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1. Einleitung

1.1. EinfUhrung

Ein GefaBersatz wird benotigt, um pathologisch verdanderte GefaBabschnitte zu
Uberbricken. Eine pathologische Veranderung ist beispielsweise eine GefalBverengung
(Stenose), ein GefalRverschluss (Okklusion), eine GefaRaufweitung (Aneurysma) oder ein
Trauma. Grundsatzlich gibt es die Moglichkeit, eine Umgehung mit einem Bypass zu
schaffen oder ein Gefal vollstandig zu ersetzten. Verwendung finden auch
Patchmaterialien (individuell zuschneidbare Flicken) zur Versorgung begrenzter
Gefallwanddefekte. Die Hauptursache fiir pathologische Veranderungen eines Gefal3es ist
die Atherosklerose. Sie hat eine steigende Pravalenz in der Bevolkerung, wie auch die
damit verbundenen Folgeerkrankungen (koronare Herzkrankheit, Myocardinfarkt,
periphere arterielle Verschlusskrankheit, Niereninsuffizienz, Schlaganfall [5] ). Nach
Angaben des statistischen Bundesamtes hat sich die Diagnosehaufigkeit der
Atherosklerosein Krankenhdusern von 102 im Jahr 2000 auf 218 im Jahr 2010 je 100.000

Einwohner mehr als verdoppelt (s. Abbildung 1) [9].
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Abbildung 1: Diagnosehaufigkeit in Krankenhdusern je 100.000 Einwohner mit Diagnose
I70(Atherosklerose) [9]



Flr diesen Anstieg ist unter anderem die veranderte Altersstruktur der Bevélkerung
verantwortlich. In der Gruppe der Uber 65-Jdhrigen stieg die Diagnosehaufigkeit der
Atherosklerose in Krankenhausern von 383 im Jahr 2000 auf 759 im Jahr 2010 je 100.000
Einwohner, also um 98% [9]. Die Situation wird sich in Zukunft noch verscharfen. Laut
Aussage des statistischen Bundesamtes sind heute 25,9% der Bevolkerung 60 Jahre oder
adlter. Diese Zahl wird sich bis zum Jahre 2030 auf 36,8% erh6hen [69]. Die Notwendigkeit,
einen adaquaten Gefdllersatz in ausreichender Menge zur Verfligung zu stellen, wird also

weiter steigen.

Die Atherosklerose ist eine degenerative Systemerkrankung, die den gesamten Korper

betrifft und progredient verlauft. Ein gefalRchirurgischer Eingriff ist in der Regel nur die
Beseitigung eines Symptomes. Das bedeutet auch, dass die zum GefaBersatz bevorzugt
eingesetzten korpereigenen Gefalle meist schon pathologisch verandert sind bzw. nur

begrenzt zur Verfligung stehen. Die Verbesserung von GefdalRersatzmaterialien aus

anderen Quellen ist daher wiinschenswert.

1.2. Geschichte des GefalRRersatzes

Die Idee, pathologisch veranderte BlutgefaRe zu ersetzen, um so die Vitalitat der
versorgten Struktur zu erhalten, ist alt. Den ersten protokollierten Versuch unternahm
der flamische Anatom Andreas Vesalius (1514-1564), der die Idee hatte, Arterien durch
Strohhalme zu ersetzen. Er war es auch, der als Erster die traumatische Aortenruptur
beschrieb. Doch noch fehlten die geeigneten Materialien und Nahte, um den Erfolg des
GefaRersatzes zu erlauben [52].Die moderne Gefalichirurgie wurde 1902 von dem
spateren Nobelpreistrager Alexis Carrel mit der Beschreibung der Gefdllanatomose
begrindet [12]. 1907 wurden bereits die Interposition kurzer homologer Venenabschnitte
bei Arterienverletzungen von Erich Lexer in die Klinik eingefihrt [24]. Bahnbrechend
waren dann die experimentellen Arbeiten von Ernst Jager um 1913, der zunéachst den
Einsatz von korpereigenem Gefadllersatz, spater auch von tierischen Materialien und

Kunststoffen erprobte [52].

