt
an der analgosedierten Maus die Neoangiogenese, die Mikrozirkulation sowie die Leukozyten-
Endothel-Interaktion zu untersuchen. Hierzu wurden zunachst die aufgetauten
Fluoreszenzfarbstoffe FITC-Dextran (5 % Fluoreszin-Isothiocyanat-markiertes Dextran,
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) und Rhodamin 6G (Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland) im Verhaltnis von 1:1 miteinander vermengt, bevor sie in den retrobulbaren
Venenplexus der Maus injiziert wurden. Wahrend der Plasmamarker FITC-Dextran durch sein
Molekulargewicht von 150.000 Da die Intravasalrdume darstellte, farbte Rhodamin 6G
Granulozyten und Monozyten ein, die die Leukozyten-Interaktion mit dem GefaRendothel
sichtbar machte (Baatz et al., 1995; Faye et al., 2012).

Der durchgehend analgosedierten Maus wurden 0,1 ml von dem vorher zubereiteten
Fluoreszenzfarbstoff-Gemisch in den retrobulbdren Venenplexus gespritzt und anschlief’end
in Seitenlage auf eine Plexiglasplatte mit einem Faden fixiert (Seite 33, Abb. 9, B), um das
Beobachtungsfenster der RHK mit einem modifizierten Zeiss Axiotech Mikroskop (Zeiss;
Oberkochen, Deutschland) untersuchen zu kdnnen. Dieses modifizierte Intravitalmikroskop
war neben einer 100 Watt Quecksilberhdchstdrucklampe und einem Auflicht-llluminator,
zusatzlich mit einem Reflektorschieber mit drei zwischengeschalteten Filterblécken

ausgestattet (Seite 33, Abb. 9, A). Diese drei Filterbldcke ermdglichten durch Zuschaltung eine
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Anregung des Untersuchungsfeldes mit blauem (Anregungswellenlange: 450-490 nm,

Emissionswellenlange: >520 nm), grinem (530-560 nm, >580 nm) und ultraviolettem Licht
(330-390 nm, >430 nm).

Abb. 9: (A) Arbeitsplatz zur intravitalen fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung mit Intravitalmikroskop, Monitor,
DVD-Rekorder, Videotimer, Vorschaltgerat, Kamera, Filterblock, Mikroskopier-Tisch, Helligkeitsregler,
Kameraregler. (B) Analgosedierte C57BL/6 Maus auf einer Plexiglasbihne in Griinlicht-Epi-lllumination. Eigenes
Bildmaterial. DVD, Digital Video Disc.

Eingesetzt wurden zur ausflhrlichen Dokumentation ein Videotimer (VTG 33; FOR-A
Company Limited, Tokio, Japan) und eine Charge-coupled Device-Videokamera (FK6990;
Pieper, Schwerte, Deutschland), die an das Intravitalmikroskop integriert waren. Mit einem
DVD-Rekorder (DVD-R 121; Samsung Electronics GmbH, Schwalbach, Deutschland) wurden
die Bilder, die wahrend der mikroskopischen Untersuchung entstanden waren, auf eine DVD

zur spateren Auswertung aufgezeichnet.
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3.5.1 Analyse der Mikrozirkulation

Das aufgezeichnete Bildmaterial der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie Uber den
Untersuchungszeitraum von zwei Wochen konnte mithilfe des Bildverarbeitungsprogramms
Cap-Image (Dr. Zeintl, Heidelberg, Deutschland) ausgewertet werden. Cap-Image ermdoglichte
eine quantitative Analyse der Neoangiogenese, der Mikrohdmodynamik sowie der
Leukozyten-Endothel-Interaktion. Um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse an den jeweiligen
Untersuchungstagen zu sichern, wurden vorher Felder (Abb. 10) um die Implantate herum bei
jeder Maus gleich festgelegt. Fir die Auswertung der Neoangiogenese als funktionelle
Kapillardichte (cm/cm?) wurden acht definierte Felder, die Region of Interest (ROI), mit einer
Flache von 0,4 mm?im direkten Randbereich der GefalRprothese mit einem 20-fachen Objektiv
unter Blaulicht-Epi-lllumination aufgezeichnet. Auch fur die Analyse der Mikrohamodynamik
und Leukozyten-Endothel-Interaktion wurden bei jeder Maus stets die vier gleichen
postkapillaren Venolen aufgesucht, die sich jeweils in unmittelbarer Nahe der Prothese

befanden und mit Grunlicht-Epi-lllumination aufgenommen wurden.

Abb. 10: Schematische Darstellung der
standardisierten Auswertung mit Cap-Image. Zu
sehen sind die vordefinierten Untersuchungsfelder

(ROI) sowie ein zentral gelegenes

Prothesenimplantat  (beigefarbenes  Quadrat).

Rosafarbener Kreis: Beobachtungsfeld der RHK.

: Acht rote Quadrate: Felder zur Analyse der
L funktionellen Kapillardichte im Randbereich der
Prothese (siehe dazu Seite 35, Abb. 11, A). Vier

gestrichelte rote Quadrate: Felder zum Aufsuchen

der postkapillaren Venolen zur Analyse der
Mikrohdmodynamik und  Leukozyten-Endothel-

Interaktion. Eigene Darstellung. RHK,

Ruckenhautkammer; ROI, Region of Interest.

3.5.2 Funktionelle Kapillardichte

Zur Berechnung der funktionellen Kapillardichte wurde vorher jedes aufgezeichnete ROI-Feld

im Videostandbild mithilfe von Cap-Image analysiert. Neu gebildete FITC-Dextran-positive
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Kapillarsprossungen, die sogenannten sprouts, wurden der Lange nach mit einer
Computermaus nachgezeichnet (Abb. 11, A). Die funktionelle Kapillardichte (cm/cm?)
errechnete sich als Quotient aus der Gesamtlange der neu gebildeten Gefalde und der Flache
des Beobachtungsfeldes (Menger et al., 1992). Die Auswertung der nachzuzeichnenden
sprouts war von der Kontrastmitteleinlagerung und der Bildqualitat abhangig, die sich teilweise
vor allem zum Ende des Beobachtungszeitraumes durch periprothetische Odembildung

verschlechterte.

3.5.3 GefaRdurchmesser (d)

Die Farbung mit FITC-Dextran bewirkte im Plasma eine genaue Abgrenzung zwischen dunkler
GefalRwand und hell leuchtendem Plasma. Zur Messung des GefalRdurchmessers wurden mit
Cap-Image die vier gleichen postkapillaren Venolen in der Nahe der Prothese (Seite 34, Abb.
10) zu jeder Untersuchung aufgesucht. Hierzu wurden zwei gegeniberliegende Randpunkte

eines Gefalles miteinander verbunden (Abb. 11, B) und die dadurch senkrecht zum Gefal

ausgerichtete Strecke (um) als GefalRdurchmesser d bestimmt.

Abb. 11: Intravitalmikroskopische Videoaufnahmen im Standbildmodus in (A) Blaulicht-Epi-lllumination und (B)
Grunlicht-Epi-lllumination. (A) Zeigt ein Untersuchungsfeld im direkten Randbereich einer porcinen Prothese in 10-
facher VergroRerung (vergleiche Abb. 10: rotes 5. Quadrat) am 14. Untersuchungstag mit rot nachgezeichneten
sprouts zur Bestimmung der funktionellen Kapillardichte. (B) Zeigt ein Untersuchungsfeld mit einer postkapillaren
Venole prothesennah in 20-facher VergréRerung (vergleiche Abb. 10: gestricheltes rotes Quadrat) zur Messung
der Mikrohdmodynamik und Leukozyten-Endothel-Interaktion. Gelber Pfeil: mit Rhodamin 6G-markierter Leukozyt

am Gefalendothel. Roter Strich: Messstrecke zur Bestimmung des GefalRdurchmessers. Eigenes Bildmaterial.
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3.5.4 Blutzellgeschwindigkeit (v)

Die Blutzellgeschwindigkeit (v) wurde anhand der Cap-Image-assistierten Line-Shift-
Diagramm-Methode errechnet und an den vier gleichen postkapillaren Venolen erfasst, an
denen auch die Gefalkddurchmesser zuvor bestimmt wurden. Daftr wurde im Videostandbild
eine zentrale Messlinie in das Gefalllumen zur Flussrichtung eingezeichnet und anschlieend
die DVD in Echtzeit zehn Sekunden lang abgespielt. In dieser Zeit wurden verschiedene
Grauwerteprofile aufgezeichnet und in einem separaten Bildspeicher hinterlegt. Aus diesen
Grauwerten erstellte das Cap-Image-Programm das Line-Shift-Diagramm, welches aus
schragen Linien mit verschiedenen Grautbnen bestand (Klyscz et al., 1997). Dunkle schrage
Linien im Bereich der Messlinie stellten die Erythrozyten-Bewegung im Kontrast zum hell
angefarbten Blutplasma dar. Die hellen Linien bildeten sich aus Plasmallicken. Mindestens
funf der dunklen parallel verlaufenden schrédgen Linien wurden markiert. Die
Blutzellgeschwindigkeit in um/s errechnete sich aus dem Mittelwert der Steigungen dieser

schragen Linien.

3.5.5 Mikrovaskularer Blutfluss (Q)

Volumen, welches innerhalb einer bestimmten Zeit durch ein Gefaly flie3t, wird als
mikrovaskularer Volumenfluss (Q) bezeichnet. Generell weisen postkapillare Venolen
aufgrund der korpuskularen Blutbestandteile ein paraboles Geschwindigkeitsprofil auf, sodass
die Blutzellgeschwindigkeit im zentralen Blutstromgebiet der Venole hoher als im Randbereich
ist. Da wir die Blutzellgeschwindigkeit (v) nur im GefalRzentrum gemessen haben, musste fir
die Berechnung des mikrovaskularen Blutflusses der Baker-Wayland-Proportionalitatsfaktor
miteinbezogen werden (Baker & Wayland, 1974). Die Formel fir den Volumenfluss Q setzte

sich wie folgt zusammen:

Q=1 * (d/2)2 * v/1,6 [plis]

Q = mikrovaskulérer volumetrischer Blutfluss; d = GefalRdurchmesser;

v = Blutzellgeschwindigkeit; 1,6 = Baker-Wayland-Faktor
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3.5.6 Scherrate (y)

Die Diskrepanz zwischen gemessener Blutzellgeschwindigkeit im zentralen Blutstrom und der
durchschnittlichen Blutzellgeschwindigkeit werden durch Reibungskrafte bedingt, die auch
fordernd fur das GefalRwachstum seien kdnnen (Galie et al., 2014). Die Scherrate (y) gilt als
Maf fur die Scherkrafte, die auf die Gefallzellen einwirken und wurde auf der Basis der

Newton’schen Definition ausgerechnet.

y=8*vid[s™]

y = Scherrate; v = Blutzellgeschwindigkeit; d = Gefdl3durchmesser

3.5.7 Leukozyten-Endothel-Interaktion

Die Einteilung in rollende und adharente Leukozyten entsprach ihrem Bewegungsprofil am
Gefalkendothel (Ricker et al., 2006).

Wahrend frei flieRende Leukozyten (Seite 35, Abb. 11, B) sich im GefalRlumen mit dem Fluss
des Blutstromes fortbewegten und sich nur kurzzeitig an das GefalRendothel banden, kamen
rollende Leukozyten mit einer Geschwindigkeit voran, die weniger als 2/5 der
Blutzellgeschwindigkeit (v) an dem einen Referenzpunkt in der Venole gemessen wurden.

Diese wurden in rollende Leukozyten/Minute (n/min) angegeben (Menger et al., 1992).

Adharente Leukozyten bewegten sich wahrend einer Beobachtungszeit von 20 Sekunden in
einem 100 pym langen Abschnitt nicht fort. Das Ergebnis wurde in der Anzahl von Zellen pro
mm? Endotheloberflache angegeben (n/mm?), wobei sich die Endotheloberflache aus dem
GefalRdurchmesser (d) und der analysierten Venolenlange mit der Voraussetzung berechnete,

dass ein Blutgefal3 eine zylindrische Form hat (Laschke et al., 2011).

Leukozyten/mm?=n/mr*d * 100 * 10 °

n = Anzahl von Leukozyten; d = GefalBdurchmesser
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3.6 Histologie und Immunhistochemie

Am 14. Implantationstag und nach der letzten intravitalmikroskopischen Untersuchung wurde
das Ruckenhautkammergewebe einschliellich Implantat aus dem Kadaver herausprapariert
(Abb. 12, A). Dieses Praparat wurde dann in 4%iger Formaldehydlésung (Roth, Karlsruhe,
Deutschland) eingelegt. Nach einer 24-stiindigen Fixation im Formalaldehyd-Bad wurden die
herauspraparierten Gewebe fir die histologischen sowie immunhistochemischen
Untersuchungen aufbereitet. Hierzu wurden die Praparate in Paraffin eingebettet und 3 um
dicke Serienquerschnitte hergestellt. Die Auswertungen der histologischen und
immunhistochemischen Praparate wurden im Hell- und Dunkelfeld betrachtet sowie an einem
konventionellen Durchlichtmikroskop (BX 60 Olympus, Hamburg, Deutschland) in 20- sowie
40-facher Vergrolerung untersucht. Die Analyse der Gewebeschnitte fand anhand eines

unserer Arbeitsgruppe vorher festgelegten Mikroskopier-Schemas statt (Abb. 12, B).

Abb. 12: (A) Gekennzeichnetes Areal (gestricheltes blaues Rechteck) mit Implantat und
Ruckenhautkammergewebe, welches post mortem herausprapariert wurde. (B) Schematische Darstellung eines
Praparats im Querschnitt mit festgelegtem Mikroskopier-Schema: die zehn roten Quadrate um das
Gefalprothesenimplantat zeigen die Hauptgesichts-Analysefelder (high-power field [HPF]) zur Schnittanalyse.
Eigene Darstellung und Bildmaterial.
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3.6.1 Konventionelle Histologie

Zunachst wurden zur ersten Orientierung alle Praparate mit der Standard-Ubersichtsfarbung
Hamatoxylin-Eosin (HE) gefarbt. Da Hamatoxylin saure Strukturen blau und Eosin basische
Strukturen rot anfarbt, konnten dadurch die GefalRprothesenimplantate und das umliegende

Gewebe sowie das neu gebildete Granulationsgewebe analysiert werden.

3.6.2 Immunhistochemie

Zur spezifischeren Beurteilung wurden immunhistochemische Querschnittspraparate
hergestellt, um mithilfe der entstandenen Antigen-Antikérper-Komplex-Farbreaktionen die
einzelnen Gewebestrukturen genauer zu untersuchen. Als immunhistologische Marker wurden
Caspase-3 (Cysteine-dependent Aspartate-specific Protease), PCNA (Proliferating Cell
Nuclear Antigen), MPO (Myeloperoxidase) sowie CD-31 (Cluster of Differentiation) verwendet.
Jedes Praparat (Seite 38, Abb. 12, B) mit dem jeweiligen Marker wurde in den Hauptgesichts-
Analysefeldern (high-power field [HPF]) in 20- und 40-facher VergréRerung ausgewertet.

Die Caspase-3 immunhistochemischen Schnitte dienten zum spezifischen Nachweis von
apoptotischen Zellen im Gewebe. Als Primarantikérper wurden fir die Praparate zunachst
polyklonale Kaninchen-Antikérper, dem anti-casp 3 (1:100, New England Biolabs, Frankfurt,
Deutschland), verwendet. Dieser identifiziert die aktive cleaved Caspase-3 in der Maus. Als
Sekundarantikdrper wurde ein mit Biotin konjugierter Ziege-anti-Kaninchen-Antikérper
(abcam; Cambridge, GroRbritannien) eingesetzt, der sich mit dem Kaninchen-Antikérper

verbindet.

Zum spezifischen Nachweis einer PCNA-abhangigen Zellproliferation hauptsachlich in der
spaten G1- und S-Phase wurde als Primarantikorper ein monoklonaler Maus-anti-PCNA-
Antikérper (1:100, Dako GmbH, Hamburg, Deutschland) benutzt. Um die PCNA-positiven
Zellen sichtbar zu machen, wurde als Sekundarantikérper ein Ziege-anti-Maus-Antikorper, der
mit  Streptavidin- oder Meerrettich-Peroxidase konjugiert wurde, angewendet.
3,3 -Diaminobenzidin (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Vereinigte Staaten) wurde als
Chromogen verwendet. Sowohl die Caspase-3 als auch die PCNA-Gewebeschnitte wurden
nach Mayer mit Hidmalaun (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) gegengefarbt. Dadurch
konnten die PCNA-positiven Zellen in den zehn HPFs (Seite 38, Abb. 12, B) in 40-facher
lichtmikroskopischer Vergro3erung gezahlt und diese als Prozent der absoluten Zellzahl eines

HPF angegeben werden.
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Zum immunhistochemischen Nachweis von MPO-positiven neutrophilen Granulozyten und
Monozyten wurde auch hier die indirekte Avidin-Biotin-Komplex-Farbung angewendet. Als
Primarantikérper diente ein polyklonaler Kaninchen-anti-MPO-Antikérper (1:100; Abcam,
Cambridge, Grolibritannien). Die MPO-positiven Zellen wurden in den vier Gesichtsfeldern im
Implantatbereich bei 40-facher lichtmikroskopischer Vergréierung ausgezahlt und diese pro

Flache in mm? angegeben.

Fur die Identifikation von CD-31-positiven Gefallen wurden die Gewebeschnitte mit einem
monoklonalen Ratten-anti-Maus-Antikérper (1:30; Dianova GmbH, Hamburg, Deutschland)
gegen CD-31 bebritet. Um Endothelzellen-Adhasionen sichtbar zu machen, wurde als
Sekundarantikorper ein Ziege-anti-Ratten-Cy3 (Cyanine Dyes) -Antikorper (1:50; Dianova
GmbH, Hamburg, Deutschland) eingesetzt und die Zellkerne mit Hoechst (1:500; Sigma-
Aldrich) abgebildet. Die im Dunkelfeldmikroskop rotleuchtenden positiven GefalRe wurden in
20-facher VergroRerung in sieben HPFs gezahlt und das Ergebnis mit der Flache des

jeweiligen Ausschnitts ins Verhaltnis gesetzt (Gefalidichte als mm? pro Bildausschnitt).
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3.7 Versuchsprotokoll

3.7.1 Versuchsgruppen

Fur die Durchfiihrung der Versuche wurden vierundzwanzig C57BL/6-Mause (Charles River
Laboratories GmbH, Sulzfeld, Deutschland) mit jeweils einer Riickenhautkammer prapariert

und anschlieend in drei Gruppen eingeteilt:

1. Gruppe Schweineperikard: Vascutek Porcine Pericardial Patch (n=8)
2. Gruppe Rinderperikard: XenoSure® Biologic Patch (n=8)

3. Gruppe PTFE: Gore-Tex® Stretch Vascular Graft (n=8)

3.7.2 Versuchsablauf

Zunachst wurde die RHK der Maus prapariert (Tag —2) und nach einer Erholungsphase von

48 Stunden die zugeschnittenen Gefal3prothesen implantiert.

Am Tag der Implantation (Tag 0) sowie an den Tagen 3, 6, 10 und 14 erfolgten die intravitalen
floureszenzmikroskopischen (IVM) Untersuchungen. Diese wurden aufgezeichnet und
gespeichert, um sie spater auf Neoangiogenese, mikrohdmodynamische Parameter und

Leukozyten-Endothel-Interaktion auswerten zu kénnen.