Kriege waren immer wieder Schrittmacher in der Entwicklung des GefdaRersatzes. Um
1948 wurden sogenannte Gefallbanken etabliert, in denen LeichengefdRe gesammelt

wurden. Aufgrund hoher Komplikationsraten (Aneurysmen, Infektionen) wurden diese

2



jedoch bald wieder aufgegeben [36]. Zunachst konzentrierte man sich wieder auf den
korpereigenen Gefallersatz. So gelang 1948 Jean Kunlin der erste
femoropoplitealeVenenbypass mit einem autologen Saphena-Transplantat bei einem 54-

jahrigen Patienten mit gangranésem FuBulcus, welches postoperativ rasch abheilte [20].

Nachdem durch den wissenschaftlichen und technischen Fortschritt in den 50er Jahren
die standardisierte Herstellung von Kunststoffprothesen moglich wurde, konnten diese
1953 vonSchuhmacher in die Klinik eingefiihrt werden. Die von ihm verwendeten
PolymerePET (Polyethylenterephthalat) und PTFE (Polytetrafluoroethylen) sind bis heute
der Standard fir den alloplastischen GefdlRersatz. Einen bedeutenden Beitrag fiir den
Erfolg des alloplastischen GefaRersatzes leisteten Voorhees, Blakemore und Jaretzky im
Jahr 1951 durch die Erkenntnis, dass v. a. pordse Materialien vom Kérper akzeptiert

werden und einheilen [20, 24].

Die Anforderungen, die heute an GefaBprothesen gestellt werden, wurden 2007 treffend

von Helmut Kogel zusammengefasst [52]:

Vorhandensein in ausreichenden Dimensionen

- Standardisierte Fertigung (Konstanz der Qualitat)

- Praktikabilitat (Sterilisierbarkeit, Lagerfahigkeit, gutes Handling)

- Hohe Langzeitleitfahigkeit (chemische und physikalische Stabilitat)
- Biokompatibilitat (Histo- und Himokompatibilitat)

- Akanzerogenitéat

1.3 Einteilung der GefalRersatzmaterialien

Die Anforderungen nach Kogel werden von den verschiedenen Prothesenmaterialien in
unterschiedlichem MalRe erfiillt. Es werden folgende Gruppen der Gefallersatzmaterialien

unterschieden [52]:

- Autogene/Autologe Materialien
- Allogene/Homologe Materialien
- Xenogene/Heterologe Materialien

- Alloplastische/ Synthetische Materialien



1.3.1 Autogene/AutologeMaterialien

AutologeMaterialien sind kdrpereigene Gefdl3e. Arterien wie die Aa.
mammariaoderradialis werden vor allem in der coronarenBypasschirurgie verwendet [5,
29, 36]. Nachteilig ist, dass nur wenige kurze und englumige Abschnitte zur Verfligung
stehen und das sich bei vorhandener, mulifokaler Arteriosklerose kaum ein gesundes,
transplantierbares Gefal finden lasst. Die autologe Vene ist erste Wahl bei einem
Arterienersatz unterhalb des Leistenbandes [48, 49]. Zur Verfligung steht vor allem die V.
saphena magna, alternativ auch die Vv. Saphenaparva, cephalica, und basilica. Die
schwache Venenwand verbietet allerdings den Einsatz in aortaler und iliakalerPosition.Die
Offenheitsrate fiir femoro-popliteale Bypasse betrug in einer 2003 von Klinkert et al.
veroffentlichten Studie 75,6% flir Venenbypasse, die von synthetischen Bypassen noch
51,9 % nach 5 Jahren [49]. Die daraufhin durchgefiihrte Durchsicht der Literatur zeigte,
dass die synthetischen Materialien dem autologen Ersatz nach 5 Jahren mit 39% zu 74%
deutlich unterlagen [48]. Nach wie vor ist das Saphena-Transplantat der Goldstandard, an

dem sich andere Prothesenmaterialien messen.
1.3.2 Allogene/Homologe Materialien

Allogene Materialien sind korperfremde Gewebe derselben Spezies. Als 1948 die
GefdaBbanken etabliert wurden, in denen LeichengefaRe gesammelt wurden dachte man
einen unerschopflichen Pool an biologischen GefdRersatzmaterialien gefunden zu haben.
Wegen anhaltender Komplikationen (vor allem Aneurysmen und Infektionen)wurde diese