Am 14. Implantationstag und der damit letzten intravitalmikroskopischen Untersuchung
wurden die analgosedierten Mause per cervicaler Dislokation tierschutzgerecht geopfert.
Danach wurde das Implantat mit dem umliegenden Gewebe herausprapariert, um sie

histologisch und immunhistologisch zu untersuchen (Seite 42, Abb. 13).
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Abb. 13: Die schematische Darstellung des Versuchsablaufs zeigt den Zeitpunkt der Praparation der RHK, die
Gefalprothesen-Implantation nach 48 Stunden und die darauffolgenden intravitalmikroskopischen
Untersuchungen (IVM) an Tag 0, 3, 6, 10, 14 sowie die Explantation zur histologischen Praparat-Herstellung an

Tag 14. Eigene Darstellung. RHK, Rickenhautkammer.

3.8 Statistik

Fur die Auswertung der Ergebnisse wurden samtliche Daten auf Normalverteilung und Varianz
kontrolliert. Mit einer analysis of variance, dem einfachen ANOVA-Test (SigmaStat; Jandel
Corporation, San Rafael, Kalifornien, Vereinigte Staaten), wurden die Unterschiede zwischen
den Gruppen Uberprift. Samtliche Werte wurden als Mittelwert + Standardfehler des
Mittelwertes (Standard Error of the Mean [SEM]) angegeben. Bei einem p-Wert ab < 0,05 lag
eine statistische Signifikanz vor. Die statistische Analyse wurde unter Verwendung des
statistischen Softwarepakets SPSS (Version 26; IBM, Armonk, New York, Vereinigte Staaten)
durchgeflhrt.
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4. Ergebnisse

4.1 Periprothetische Vaskularisation

An den Untersuchungstagen 0, 3, 6, 10, und 14 wurde die Vaskularisation der implantierten
GefaRprothesen in der RHK einer C57BL/6 Maus mittels intravitaler Fluoreszenzmikroskopie
(Seite 44, Abb. 14) in vivo aufgezeichnet sowie mit dem Bildanalyseprogramm Cap-Image (Dr.
Zeintl, Heidelberg, Deutschland) zur funktionellen Kapillardichtemessung analysiert. Die VM-
Untersuchungen ergaben, dass die Gefaliprothesen drei Tage nach der Implantation eine
angiogenetisch  wirksame Reaktion im Empfangergewebe durch Bildung von
GefalRaussprossungen, den sogenannten sprouts, bewirkten. Diese neu gebildeten sprouts
entsprangen aus den Venolen und Kapillaren am Prothesenrand und in der unmittelbaren
Prothesenumgebung. Wahrend unserer zweiwochigen Untersuchung konnte eine stetige
Zunahme von sprouts in allen Versuchsgruppen nachgewiesen werden, die sich als Netzwerk
aus den neu gebildeten Gefalten im Granulationsgewebe formierten. Gemessen wurden diese
mikrovaskularen Netzwerke als funktionelle Kapillardichte in cm/cm?. Innerhalb der Prothesen

konnte bei keiner Versuchsgruppe eine Vaskularisation nachgewiesen werden.

Zur mikroskopischen Beurteilung der periprothetischen Vaskularisation wurde zusatzlich eine
immunhistochemische Untersuchung mit CD-31 als Marker fir Neoangiogenese im

Dunkelfeldmikroskop durchgefiihrt und ausgewertet.
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Abb. 14: [VM-Ubersichtsaufnahmen im Videostandbildmodus einer porcinen GefaRprothese in 5-facher
VergroRerung in Blaulicht-Epi-lllumination mit 5 % FITC-markiertem Dextran zum Vergleich am Tag der
Implantation (Tag 0). (A) und am letzten Untersuchungstag (B). Gelbe Pfeile in B: Am 14. Implantationstag ist eine
Neubildung von Gefalinetzwerken (sprouts) im Granulationsgewebe im gesamten Randbereich der Prothese zu

erkennen. Eigenes Bildmaterial. FITC, Fluoreszin-Isothiocyanat; IVM, Intravitalmikroskop

411 Schweineperikard im Vergleich zu Rinderperikard

Insgesamt neigten die Rinderperikard-Patches zu einer besseren Angiogenese und
Vaskularisation als Schweineperikard-Patches. Wenngleich der Unterschied nicht signifikant
war, zeigten Rinderperikard Patches ab dem 10. Implantationstag einen hdheren Anstieg der
funktionellen Kapillardichte in der Prothesenrandzone (Seite 45, Abb. 15 A, B und Seite 47,
Abb. 17, A). In der immunhistochemischen Untersuchung mittels CD-31-Farbung (Seite 45,
Abb. 15 C, D und Seite 47, Abb. 17, B) konnte eine signifikant hdhere Mikrogefalidichte im
Granulationsgewebe an den Prothesenrandern der Rinderperikard-Patches im Vergleich zum
Schweineperikard nachgewiesen werden (23,3 + 4,3 mm? gegenuber 16,5 + 5,8 mm?, p <
0,001).
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Abb. 15: IVM-Aufnahmen im Videostandbildmodus von einer porcinen (A) und bovinen (B) Patch-Prothese unter

Blaulicht-Epi-lllumination unter Kontrastmittelverstarkung mit 5% FITC-markiertem Dextran 14 Tage nach der
Implantation. Gelbe Pfeile markieren neu gebildete sprouts im Randbereich der Prothesen. C und D:
Immunhistochemische Untersuchung der Neoangiogenese im Dunkelfeldmikroskop in 40-facher Vergrofierung am
Prothesenrand von einer porcinen (C) und bovinen (D) Patch-Prothese mittels CD-31-Marker zur Darstellung von
Zellkernen (blau) und Mikrogefalien (rot). Im Vergleich konnte eine signifikant hohere Dichte von Mikrogefallen
(weilBe Pfeile) in der bovinen Gruppe (D) dargestellt werden. Eigenes Bildmaterial. CD-31, Cluster of Differentiation;
FITC, Fluoreszin-Isothiocyanat.

4.1.2 Schweine- und Rinderperikard im Vergleich zu ePTFE

Als kunststoffhaltiges Material konnte auch ePTFE eine angiogenetische Reaktion in der RHK
ab dem dritten Tag nach Implantation induzieren. Ab dem zehnten Tag der IVM-Untersuchung
zeigte ePTFE im Gegensatz zu Schweineperikard eine signifikant erhéhte funktionelle
Kapillardichte, ab dem 14. Tag (Seite 46, Abb. 16 A, B und Seite 47, Abb. 17, A) auch zu
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Rinderperikard (Tag 10: 16,5 £ 1,2 cm/cm? gegenlber 11,9 + 3,6 cm/cm?, p = 0,005; Tag 14:
38,7 £ 9 cm/cm? gegenlber 14,7 £ 45 cm/cm? und 16 = 5 cm/cm? p = 0,0001).
Immunhistochemisch (Abb. 16 C, D und Seite 47, Abb. 17, B) konnten in der Rinderperikard-
Gruppe verglichen zu ePTFE signifikant vermehrt CD-31-positive Gefalte am Prothesenrand

nachgewiesen werden (23,3 + 4,3 mm? gegenlber 16,5 + 5,8 mm?; p < 0,001).

1250pm 1250pm

Abb. 16: IVM-Ubersichtsaufnahmen im Videostandbildmodus einer bovinen (A) und ePTFE-GefaRprothese (B)
unter Blaulicht-Epi-lllumination mit 5% FITC-markiertem Dextran am 14. Implantationstag. An den Randzonen der
ePTFE-Prothese (B) ist im Vergleich zu Rinderperikard (A) eine signifikant hdhere Dichte mit neu gebildeten sprouts
(gelbe Pfeile) sichtbar. C und D zeigen einen immunhistochemischen Nachweis der Neoangiogenese im
Dunkelfeldmikroskop in 40-facher VergroRerung am Prothesenrand vom bovinen Patch (C) und ePTFE-Prothese
(D) mittels CD-31-Marker zur Darstellung von Zellkernen (blau) und MikrogeféaRRen (rot). Im Vergleich konnte eine
signifikant héhere Dichte von MikrogefaRen (weilke Pfeile) in der bovinen Gruppe (C) dargestellt werden. Eigenes
Bildmaterial. CD-31, Cluster of Differentiation; ePTFE, expandiertes Polytetrafluorethylen; FITC, Fluoreszin-

Isothiocyanat, IVM, Intravitalmiksokop.
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Abb. 17: A zeigt ein Balkendiagramm aus der Cap-Image-gestitzten Auswertung zur funktionellen Kapillardichte
(cm/cm?) in allen drei Versuchsgruppen an den Untersuchungstagen 0, 3, 6, 10, und 14. Ein Anstieg der
funktionellen Kapillardichte ist in allen drei Gruppen zu erkennen. Insgesamt zeigt ePTFE eine héhere funktionelle
Kapillardichte als die xenogenen Patches: ab dem 10. Tag eine signifikant héher gegeniliber der porcinen Gruppe
und ab dem 14. Tag gegenulber beiden xenogenen Gruppen. Alle Werte sind Mittelwerte £+ SEM. * p < 0,05 vs.
Porcin an Tag 10 sowie Porcin und Bovin an Tag 14. B zeigt ein Balkendiagramm nach immunhistochemischer
Auswertung der CD-31-positiven MikrogefaRe. Im Vergleich zur porcinen und ePTFE-Gruppe konnte eine
signifikant hdhere Dichte von MikrogefaRen (mm?) in der bovinen Gruppe nachgewiesen werden. Alle Werte sind
Mittelwerte + SEM. * p < 0,05 vs. Porcin und ePTFE. Eigene Darstellung. CD-31, Cluster of Differentiation; ePTFE,
expandiertes Polytetrafluorethylen; SEM, Standardfehler des Mittelwertes.
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4.2 Mikrohamodynamik der postkapillaren Venolen

Um das charakteristische Einwachsverhalten von den implantierten Gefalprothesen innerhalb
der Versuchsgruppen undifferenziert miteinander vergleichen zu koénnen, wurden die
mikrohdmodynamischen Parameter (Tab. 1) der postkapillaren Venolen und Sammelvenolen
bestimmt. Hierzu wurden bei jedem Versuchstier jeweils die vier gleichen Venolen an Tag 0,
3, 6, 10 und 14 nach Implantation mittlels IVM aufgesucht, die sich in unmittelbarer Nahe der
Prothese befanden (Seite 34, Abb. 10). Mithilfe des Bildanalyseprogramms Cap-Image (Dr.
Zeintl, Heidelberg, Deutschland) konnten Gefalddurchmesser (d) und Blutzellgeschwindigkeit
(v) in den aufgezeichneten Venolen gemessen werden. Unter Verwendung von beiden
Parametern und den dazugehérigen Formeln wurden zusatzlich volumetrischer Blutfluss (Q)

und Scherrate (y) ausgerechnet (siehe Seiten 36 und 37).

Tag0 Tag 3 Tag 6 Tag 10 Tag 14

GefaRdurchmesser (um)

Porcin 22,3+11 19,711 20,8+1,0 21,3+1,0 21,5+1,3

Bovin 232+1,2 20,1+£1,2 225+0,9 23,7+1,6 228+1,5

ePTFE 248+1,5 22,0+1,1 20,8+1,2 229+0,9 24,3+0,6
Blutzellgeschwindigkeit (um/s)

Porcin 2349+24,8 | 3636524 | 4084+358 | 3885+326 394,1+£27,6

Bovin 299,8 + 55,0 418,7+69,6 | 3751+457 295,5 + 38,1 426,2 + 38,7

ePTFE 301,6+39,8 | 487,3+108,9 | 464,3+756 | 419,6+67,0 546,1 £ 81,1
Volumetrischer Blutfluss (pL/s)

Porcin 62,3+9,8 75,3+13,1 92,7+ 14,9 84,0+13,0 88,4 +£8,0

Bovin 80,4 £ 19,7 83,7 £21,1 99,6 + 24,7 66,3+ 12,7 123,3+ 27,0

ePTFE 103,5 + 22,1 124,6 + 39,9 112,5+ 28,5 131,3+40,6 153,9 + 26,8
Scherrate (s™)

Porcin 84,8+8,8 148,5 + 20,7 161,5+ 15,6 150,5 + 23,1 152,4 + 25,1

Bovin 113,1 £ 23,1 185,8 £ 33,7 125,6 + 21,3 109,0 + 18,0 153,8 + 18,0

ePTFE 98,4+12,4 169,5 + 34,8 176,56 +22,9 139,0+ 19,6 180,2+24,5

Tab. 1: Ubersicht von GefaRdurchmesser (um), Blutzellgeschwindigkeit (um/s), volumetrischem Blutfluss (pL/s)
und Scherrate (s™) der benachbarten postkapilldren Venolen der porcinen (n=8), bovinen (n=8) und ePTFE (n=8)
Gefalprothesen an den IVM-Untersuchungstagen 0, 3, 6, 10, und 14. In der Auswertung gab es keine signifikanten
Unterschiede zwischen den drei Versuchsgruppen. Alle Werte sind Mittelwerte + SEM. Eigene Darstellung. ePTFE,
expandiertes Polytetrafluorethylen; IVM, Intravitalmikroskop; SEM, Standardfehler des Mittelwertes.
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4.2.1 Schweineperikard im Vergleich zu Rinderperikard

Ohne signifikante Unterschiede innerhalb der beiden Versuchsgruppen wurden Werte von
GefalRdurchmessern zwischen 20 und 24 um sowie Blutzellgeschwindigkeiten zwischen 235
und 426 pym/s gemessen. Ab dem dritten Tag nach der Implantation konnte eine geringfigige
Abnahme des Gefalldurchmessers in der porcinen und bovinen Gruppe mit gleichzeitigem
minimalem Anstieg der Blutzellgeschwindigkeit beobachtet werden. Im Untersuchungsverlauf
stiegen bei allen Gruppen GefalRdurchmesser annahernd zum Ausgangwert wieder an. Der
volumetrische Blutfluss betrug zwischen 62 und 123 pL/s, die Scherrate lag zwischen 85 und
124 s™. Beide Werte stiegen ohne signifikante Unterschiede zwischen den beiden
Versuchsgruppen im Verlauf um ein Geringes an. Durch die ahnlichen
mikrohdmodynamischen Bedingungen in beiden Versuchsgruppen, war es mdoglich die
Leukozyten-Endothel-Reaktion in den postkapillaren Venolen weiter zu untersuchen. Dies ist
fur die Beurteilung einer Entzindungsreaktion in den Versuchstieren auf die Gefal3prothese

von Bedeutung.

4.2.2 Schweine- und Rinderperikard im Vergleich zu ePTFE

In Bezug auf GefalRdurchmesser (20-25 um), Blutzellgeschwindigkeit (60—-546 pm/s),
volumetrischem Blutfluss (66-154 pL/s) und Scherrate (109-180 s™) gab es keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen. Auch hier war es moglich
aufgrund der vergleichbaren mikrohdmodynamischen Parameter eine Analyse der

Leukozyten-Endothel-Reaktion auf das Empfangergewebe durchzuflihren.
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4.3 Leukozyten-Endothel-Interaktion der postkapillaren Venolen

Wahrend des Untersuchungszeitraumes wurden Messungen von adharenten und rollenden
Leukozyten in den postkapillaren Venolen (Seite 34, Abb. 10 und Abb. 18) mittels IVM
durchgefiihrt und mit den mikrohdmodynamischen Parametern sowie dem
Bildanalyseprogramm Cap-Image (Dr. Zeintl, Heidelberg, Deutschland) ausgewertet.
Insgesamt sieht man in allen drei Gruppen in der Beobachtungszeit eine geringe Abnahme
der adharenten Leukozyten, wahrend die Anzahl der rollenden Leukozyten nahezu konstant
bleibt (Seite 52, Abb. 19).

Abb. 18: IVM-Aufnahmen im Videomodus/Bildschirmfoto in 20-facher VergréRerung zeigen am 3. Tag nach

Implantation unter Griinlicht-Epi-lllumination mit Rhodamin 6G markierte rollende (griine Pfeile) und adharente (rote
Pfeile) Leukozyten in den periprothetischen postkapillaren Venolen der porcinen (A), bovinen (B) und ePTFE (C)

Versuchsgruppe. Eigenes Bildmaterial. ePTFE, expandiertes Polytetrafluorethylen; IVM, Intravitalmikroskop.
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4.3.1 Schweineperikard im Vergleich zu Rinderperikard

Weder bei den adharenten Leukozyten noch bei den rollenden Leukozyten konnte in der
Auswertung (Seite 52, Abb. 19) ein signifikanter Unterschied zwischen beiden xenogenen
Gruppen nachgewiesen werden. Folglich deuten die Ergebnisse auf eine nicht-
inflammatorische Gewebereaktion auf die Prothesenimplantate mit einer physiologischen

Leukozyten-Endothel-Wechselwirkung hin (Ricker et al., 2006).

Die erganzende immunhistochemische Untersuchung mit MPO-Markern (Seite 53, Abb. 20 A,
B, D) zum spezifischen Nachweis einer Entziindungsreaktion ergab auch hier keinen
signifikanten Unterschied zwischen den beiden Gruppen in der Anzahl der MPO-positiven

neutrophilen Granulozyten.

4.3.2 Schweine- und Rinderperikard im Vergleich zu ePTFE

Zwischen den Gruppen gab es bei der Anzahl der rollenden Leukozyten keinen signifikanten
Unterschied. Am 14. Tag nach der Implantation war die Anzahl der gemessenen adharenten
Leukozyten jedoch in der ePTFE-Gruppe im Vergleich zu Schweine- und Rinderperikard
signifikant erhoht (Abb. 19, A). Daraus lasst sich schlie3en, dass im umliegenden Gewebe der
ePTFE-Prothese eine deutlich starkere Entzindungsreaktion und eine damit verbundene
wirksamere Leukozyten-Aktivierung erfolgt ist (314 £ 19 mm™ gegenuber 168 + 90 mm™ und
89 £ 69 mm™, p < 0,05).

In der immunhistochemischen Untersuchung mittels MPO-Farbung (Seite 53, Abb. 20) konnte

kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen nachgewiesen werden.
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Abb. 19: Zeigen Balkendiagramme der Cap-Image-gestiitzten Auswertung in allen drei Versuchsgruppen an den
Untersuchungstagen 0, 3, 6, 10, und 14. Die Balkendiagramme stellen die Anzahl der gezahlten adharenten
(n/mm?2) (A) und rollenden Leukozyten (n/min) (B) in den postkapillaren Venolen von den porcinen, bovinen und
ePTFE-Gefallimplantaten dar. A: Die Anzahl der adharenten Leukozyten war in der ePTFE im Vergleich zur
porcinen und bovinen Gruppe am 14. Implantationstag signifikant erhéht. Alle Werte sind Mittelwerte + SEM. * p <

0,05 vs. Porcin und Bovin

B: Innerhalb der drei Versuchsgruppen und den IVM-Untersuchungstagen gibt es im Vergleich keinen signifikanten
Unterschied bei den gezahlten rollenden Leukozyten. Alle Werte sind Mittelwerte + SEM. Eigene Darstellung.

ePTFE, expandiertes Polytetrafluorethylen; SEM, Standardfehler des Mittelwertes; IVM, Intravitalmikroskop.
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Abb. 20: A-C: Immunhistochemischer Nachweis von MPO-positiven Leukozyten (schwarze Pfeile) in den
Randzonen der porcinen (A), bovinen (B) und ePTFE (C) Gefaliprothesen im Querschnitt des RHK-Gewebes 14
Tage nach Implantation. Balkendiagramm D: Auswertung der immunhistochemisch gezahlten MPO-positiven
Zellen (Zellzahl/mm?) in den Randzonen der porcinen, bovinen und ePTFE-Prothesen. Zwischen den
Versuchsgruppen konnte kein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden. Alle Werte sind Mittelwerte + SEM.
Eigene Darstellung und Bildmaterial. ePTFE, expandiertes Polytetrafluorethylen; SEM, Standardfehler des
Mittelwertes; MPO, Myeloperoxidase, RHK, Rickenhautkammer.