Option jedoch inzwischen zugunsten der synthetischen Prothesen verlassen [36].
1.3.3 Xenogene/ Heterologe Materialien

Xenogenes Material ist biologisches Gewebe einer fremden Spezies. Die weitaus haufigste
Anwendung eines Xenografts in der Medizin ist die Implantation von biologischen
Herzklappen vom Schwein. Doch auch in der GefaRchirurgie werden inzwischen Patches
aus Schweine- oder Rinderpericardangewandt. Grof3e Bedeutung hat die Vorbehandlung
der tierischen Gewebe mit Glutaraldehyd.Durch Denaturierung der im Gewebe

vorhandenen Proteine wird der Xenograft fixiert und stabilisiert. Die grofSten Probleme



der Xenografts ist die Verkalkung und Degradation, was unter andrem auf die Toxizitat

des Glutaraldehyd zurlickzufiihren ist [26, 84].
1.3.4 Alloplastische Materialien

Die alloplastischenoder synthetisch hergestellten Materialien bringen spezifische

Probleme mit sich, die im Folgenden zusammengefasst sind:

- Thrombogenitat
- progredienter Flexibilitatsverlust durch Degradationsprozesse
- Infektanfalligkeit (Ausschlusskriterium septische Chirurgie)

- Fehlendes Mitwachsen/Anpassen der Prothese

Die auf dem Markt etablierten Prothesenmaterialien sind PET (Polyethylenterephthalat),
PTFE (Polytetrafluoroethylen) und PU (Polyurethan) mit jeweils spezifischen

Einsatzgebieten.
1.3.4.1 PET (Polyethylenterephthalat)

PET ist ein Kunststoffpolymer aus der Gruppe der Polyester und wird unter dem
Handelsnamen Dacron©vertrieben.Grundsatzlich ist bei diesem Material ein Kompromiss
aus Porositat und primérer Blutdichtigkeit nétig. Im klinischen Einsatz sind derzeit

gewebtes und gestricktes PET.

(// »
W
g,{

/

|

e~

Abbildung 2: Strukturen von gewebtem PET (links), gestricktem PET (rechts) [73]

Nach Wesolowskygarantiert eine Erhohung der Porositat eine bessere Einheilung [79]. So

hat das gewebtePETeine geringe Porositdt mit einerhohenDichtigkeit und Reil¥festigkeit,
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doch zeigt es ein nur mangelndes Einheilungsverhalten. Nachteilig ist auBerdem ein
ausfransender Rand beim Zuschnitt und die Notwendigkeit einer
groBenAnastomosenbreite, um ein Ausreilen der Faden zu verhindern. Die primare

Indikation fiir gewebtes PET ist der thorakale Einsatz (v.a. in aortaler Position) [52].

GestricktesPET hingegen hat eine hohe Porositat, die zwar zur Blutabdichtung eine
Vorgerinnung vor Implantation erfordert, doch sehr viel bessere Einheilung und Elastizitat

garantiert [54, ].
1.3.4.2 PUR (Polyurethane)

Polyurethane entstehen durch Polymerisation von Urethanmolekilen. Von einigen
Polyurethanprothesen ist bekannt, dass sie nach Implantation im Korper u. a. zu
Toluylendiamin abgebaut werden, welches sich im Tierversuch als kanzerogen erwies
[81]. Es konnten jedoch neue Polyurethane mit besserer Haltbarkeit und sehr guter
Imitation der Compliance eines natiirlichen Gefidl3es entwickelt werden. Die Prothesen
werden in der peripheren Bypass- und in der Dialyseshuntchirurgie eingesetzt [46, 71,

38].
1.3.4.3 PTFE (Polytetrafluoroethylen)