53



4.4 Inkorporation der Prothesen

Abb. 21: A-D: HE-gefarbtes RHK-Gewebe im
Querschnitt zum Nachweis von neu gebildetem
Granulationsgewebe 14 Tage nach Implantation.
Die Ubersichtsaufnahme A zeigt einen implantierten
porcinen Patch mit der fibrindsen Auenseite auf
dem RHK-Gewebe. (B-D) Peri- und
subprothetische DetailvergroRerungen. Zwischen
quergestreifter Muskulatur (%) des

Empfangergewebes und Implantat: neu gebildetes

Granulationsgewebe  (schwarze  Pfeile). Im
Vergleich zu C: keine Zellmigration in die ePTFE-
Prothese erkennbar (D). Eigenes Bildmaterial. HE,
Hamatoxylin-Eosin; RHK, Rickenhautkammer;
ePTFE, expandiertes Polytetrafluorethylen

Zum Nachweis eines periprothetischen Granulationsgewebes 14 Tage nach Implantation
wurden histologische Schnitte angefertigt (Abb. 21) und zur ersten Orientierung
lichtmikroskopisch analysiert. Alle untersuchten Prothesen waren von einem neu gebildeten
Granulationsgewebe umgeben. Im Gegensatz zu ePTFE wanderten Zellen aus dem

vaskularisierten Granulationsgewebe von den porcinen und bovinen Patches auch in die
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Zwischenraume der Gefaliprothesenfasern ein. Die Bildung von Granulationsgewebe und eine
Zellmigration in das Implantat férdern die Inkorporation der GefaRprothesen in das RHK-

Gewebe.

4.5 Zellproliferation und Apoptose

Zum Nachweis von proliferierenden und apoptotischen Zellen wurden immunhistochemische
Querschnittpraparate von der RHK 14 Tage nach Implantation angefertigt und untersucht. Als
Proliferations-Marker wurden PCNA-positive Zellen und als Apoptose-Marker Caspase-3-
positive Zellen gezahlt und ausgewertet (Seite 56, Abb. 22 und Seite 57, Abb. 23).

4.51 Schweineperikard im Vergleich zu Rinderperikard

Die  Analyse der immunhistochemischen Zellaktivitdt  im periprothetischen
Granulationsgewebe ergab ohne statistische Signifikanz eine héhere Anzahl von PCNA-
positiven proliferierenden und Caspase-3-positiven apoptotischen Zellen in der

Schweinperikard-Gruppe als in der Rinderperikard-Gruppe.

4.5.2 Schweine- und Rinderperikard im Vergleich zu ePTFE

Die Zellproliferation ist im Vergleich zu allen drei Gruppen nicht unterschiedlich. Jedoch
wurden in der Schweineperikard-Gruppe wenngleich ohne Signifikanz deutlich mehr

Zellproliferationsmarker gezahlt als in der Rinderperikard- und ePTFE-Gruppe.

In der Auswertung konnten signifikant weniger Apoptose-Marker in der ePTFE-Gruppe als in
der Schweine- und Rinderperikard-Gruppe gezahlt werden (0,43 * 0,9 % gegenuber
1,97 £ 1,6 %, p < 0,001; gegenliber 1,4 £ 1,2 %, p = 0,02).
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Abb. 22: A-C: Immunhistochemische Querschnittspraparate der RHK von PCNA-positiven Zellen (schwarze
Pfeile) zum Nachweis von proliferierenden Zellen im periprothetischen (hier subprothetischer Ausschnitt)
Granulationsgewebe 14 Tage nach Implantation zwischen porciner (A), boviner (B), ePTFE (C)-Prothese und
Muskelgewebe (F). Das Balkendiagramm (D) zeigt die immunhistochemisch gezahlten PCNA-positiven Zellen in %
im Vergleich zu den drei Versuchsgruppen. Zwischen den implantierten Prothesen gibt es keinen signifikanten
Unterschied. Alle Werte sind Mittelwerte £+ SEM. Eigene Darstellung und Bildmaterial. ePTFE, expandiertes
Polytetrafluorethylen; SEM, Standardfehler des Mittelwertes; PCNA, Proliferating Cell Nuclear Antigen; RHK,

Rickenhautkammer.
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Abb. 23: A—-C: Immunhistochemische Querschnittspraparate der RHK von Caspase-3-positiven Zellen (schwarze
Pfeile) zum Nachweis von apoptotischen Zellen im periprothetischen Granulationsgewebe. Hier im Vergleich
unmittelbar neben porciner (A), boviner (B) und ePTFE (C)-Prothese. Das Balkendiagramm (D) zeigt die
mikroskopisch gezahlten Caspase-3-positiven Zellen in % zwischen den Versuchsgruppen mit einer signifikant
niedrigeren Anzahl von Caspase-3-positiven Zellen in der ePTFE-Gruppe gegeniiber beiden xenogenen Patches.
Alle Werte sind Mittelwerte £ SEM. * p < 0,05 vs. Porcin und Bovin. Eigene Darstellung und Bildmaterial. RHK,
Rickenhautkammer; Caspase, Cysteine-dependent Aspartate-specific Protease; ePTFE, expandiertes
Polytetrafluorethylen.
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5. Diskussion

5.1 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie am Rickenhautkammermodell der Maus

Das Rickenhautkammermodell (RHK) der Maus hat sich fur unsere tierexperimentelle
Forschungsarbeit zum Nachweis und Vergleich der Biokompatibilitdt von xenogenen Patches
und ePTFE-GefalRprothesen bewahrt. Seit Jahren kommt diese In-vivo-Methode in
experimentellen Studien erfolgreich zum Einsatz, da sie eine direkte und wiederholte
Untersuchung von mikrozirkulatorischen Prozessen im Empfangergewebe in den ersten 14
Tagen nach der Implantation ermdglicht (Laschke et al., 2011). Nicht nur verschiedene
Gefaliprothesen lassen sich anhand des RHK-Modells an Mausen oder Syrischen
Goldhamstern zu ihrer Vaskularisation untersuchen, sondern auch bestimmte medizinische
Biomaterialien kénnen mittels dieser In-vivo-Analyse zu einer Optimierung in ihrer

medizinischen Anwendung beitragen (Menger et al., 1990; Ehrmantraut et al., 2012).

Durch die hohe Auswahl an Knock-out-Mausstammen mit ihren spezifischen Antikérpern ist in
den jeweiligen Versuchsgruppen eine ahnliche Voraussetzung gegeben, sodass die
Ergebnisse der Neoangiogenese sowie einer friihen Entzindungsreaktion zuverlassig
miteinander zu vergleichen sind. Bedingt der Schwerkraft ist jedoch der
Untersuchungszeitraum auf zwei Wochen beschrankt. Nach Ablauf dieser Zeit nimmt durch
das Titangestell der RHK die Hautelastizitat der Maus zunehmend ab. Ein Abknicken der RHK
im Verlauf kann zu einer Durchblutungsstérung im Gewebe und folglich zu einer gestérten
intravitalmikroskopischen Untersuchung fiihren (Laschke et al., 2011). Der Titanrahmen selbst
hat auf die Neoangiogenese nachweislich keinen Einfluss, jedoch kann es durch die
Titanlegierung in den ersten Stunden nach der RHK-Praparation zur erhdhten Leukozyten-
Endothel-Wechselwirkung kommen (Kraft et al., 2001; Rlcker et al., 2006). Neben der Gefahr
dieser leukozytaren Reaktion, die den mikrohdmodynamischen Prozess beeinflussen kann,
und wegen des Operationstraumas wurden die GefalRprothesen erst zwei Tage nach der RHK-

Praparation implantiert.

FUr unsere intravitalmikroskopischen Untersuchungen verwendeten wir die Epi-
llluminationstechnik (Menger & Lehr, 1993). Bei dieser Methode befinden sich Lichtquelle und
das intravitale Fluoreszenzmikroskop auf der gleichen Seite, sodass lichtundurchlassige
Strukturen im Empfangergewebe und das Implantat dennoch ausfuhrlich analysiert werden
konnten. Dabei war es wichtig, dass die intravitalmikroskopische Beobachtungszeit so gering

wie mdglich gehalten wurde, da durch zu haufige und lange Anwendung von fluoreszierenden

58



Farbstoffen in Zusammenhang mit der Epi-lllumination Sauerstoffradikale und Warme
freigesetzt werden konnten. Diese Storfaktoren hatten durch eine phototoxische Reaktion die
mikrovaskulare Durchblutung und die Leukozyten-Endothel-Wechselwirkung beeinflussen
kénnen (Steinbauer et al., 2000). Durch die Einhaltung einer Maximalmenge an Farbstoff-
Injektionen wurde jedoch eine vermehrte Ablagerung in den Gewebestrukturen weitestgehend
verhindert, um die Auswertung von dynamischen Vorgangen zum Beispiel bei neu gebildeten
Gefallaussprossungen nicht zu verzerren. Rickblickend galt die funktionelle Kapillardichte als
einer der schwierigsten Parameter in der Auswertung, da eine zunehmende periprothetische
Odembildung im Verlauf stellenweise eine detaillierte mikroskopische Analyse erschwerte.
Subprothetische Strukturen, die nicht vom Intravitalmikroskop durchleuchtet werden konnten,

wurden in der histologischen Auswertung erfasst.