PTFE ist ein Polytertrafluoroethylen-Polymer, auch bekannt als Teflon© und bestehtaus
Fluor und Kohlenstoff.Das heute verwendete ePTFE (expandiertes PTFE), auch bekannt als
GoreTex©, ist eine Weiterentwicklung um dem PTFE bessere Materialeigenschaften zu
geben. ePTFE zeigt ein weitgehend biologisch inertes Verhalten. Dies istunter
anderemaufseineniedrige Oberflachenenergie, die einen hydrophoben Character bedingt
und somit Blut und Wasser abweist, zuriickzufiihren [61]. ePTFE-Prothesen sind primar
dicht fur Blut und Wasser, zeigen aufgrund ihrer geringen Porositatallerdings ein
schlechteres Einheilungsverhalten als Dacronprothesen.ePTFE ist das am hadufigsten
eingesetzte Material zur Anlage eines Dialyseshunts [70]. Eine weitere Indikation sind
arterielle Rekonstruktionen mit geringen Durchmessern, z.B. als femoropoplitealer
Bypass, wenn autologer Ersatz nicht mehr zur Verfligung steht oder fiir den

coronarenkEinsatz geschont werden soll [37, 46, 82]. Allerdings konnten die



vielversprechenden Eigenschaften des ePTFEleiderauch nicht die hohe Verschlussrate, die

bei allen kleinkalibrigen(<6mm) Prothesen vorherrscht, Gberwinden [46, 61].
1.4Anatomische und (patho)physiologische Aspekte der Arterienwand

Die Arterie weist typischerweise eine Dreischichtung aus Intima, Media und Adventitia
auf. Jede Schicht hat charakteristische Bestandteile und Aufgaben.Grundsatzlich gibt es
zwei unterschiedliche Typen von Arterien: den elastischen Typ (Aorta, herznahe Gefilie)

und den muskuldren Typ (periphere GefaRe).

Arterie

Tunica intima

Basalmembran
Membrana elastica

Abbildung 3: Wandaufbau der Arterie (links), Vene zum Vergleich (rechts) [22]

Die Intima besteht aus spindelformigen Endothelzellen die sich einschichtig und mit der
Langsachse in Flussrichtung auf einer Basalmemebranorientieren.Dielumenseitige
Oberflache des Endothels ist besetzt mit der negativ geladenen Glykokalix. Wird sie
unterbrochen (z .B. Trauma) wird die Blutgerinnungskaskade aktiviert. Veranderungen in
der Beschaffenheit der Glykokalix steuern aullerdem die Leukozytenmigration.Das
Endothel hat weiterhin eine lumenregulierende Funktion durch die Fahigkeit zur
Produktion von dilatierendem Stickstoffmonoxid (NO) und dem kontrahierenden

Endothelin [55].

An das Endothel schlieBt sich die subendotheliale Schicht an. Dies ist der Ort der
atherosklerotischenIntimaverdickung. Es kommt bei Triggerung durch Risikofaktoren

(Alter, genetische Belastung, Diabetes mellitus, Hypertonus, Hyperlipidamie,



Hyperurikdmie) zur Einwanderung von glatten Muskelzellen aus der Media die vor Ort
Extrazelluldrmatrix (Proteoglykane, Kollagen- und elastische Fasern, Mikrofibrillen)
produzieren. Im weiteren Verlauf lagern sich hier Lipide, Cholesterin und Makrophagen
ab und bilden ein atheromatoses Plaque [51, 55]. Die Folge ist die Einengung des Lumens
und Ischamie des abhangigen Gewebes. Da die subendotheliale Schicht bei Arterien vom
elastischen Typ deutlicher ausgebildet ist, sind diese auch starker von der Atherosklerose
betroffen. Eine besondere Rolle spielen hamodynamische Turbulenzen, die
physiologischerweise an Bifurkationen auftreten. So finden sich vereinzelt schon beim

Kleinkind atheromatdse Veranderungen an den Nierenarterienabgédngen [51].

An die Intima schlief3t die Membranaelasticainterna an, ein Netz aus elastischen Fasern

das besonders stark bei Arterien vom muskuldren Typ ausgepragt ist.

Die anschlieRende Media besteht aus spindelférmigen, glatten Muskelzellen, die zirkular
oder spiralig orientiert sind und sich innerhalb eines geordneten Netzes aus Kollagen- und
elastischen Fasern befinden. Bei Arterien vom elastischen Typ ist dieses Netz kraftiger
und in Schichten organisiert.Die Media hat hauptsachlich die Regulierung der

Wandspannung und die Produktion von extrazellularer Matrix zur Aufgabe.

Angrenzend befindet sich die Membranaelasticaexterna die wie die

Membranaelasticainterna aufgebaut, nur sehr viel schwacher ausgepragt ist.

Die aulRen liegendeAdventitia ist ein hochelastisches Netz aus kollagenen und elastischen
Fasern sowie Proteoglykanen, welche von ortsstandigen Fibroblasten produziert werden.
Die Adventitia beherbergtdie GefaBwand versorgenden Vasavasorum und Nerven und
stellt die Verbindung mit der umgebenden Gefdllscheide und dem perivaskularen

Bindegewebe her [51, 55].
1.5 Biokompatibilitat

Der Begriff Biokompatibilitat (gr. Bios=Leben, kompatibel=vertraglich) bezeichnet die

Vertraglichkeit zwischen einem technischen und einem biologischen System [80].

Man unterscheidetdie Strukturkompatibilitat und die Oberflachenkompatibilitat. Die

Strukturkompatibilitat ist definiert als Anpassung der Implantatstruktur an die



mechanischen Eigenschaften des Empfangergewebes (sog. , Struktur-Mimikry“). Die
Oberflachenkompatibilitat beschreibt die Anpassung der chemischen, physikalischen und
biologischen Oberflacheneigenschaften des Implantates an das Empfangergewebe [80].
Eine Einteilung der daraus resultierenden Wechselwirkung an der Grenzflache zwischen
Implantat und Empfangergewebe wurde 1986 von Schenk flir Knochenimplantate

vorgestellt [65]. Diese Einteilung ist wie folgt auf GefaRprothesen tbertragbar:

Inkompatibilitat

Freisetzung von Substanzen in toxischen Konzentrationen oder von Antigenen,

die Immunreaktionen (Allergie, Entziindung, Fremdkdrperreaktion, AbstofRung)

hervorrufen.

- Biokompatibilitat
Freisetzung von Substanzen in nicht toxischen Konzentrationen, die zu
Einkapselung in Bindegewebe oder schwachen Bindegewebereaktionen fiihren
kdénnen.

- Bioinertheit
Keine Freisetzung toxischer Substanzen, keine Interaktion zwischen Implantat und
Empfingergewebe.

- Bioaktivitat

Positive Interaktion mit Gewebedifferenzierung des Empfangergewebes

Des Weiteren ist bei der Betrachtung der Biokompatibilitdt eines Materials die
dynamische Komponente zu berticksichtigen. Darunter wird die Veranderung des
Implantatmaterials wahrend der Kontaktzeit mit dem Empfangergewebe verstanden und

ist daher nur in Langzeitbeobachtungen verifizierbar [80].
1.6 Einheilung der alloplastischen Prothese

1.6.1 Inkorporation

Die Inkorporationsreaktion von alloplastischem GefdBersatz entspricht einer
Fremdkorperreaktion des umliegenden Gewebes, welche stark von der Biokompatibilitat
des Prothesenmaterials abhéangt (s. 1.5). Die Inkorporationsreaktion eines Gewebes auf

eine Gefallprothese findet in drei flieBend ineinander libergehenden Phasen statt.



Phase | = Friihphase

Diese Phase dauert bis zu zwei Wochen nach Implantation an. Die Prothese wird zunachst
als Reaktion auf das Gewebetrauma von lockerem Granulationsgewebe umgeben. Im
Verlauf durchwachst dieses reaktive Gewebe die Prothesenwand. An der luminalen

Oberflache setzten sich Proteine und Zellen aus dem Blutstrom ab.
Phase = Organisationsphase