In unseren Versuchsgruppen wurden die Gefalprothesen mit ihrer AuRenseite (Seite 54,
Abb. 21, A) auf das RuUckenhautkammergewebe implantiert. Dadurch konnten die
unterschiedlichen Materialien in direkten Kontakt mit den umliegenden Strukturen gebracht
werden, um die Auswirkung auf den Organismus beobachten zu kdnnen. An dieser Stelle ist
deutlich zu erwahnen, dass diese Nachbildung nur ansatzweise einer realen In-situ-
Implantation nachkommt und nicht mit einer kardiovaskuldren Operation an Menschen

gleichzustellen ist.

5.2 Schweineperikard-Patch im Vergleich zu Rinderperikard-Patch

Wie bereits erwahnt, wird in der heutigen Medizin xenogenes Ersatzmaterial aus Rinder- oder
Schweineperikard ohne einen experimentellen Nachweis ihrer Biokompatibilitat haufig sehr
unterschiedlich angewendet. Zum einen kommen sie bevorzugt als Gefal3-Patches bei
Endarteriektomien oder bei Gefal3-Ersatztherapien als genahte Rohrentransplantate vermehrt
zum Einsatz (Lutz et al., 2017; Texakalidis et al., 2018). Zum anderen dienen sie als
biologische Herzklappenprothesen vor allem beim perkutanen Aortenklappenersatz, dem
TAVI (Liao et al., 1992; Convelbo et al., 2018). Bisher wurden vielfache Studien zu Gunsten
von bovinem Ersatzmaterial veroffentlicht, in denen die Offenheitsrate, Haltbarkeit, Verkalkung
und Materialeigenschaft untersucht wurden (Gauvin et al., 2013; Yap et al., 2013; D’Andrilli et
al., 2018). Mit unserer experimentellen Studie Uber die Biokompatibilitdt von porcinen und
bovinen Patches ist es zum ersten Mal moglich, die Ergebnisse einiger Veroffentlichungen zu

diskutieren.

Unsere Ergebnisse der vorliegenden Versuche zeigen, dass Rinderperikard-Patches 14 Tage

nach der Implantation in die RHK eine signifikant bessere Vaskularisation erzielen als
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Schweineperikard-Patches. Die friihe Ausbildung eines periprothetischen Gefallnetzwerkes
ist fur die Versorgung des Implantates mit Nahrstoffen, Sauerstoff und Zellen essenziell (Bae
et al.,, 2012). Unmittelbar nach der Implantation beginnt die Einheilungsphase in das
umliegende Gewebe. Die rasche Ausbildung eines Gefallnetzwerkes im Granulationsgewebe
fordert das Einwachsen der Prothese im Empfangerorganismus (Zimmerli & Sendi, 2011).
Dieser Prozess und die gute Vertraglichkeit zwischen Implantat und Empfanger sind
besonders fir die Durchgangigkeit, Langzeitstabilitat und Bestandigkeit gegentber Infektionen

von Gefalprothesen enorm wichtig (Menger et al., 1990).

Dabei spielen mitunter die zellularen Strukturen sowie die Oberflachenbeschaffenheit, die
einer autologen Arterie fast gleichkommen, eine wesentliche Rolle (Tépel et al., 2016). Bei
Kunststoffprothesen weild man, dass eine porése Oberflache gegenilber einer glatten die
Einheilung der Prothese positiv beeinflussen kann, da mit Endothel ausgekleidete Mikrogefalie
in und um die Prothese leichter einwachsen kénnen (Wu et al., 1996). Auch eine Beschichtung
der Prothesen-AulRenseite beispielsweise mit Silberazetat kann durch ihre antimikrobielle
Wirkung den Einheilungsprozess unterstitzen (Jeanmonod et al., 2013). Gauvin et al. haben
2013 mit ihren Messungen die Oberflachenbeschaffenheit sowie die Materialeigenschaften
und Thrombogenitat von porcinem und bovinem Perikard verglichen (Gauvin et al., 2013).
Dabei wurden beide Patches mithilfe einer Perfusionskammer einem 15-minutigen Blutfluss
ausgesetzt und anschlieRend ausgewertet. Hierbei konnte auf der faserigen fibrindsen
Perikard-Seite bei beiden Gruppen eine signifikant héhere Thrombozyten-Ablagerung als auf
der glatten serdsen Perikard-Seite nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis legt nahe, dass
eine raue Prothesenoberflache eine Ablagerung und folglich die Aufnahme von Zellen
beglnstigen koénnte. Zudem konnten Gauvin et al. durch eine rasterelektromikroskopische
Bildgebung einen gewissen Unterschied in der zelluldaren Anordnung an der fibrindsen
Aulenseite zwischen porcinem und bovinem Perikard nachweisen. Das bovine Perikard hat
vermehrt grofiere zellulare Anordnungen an der AulRenseite und erscheint dadurch tendenziell
pordser. In unseren Versuchen wurden beide Patches mit ihrer faserigen fibrindsen Perikard-
Seite auf das RHK-Gewebe gelegt. Diese raue Oberflachenbeschaffenheit der Perikard-
Patch-Aul3enseite kdnnte auch das Einwachsverhalten und die Bildung von periprothetischen
zellularen Strukturen, wie das Granulationsgewebe, positiv beeinflussen. Das wirde die
bessere Vaskularisation von Rinderperikard gegenuber Schweineperikard ansatzweise

erklaren.

Demgegentber zeigten die Thrombozyten-Ablagerungs-Messungen nach Gauvin et al. auf
der glatten serésen Perikard-Seite auch Blutplatichen-Cluster, jedoch nur in der
Schweineperikard-Gruppe. Die hdhere Resistenz gegenlber Ablagerungen auf der glatten
serdsen Rinderperikard-Seite lasst vermuten, dass dieses Oberflachenphanomen

maoglicherweise auch mit der dickeren Wandstarke (Seite 26, Abb. 3, A, B) und der signifikant
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uberlegenen mechanischen Festigkeit in Zusammenhang stehen kdnnte (Liao et al., 1992;
Bilrger & Gebauer, 2013). Wie bei unseren histologischen und histochemischen Querschnitts-
Praparaten zu sehen ist (Seiten 53, 54, 56, Abb. 20-22), bestehen die Perikard-Patches aus
mehreren unterschiedlich angeordneten Kollagenschichten. Das Rinderperikard besteht aus
einer deutlich dickeren Kollagenschicht mit vornehmlich symmetrischen Anordnungen,
wohingegen das Schweineperikard-Innere eine Wellenstruktur aus elastischen Fasern
aufweist. Diese elastischen Fasern hinterlassen bis zur serésen und fibrindsen Auf3enseite ein
wellenformiges Relief (Seite 52, Abb. 21 A). Ob sich diese Oberflachenstruktur der
Schweineperikard-Patches auf die Inkorporation in das umliegende Gewebe und auf die
Thrombogenitat auswirkt, lasst sich nur vermuten. Allerdings verfolgen einige
kardiochirurgische Studien die Annahme, dass die hamodynamische Eigenschaft einer
xenogenen Herzklappe mit dem Kollagengehalt in Zusammenhang stehen kdnnte. So wiesen
Schweineklappen-Prothesen eine héhere Thrombogenitdt mit vermehrten postoperativen
Komplikationen wie zerebralen Ereignissen auf (Kurt et al., 2005; Yap et al., 2013). Nach
unseren Ergebnissen neigte das Rinderperikard mit seinen symmetrisch angeordneten
Kollagenschichten nachweislich zu einer hdéheren funktionellen Kapillardichte, wenngleich
ohne eine statistische Signifikanz. Dieser kollagenstrukturelle Unterschied gegentber dem
Schweineperikard kdnnte eine wichtige Voraussetzung fir eine bessere Vaskularisation und
eine damit wirksamere Inkorporation sein, die fir die Durchgangigkeit und die Infektresistenz
wichtig ist. Zudem kommen gefalchirurgische Veroffentlichungen zu dem ahnlichen Ergebnis,
dass der routinemafige Einsatz einer bovinen Patch-Plastik nach einer Arteriotomie, etwa bei
einer Carotis-TEA oder Femoralisgabel-Rekonstruktion, positive Resultate im Bereich der
neurologischen Komplikationsrate, lokalen Infektionsrate sowie Restenoserate erzielen konnte
(Li et al., 2011; Dorweiler et al., 2014; Papakostas et al., 2014).

Ein weiterer Unterschied zwischen beiden Patches entsteht beim Herstellungsprozess. Um
porcines und bovines Perikard einsetzen zu konnen, muss ein spezielles
Dezellularisierungsverfahren zur Verringerung der Antigenitat durchgefuhrt werden (Aguiari et
al.,, 2016). Dabei bleibt zwar die kollagene Struktur erhalten, jedoch &andert sich die
biomechanische Eigenschaft von beiden Perikardien unterschiedlich (Zouhair et al., 2020).
Durch die Fixierung mit Glutaraldehyd werden wichtige Bestandteile der EZM eliminiert. Zu
diesen gehoéren die Glykosaminioglykane (GAG), die zum einen Wasser binden, lokale
Infektionen einddmmen und die endotheliale Blutgerinnung regulieren und zum anderen den
Verkalkungsprozess durch Chelat-Komplex-Bindung am Bindegewebe weitestgehend
aufhalten kdnnen (Linhardt & Toida, 2004, Cigliano et al., 2012). Nachweislich kommt es durch
diese chemische Fixierung in beiden Gruppen zu einer Verminderung der Haltbarkeit sowie
mit der Zeit zu einer degenerativen Verkalkung, sodass die Perikardien an Elastizitat verlieren

(Lee et al., 2017). Dies ist im Vergleich ein kleines Problem in der gefaRchirurgischen Patch-
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Plastik, aber ein sehr gro3es bei bioprothetischen Xenotransplantat-Herzklappen-Operationen
(Liao et al., 1992; Yap et al, 2013). Zouhair et al. konnten in ihrer Studie einen
biomechanischen Unterschied zwischen beiden Patches nachweisen. Demnach war die
Zunahme von Wassergehalt und Wandstarke sowie die Abnahme von GAG in der ECM in der
Rinderperikard-Gruppe signifikant héher als in der Schweineperikard-Gruppe (Zouhair et al.,
2020). Diese veranderte biomechanische Eigenschaft nach einer Dezellularisierung kénnte
auch einen unterschiedlichen Einfluss auf die frlthe und bessere Inkorporation im

Empfangergewebe haben.