Diese Phase dauert bis zu einem Monat nach Implantation an. Durch Organisation des
umgebenden Granulationsgewebes kommt es zur fortschreitenden
bindegewebigenEinscheidung der Prothese. Eine chronische zellulare
Fremdkorperreaktion bleibt bestehen. An der luminalen Oberflache organisiert sich aus
den abgelagerten Zellen und Proteinen eine sogenannte Neointima. Die Ablagerungen
werden von Makrophagen, die ebenfalls mit dem Blut eingebracht werden, phagozytiert
und so in eine weiche Matrix umgewandelt bis schlieBlich die Besiedlung mit
Endothelzellen erfolgt. Dieser stetig fortschreitende und unkontrollierbare Prozess kann

schlieBlich zum Verschluss des Lumens fihren.
Phase Il = Spatphase

Diese Phase schliet sich ab 6 Monaten nach Implantation an und kann Jahre andauern.
Im Regelfall wird ein bleibender Zustand der Gewebereaktion erreicht, wenn das Material
eine ausreichend gute Biokompatibilitat besitzt. Insbesondere die transprothetische
Durchwachsung mit Bindegewebe spielt eine grol3e Rolle, welche aber auch zum

Elastizitatsverlust der Prothese und Abbau durch Biodegradation fiihrt [25, 36, 52].
1.6.2 Problematik des alloplastischen GeféRersatzes

Die spezifischen Probleme, die beim Einsatz von alloplastischem GefdRersatz auftreten,
lassen sich in akute und chronische Komplikationen unterteilen. Die akuten
Komplikationen treten innerhalb der ersten Stunden bis wenige Tage nach Implantation
auf und sind auf diefehlendeHamokompatibilitat zuriickzufiihren. Es kommt bei
Blutkontakt zur Aktivierung der Blutgerinnung, die im Extremfall den Sofortverschluss der
Prothese herbeifiihren kann. Diesem kann mit medikamentoser Antikoagulation und
entsprechenden Beschichtungen (s. 1.7) entgegengewirkt werden. Die
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chronischenKomplikationen umfassen Gewebereaktionen aufgrund fehlender
Histokompatibilitat, welche zum spateren Verschluss einer GefaRprothese fiihren kdnnen.
Zunéchst ist hier die bereits erwdhnte Bildung einer Neointima(s.1.6.1) im Lumen der
GefaBprothese zu nennen. Des Weiteren spielt die Entstehung einer Intimahyperplasie in
den anastomosennahen Segmenten des Empfanger- und Spendergefidlles eine Rolle [61].
Die Intimahyperplasie ist zum einen die Folge einer Anpassungsreaktion der
anastomosennahen Intima auf die lokal verminderte Blutflussgeschwindigkeit, zum
anderen eine Reaktion auf die traumatisierende Gefdalnaht. Es kommt zur Aktivierung von
subendothelialen glatten Muskelzellen, die vermehrt Extrazellularmatrix produzieren, um

einehdhere Blutflussgeschwindigkeit durch Lumenverengung zu erreichen [62].

1.7 Beschichtungskonzepte

1.7.1. Baumann-Keller-Konzept (ESHS)

Primér soll die Beschichtung von alloplastischen GefalRersatzmaterialien die Aktivierung
der Gerinnungskaskade in einer Prothese verhindern, um einem thrombotischen
Sofortverschluss entgegenzuwirken (Hamokompatibilitdt). Sekundar sollen die Bildung
einer Neointima und die anastomosennahelntimahyperplasie (Histokompatibilitat)
verhindert werden (s.1.6.2). Das Konzept der Endothelzell-Besiedlung von Dilley et al.
1984 war der erstmalige Versuch, die Oberflache der Prothesen der eines natiirlichen
GefaRes so genau wie moglich anzupassen [42]. Hierflir wurde vor Implantation der
Prothese die Prothesenoberflache mit autologen oder allogenen Endothelzellen besiedelt.
Die Hauptproblematik bestand durch eine unzureichende Adharenz der Endothelzellen
auf der Prothesenoberflache und die auftretende Abwehrreaktion, wenn es sich nicht um
autologe Zellen handelte. Ein weiterer Vorstol? war die Idee, die Blutgerinnung durch an
der Prothesenoberflache ortsstandige Antikoagulanzien aktivzu hemmen. Primar wurde
dabei das 1918 entdeckte Heparin verwandt [41]. Dieses Konzept bot jedoch keinen
Vorteil gegenliber der systemischen Gabe von Heparin hinsichtlich der Verschlussraten
[45]. Die aktuell gebrauchlichste Strategie ist die gewollte Induktion einer Neointima
durch die Entwicklung von mikropordsem, verstreckten PTFE (ePTFE). Aufgrund der rauen
Oberflache kommt es zur verbesserten Anhaftung von Blutbestandteilen und raschen