Im Widerspruch mit den veréffentlichten Vergleichsstudien aus der Vergangenheit steht jedoch
die nachweisliche Abnahme von GAG in der Rinderperikard-Gruppe. Demnach musste mit
einer Reduzierung von GAG in der EZM auch folglich eine verminderte Angiogenese, erhohte
bakterielle Entzindungsreaktion, hohere Thrombogenitdt sowie schnellere Verkalkung im
bovinen Perikard stattfinden. Jedoch gab es beispielweise in Vergleichsstudien von
Herzklappenprothesen keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden Gruppen und sogar
eine Tendenz zu biologischen Herzklappen aus Rinderperikard, die im Vergleich zu
Schweineperikard weniger Anzeichen einer degenerativen Verkalkung hatten (Yap et al.,
2013; Hickey et al., 2014; Kim et al., 2015; Webb et al., 2018). Damit ist nicht ganz geklart, ob
einerseits die Abwesenheit von GAG in der EZM von Perikard-Gewebe entscheidend fur ein
schnelles Einwachsen ist oder ob andererseits wie bei Rinderperikard die mechanische
Festigkeit, dickere Wandstarke oder der hohere Kollagen- und Wassergehalt

ausschlaggebend dafir ist.

In unseren immunhistochemischen Analysen konnten wir eine signifikant héhere Anzahl von
CD-31-positiven Mikrogefaflen in der Rinderperikard-Gruppe als in der Schweineperikard-
Gruppe nachweisen. Ahnliche Ergebnisse erzielten Khorramirouz et al. in ihrer Studie mit
dezellularisierten Schweineklappenprothesen im subkutanen Rattenmodell (Khorramirouz et
al., 2019). Sie postulierten, dass eine héhere CD-31-Expression die Rekrutierung von
angiogenetischen Faktoren erhdhen kdnnte, was zu einer schnelleren Re-Endothelialisierung
fuhre. Dies wirde bedeuten, dass es einen gewissen Vorteil beim Einbau von Rinderperikard-
Patches im Hinblick auf eine schnellere Angiogenese beispielsweise bei arteriellen
Gefalrekonstruktionen geben wirde (Muto et al., 2009). CD-31 ist der wichtigste Marker von
Endothelzellen. Sie halt die Verbindungen der Endothelzellen aufrecht und stellt nach
entzindlichen Prozessen die gestorte GefaRpermeabilititsbarriere  wieder her
(Lertkiatmongkol et al., 2016). Damit hatte der bovine Patch die ideale Voraussetzung fir ein
schnelleres Einwachsverhalten im umliegenden Gewebe mit geringerem Reinfektionsrisiko bei
beispielsweise einer In-Situ Rekonstruktion von entziindetem Gefal3prothesenmaterial (Martin
et al., 2021).
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In diesem Zusammenhang weil3 man aber auch, dass eine physiologische
Entziindungsreaktion ebenfalls einen Anreiz fir die Ausschittung von Wachstumsfaktoren zur
Ausbildung von Mikrogefallen geben kann (Kreuger & Phillipson, 2016). Eine pathologische
Leukozyten-Reaktion konnte weder mikrohdmodynamisch noch immunhistochemisch in
unseren Versuchsgruppen nachgewiesen werden. Ausgepragte Entziindungszeichen mit
einer massiv erhdhten Anzahl von mehr als 30/min rollenden Leukozyten und mehr als 700
adharenten Leukozyten pro mm? in den postkapillaren Venolen wie in einer ahnlichen Studie
von Rucker et al. konnte mit unseren Ergebnissen nicht erfasst werden (Ricker et al., 2006).
Allerdings wurde in unserer bovinen Gruppe wenngleich ohne Signifikanz im Vergleich zur
porcinen Gruppe an fast allen Untersuchungstagen (Seite 52, Abb. 19) eine héhere Zahl von
rollenden und adharenten Leukozyten gemessen. Demnach fand ein wirksamerer
Entzindungsprozess in der RHK der Rinderperikard-Gruppe statt, was zu einer dichteren
Ausbildung von Mikrogefalten und nachweislich zu einer héheren CD-31-Expression gefuhrt
haben koénnte. Der zusatzliche Nachweis von neutrophilen Granulozyten mittels
immunhistochemischen MPO-Markern bestétigt, dass in beiden xenogenen Gruppen keine
fulminante Entzindungsreaktion stattfand. Auch eine ausgepragte periprothetische Apoptose
oder Zellproliferation konnten wir nicht nachweisen. Der gleichzeitige Anstieg des
Proliferationsmarkers PCNA und des Apoptosemarkers Caspase-3 in der
Schweineperikardgruppe war zwar im Vergleich zu Rinderperikard hoher, jedoch ist diese
Reaktion nicht typisch fir eine schlechtere oder bessere Biokompatibilitat (Menger et al.,
1992). Insgesamt konnten wir in unseren Messungen eine unspezifische und physiologische
Fremdkorperreaktion in beiden Perikard-Patches darstellen. Diese stimmen auch mit den
jungsten Veroffentlichungen Gber die postoperative Immunantwort bei xenogenem Material in
der kardiovaskularen Chirurgie tUberein (Boni et al., 2012; Neufang, 2016; Umashankar et al.,
2017).

Zusammenfassend kdnnen xenogene Materialien nicht ohne eine adaquate Vorbehandlung
zur Verminderung einer Graft-versus-Host-Reaktion im medizinischen Bereich eingesetzt
werden. Dies fuhrt jedoch zu einer herabgesetzten Haltbarkeit und Elastizitat, was den
Patienten im Verlauf gefahrden kann. Ein schnelles Einwachsen von Fibroblasten in das
Empféangergewebe und eine rasche Ausbildung von Endothel spricht fur eine gute
Biokompatibilitat eines Materials (Menger et al., 1990). Unsere vorliegende Studie zeigt, dass
sowohl porcine als auch bovine Patches eine ahnlich frihe periprothetische Reaktion ohne
eine schwer verlaufende Inflammation oder zytotoxische Reaktion in der RHK aufweisen.
Insgesamt zeigen jedoch Rinderperikard-Patches aufgrund ihrer signifikant héheren Anzahl
von CD-31-positiven Zellen eine gewisse Tendenz zur besseren Vaskularisation. Dies kann
zu einem schnelleren und verbesserten Einbau von Rinderperikard in das umliegende Gewebe

im Vergleich zu Schweineperikard fuhren.
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5.3 Rinderperikard-Patch im Vergleich zu ePTFE

In unserer ersten Versuchsreihe wurden Patches aus Schweine- und Rinderperikard
miteinander verglichen. Da die Rinderperikard-Gruppe im Endergebnis eine bessere Tendenz
zur Biokompatibilitat gezeigt hatte, versuchten wir nun aufgrund ihrer vergleichbaren
mikrohdmodynamischen Parameter, ePTFE-Prothesen mit bovinen Patches
gegenuberzustellen. Der Einsatzbereich von beiden Materialien ist im arteriellen Gefallsystem
ahnlich. Sie werden beide als Gefalersatzprothesen in Bereich der Aorta, der iliakalen oder
der femoropoplietalen Arterien eingesetzt (Eidt et al., 2006). Allerdings werden ePTFE-
Prothesen vornehmlich zur Interposition von orthotopen oder extraanatomischen
Rekonstruktionen verwendet, wohingegen bovine Patches haufiger zum Verschluss einer
Langsarteriotomie nach TEA eingesetzt werden (Klinkert et al., 2003; Ladowski & Ladowski,
2011). Da die Gefaprotheseninfektion eine der geflirchteten postoperativen Komplikationen
ist, haben sich in den letzten Jahren Studien gehauft damit beschaftigt, welches Material denn
nun fir eine Revisionsoperation geeigneter ist, wenn ein autologer Venenersatz nicht zur
Verfligung steht. Demnach wirkt xenogenes Material gegenuber alloplastischem weniger
thrombogen und induziert kaum Transplantat-Entzindungen (Ennker & Lauruschkat, 2001;
Lutz et al.,, 2017). Doch es wird immer wieder betont, dass Rinderperikard-Patches kein
absoluter Schutz vor einer anhaltenden retroperitonealen Infektion sind und daher mit
engmaschigen Nachsorgen einhergehen sollten. Deshalb ware es ein Vorteil zu wissen,
welches Material mit seiner besseren Biokompatibilitat durch die schnellere Inkorporation in
das umliegende Gewebe zur Verringerung der Infektionsrate und besseren

Durchgangigkeitsrate fuhren kann (Menger et al., 1990).

Im Verlauf unserer IVM-Untersuchungen konnten wir insgesamt in der ePTFE-Gruppe eine
héhere Anzahl an neu gebildeten Gefallaussprossungen, den sprouts, im Vergleich zur
xenogenen Gruppe messen. Am 14. Tag nach Implantation war in der ePTFE-Gruppe eine
signifikant hoéhere funktionelle Kapillardichte nachweisbar. Wie schon in unserer ersten
Versuchsreihe erlautert, kann die Oberflachenbeschaffenheit der Implantate die Ausbildung
von neuen Gefalnetzwerken beeinflussen. Demzufolge werden pordse Materialien besser
und schneller vaskularisiert als glatte Implantate (Wu et al., 1996). Die in unserer Studie
verwendete Gore-Tex® Stretch Vascular Graft-Prothese gehért zu der Gruppe der
expandierten PTFE-Prothesen (ePTFE). Beim Herstellungsprozess werden die MolekUlfasern
orientiert verarbeitet, sodass neben einer héheren Zugfestigkeit eine feinporige Struktur
entsteht, weil die Dichte des Materials reduziert wird (Tordoir et al., 1995). Auch in unseren
Versuchen beeinflusst diese Materialeigenschaft mdglicherweise den Integrationsprozess.

Das bovine Perikard zeigte zwei Wochen nach der Implantation mit seiner vermutlich weniger
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pordsen Oberflache im Gegensatz zur feinporigen ePTFE-Prothese signifikant geringere

makroskopische Gefallaussprossungen.

Ahnliche Ergebnisse im Zusammenhang mit alloplastischem Material und der
Oberflachenbeschaffenheit wurden mit Studien Gber die Dacron-Prothese erzielt (Jeanmonod
et al., 2013; Moussavian et al., 2016). Diese pordse Oberflacheneigenschaft beglinstigt eine
schnelle Ausbildung von neuen Gefal3en in das Empfangergewebe und ist besonders flir eine
Kunststoffprothese wichtig, da sie nachweislich ein héheres thrombogenes Potential im
Gegensatz zu biologischem Material aufweist (D’Andrilli et al., 2018; Texakalidis et al., 2018).
Wir stellten jedoch fest, dass die von uns zusatzlich zur funktionellen Kapillardichte-Messung
durchgefuhrte immunhistochemische Untersuchung nicht die Erwartungen unserer VM-
Ergebnisse erfullten. Eine signifikant hohere Anzahl von CD-31-positiven Zellen konnten wir
lediglich in der Rinderperikard-Gruppe und nicht in der ePTFE-Gruppe nachweisen. Um die
porige Struktur der Materialoberflachen miteinander vergleichen zu kénnen, bedarf es einer
rasterelektronenmikroskopischen Untersuchung. Damit kénnte man die fibrindse Seite des
bovinen Patches genauer untersuchen, das auf dem RHK-Kammergewebe implantiert wurde.
Wir vermuten ein falsch-positives Ergebnis der IVM-Auswertung der ePTFE-Gruppe, da dieses
nicht passend zu dem CD-31 Ergebnis ist. Dabei kdnnten die technischen Hintergriinde und
die Materialdicke von beiden Prothesen eine Rolle spielen. Méglicherweise war der Abstand
von der Glasplatte der RHK zu den acht Feldern der Region of Interest (ROIl) fur die
Auswertung der funktionellen Kapillardichte zu grof3. Die mittlere Wandstarke vom bovinen

Patch betrug 0,55 mm (£0,1 mm) im Gegensatz zur ePTFE Prothese von 0,4 mm.

Daraus lasst sich schlussfolgern, dass nicht nur die Quantitat, sondern auch die Qualitat der
Neoangiogenese beim Integrationsprozess eine Rolle spielt. Eine adaquate Ausbildung von
MikrogefalRen ist fur die Versorgung mit Sauerstoff und Nahrstoffen der implantierten Prothese
essenziell, um unter anderem die Infektionsrate zu verringern (Bae et al., 2012). Unser
Ergebnis unterstitzt demnach Verdffentlichungen, die xenogenes Material, besonders das
Rinderperikard, als biokompatibleres Material bei einer Entziindungsreaktion postulieren. In
diesen Studien konnte nachweislich eine fulminante alloplastische Protheseninfektion
erfolgreich und langfristig mit Rinderperikard bei einer gefal3chirurgischen Revisionsoperation
behoben werden (Czerny et al., 2011; McMillan et al., 2012; Tépel et al., 2016; Weiss et al.,
2017; Kreibich et al., 2018).

In diesem Zusammenhang koénnte der qualitative Unterschied von periprothetischen
Mikrogefallen auch in der Herz-Thorax-Chirurgie eine Rolle spielen, da der drtliche Beginn
einer Endokarditis nachweislich vom Material abhangig ist. Wahrend sich bei biologischen
Herzklappenprothesen der Entziindungsprozess meist auf die Klappensegel fokussiert, ist bei
synthetischen Prothesen haufig der Nahtring und die umgebende Struktur betroffen (Tao et

al., 2017). Dies lasst eine Interpretation analog zu unseren Ergebnissen zu, die besagt, dass
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eine gute Neoangiogenese im umliegenden Gewebe eine bakterielle Ansiedlung verringern
kann (Leid et al., 2002).

Indes konnten wir in unserer Beobachtungszeit von zwei Wochen weder in der ePTFE noch in
der xenogenen Versuchsgruppe eine fulminante Entziindungsreaktion feststellen. Der
immunhistochemische Nachweis von neutrophilen Granulozyten mittels MPO-positiven Zellen
war in allen Gruppen nicht signifikant auffallig. Allerdings konnten wir am letzten
Untersuchungstag signifikant héhere adharente Leukozytenzahlen pro mm? in der ePTFE-
Gruppe als in der Rinderperikard-Gruppe auswerten. Ableitend zeigt ePTFE im Gegensatz
zum bovinen Patch eine starker ausgepragte leukozytare periprothetische
Entzindungsreaktion, wenngleich die gemessenen Werte noch deutlich unterhalb der Anzahl
von Leukozyten stehen, die fur eine fulminante Entzindungsreaktion sprechen wirden
(Rucker et al., 2006; Laschke et al., 2011).

Interessanterweise konnten wir in unseren histologischen Schnittbildern eine unterschiedliche
Zellmigration in den Prothesen beider Gruppen darstellen (Seite 54, Abb. 21 C, D). Wahrend
in der xenogenen Versuchsgruppe die Zellen aus dem periprothetischen Granulationsgewebe
erkennbar in die Patches eingewandert waren, blieb dieser Effekt bei der ePTFE-Prothese
sowohl histologisch als immunhistochemisch ganzlich aus. Dies kdnnte vermutlich damit
zusammenhangen, dass das Rinderperikard durch seine aufgelockerte Kollagenstruktur einen
gewissen biologischen Vorteil flr eine Zelleinwanderung in die Prothese hatte (Liao et al.,
1992). Folglich wirde das auch bedeuten, dass nicht nur die Ausbildung von
periprothetischem, sondern auch von intraprothetischem Granulationsgewebe eine bakterielle
Ansiedlung direkt an der Prothese zusatzlich beschwerlicher macht und eine GPI weniger
wahrscheinlich wird (Olofsson et al., 1995). Der bovine Patch wird in der Herstellung mit einer
Glutaraldehydlésung behandelt, wodurch die Kollagenfasern querverbunden werden und die
Antigenizitat reduziert wird. Damit ist der Patch, der aus Uberwiegend Typ | Kollagen besteht,
relativ azellular. Vermutlich wird dadurch die Zellmigration von Leukozyten in die Prothese
erleichtert und folglich die Biofilmbildung von Bakterien erschwert. Die Ausbildung eines
adaquat gebildeten Granulationsgewebes um die Prothese ist nachweislich eine gute
Immunabwehr und kann bei Fehlen mdglicherweise eine Integration der Prothese erschweren

oder Spatinfekte beglnstigen (Topel et al., 2016).

Im Hinblick auf die immunhistochemische Analyse der Zellproliferation gab es keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen. Aufgrund der ahnlichen Anzahl
von PCNA-positiven Zellen lasst sich eine proliferationshemmende Wirkung von beiden
Materialien ausschlieRen. Eine moderat zytotoxische Reaktion auf das umliegende Gewebe
deutet auf die héhere Anzahl von Caspase-3-positiven Zellen, die in der xenogenen Gruppe
gezahlt wurden. Somit hat ePTFE eine signifikant niedrigere apoptotische Wirkung auf die

umliegenden Zellstrukturen als porcine oder bovine Patches.
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Mit unserer zweiwochigen Versuchsreihe lassen sich alle drei Prothesen als biokompatibel
einordnen, sodass eine eindeutige Anwendungsstrategie flr oder gegen eine Prothese zum
gefass- oder herzchirurgischen Einsatzbereich aktuell noch nicht moglich ist.
Zusammenfassend lassen sich alle drei Materialien mit einer guten Integration ohne eine
fulminante Infektion innerhalb von 14 Tagen charakterisieren. Xenogene Materialien waren in
dieser Zeit vollstandig mit Zellstrukturen umkleidet. Hier zeigte vor allem der bovine Patch eine
ausgepragtere Neoangiogenese. Im Gegensatz dazu war ePTFE auch nach zwei Wochen im
Hauptkorperbereich nicht mit Zellen umkleidet. In Zusammenschau von jlngsten
Veroffentlichungen, S3-Leitlinien und unseren Daten sollten xenogene Materialien in der

gefalchirurgischen Rekonstruktion bevorzugt genutzt werden.

Um eine klare Aussage daruber treffen zu kdnnen, bedarf es wahrscheinlich einer langer als
14 Tage andauernden Beobachtungszeit. Es bleibt jedoch abzuwarten, welche Ergebnisse
sich aus Studien zu neu entwickelten Dezellularisierungsverfahren oder anderen
Herstellungsverfahren ergeben, um die Haltbarkeit von xenogenen Patch- oder
Xenotransplantat-Herzklappenprothesen zu verlangern. Aus medizinischer Sicht sind
weiterfuhrende Studien winschenswert, damit Patienten mit einer kardiovaskularen

Erkrankung langerfristig geheilt oder symptomlos bleiben konnen.
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