Ausbildung einer Neointima Dieser Vorgang verbietet jedoch die Anwendung fur
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Prothesen mit einem Durchmesser, der 6 mm unterschreitet, da hier erhdhte
Verschlussraten vorliegen [46]. So wurde schlielRlich das Baumann-Keller-Konzept
entwickelt. Es basiert auf der Annahme, dass die natirliche Himokompatibilitdt durch das
Vorhandensein von speziellen Oberflachen-Polysacchariden der Endothelzellen
gewadhrleistet wird, die gemeinsam die Glykokalix bilden. Es handelt sich hierbei um das
Endothelzelloberflaichen-Heparansulfat (ESHS) [3, 4, 17]. Darauf beruhend ist es moglich,
eine kiinstliche Himokompatibilitdt zu erzeugen, indem man Prothesenoberflachen mit
ESHS beschichtet. ESHS hat genau wie Heparin ein Grundgerist aus Copolymeren mit
Uronsaure und Glukosaminen, besteht jedoch aus finf Strukturdomanen, die sich in der
Anzahl der Disacchridwiederholungen (Repeats) vom Heparin unterscheiden, ebenso wie
im Grad der Sulfatierung und Acetylierung. ESHS kann sowohl aus Zellkulturen isoliert als
auch in einem mehrstufigen Prozess aus Heparin gewonnen werden. ESHS kann dann
unter Anwendung eines breiten Spektrums von Immobilisierungstechniken auf eine

Oberflache kovalent oder ionisch verankert werden [40].
1.7.2. Titanbeschichtung

Ein weiteres Beschichtungskonzept ist die Titanisierung von Prothesenoberflachen. Dazu
werden 30-50 nmdicke Titanschichten mit dem PACVD-Verfahren (Plasma Activated
Chemical Vapour Deposition) auf die Oberflachen (z.B. eine PTFE-Prothese) aufgedampft.
Dabei gehen Titan und Prothesenmaterial eine kovalente Bindung ein. Titan zeichnet sich
durch eine besondere biologische Inertheit und somit Kérpervertraglichkeit aus.
AuBerdem ist es besonders stabil gegen Biodegradation [43, 84]. Ziel einer
Titanbeschichtung ist eine verbesserte Adhdsion von Endothelzellen auf der
Prothesenoberflache. So kann durch eine Besiedlung vor Implantation eine optimale
Oberflachenkompatibilitat erzeugt werden [30, 61]. Eine besondere Rolle spielt die
Titanisierung von Xenografts. In dieser Arbeit wird dafiir Rinderpericard verwendet. Wie
bereits unter 1.3.3. erwdhnt kdénnen Komplikationen unter anderem auf die Freisetzung
von Glutaraldehyd-Riickstanden zurickgefiihrt werden [26]. Aufgrund dieser Tatsache ist
keine Besiedlung mit autologen Endothelzellen moglich, was den besten Schutz vor
Degradation darstellt [18]. Eine Detoxifizierung ist also wiinschenswert. Gulbins et al
gelang es, Xenografts durch Detoxifizierung der Glutaraldehyd-Riickstandemit

Zitronensaure und anschlielender Besiedelung mit Fibroblasten fir
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autologeEndothelzellenbesiedelbar zu machen [30]. Eine bessere Methode ist die
Titanisierung von Xenografts mit vorangestellter enzymatischer
Aldehyddehydrogenasen-Behandlung. Die so behandelten Xenografts haben im Vergleich
mit unbehandelten Materialien einen um mehr als 90% reduzierten Aldehydgehalt im
Gewebe. Die mit Zitronensaure behandelten Xenografts haben gerade einen um 23,7%
bzw. 33,3% reduzierten Aldehydgehalt. Ein nur titanisiertes Material ohne vorhergehende
Aldehyddehydrogenasen-Behandlung, wie es hier verwendet wird, hat immerhin einen

um 56% reduzierten Aldehydgehalt [31, 84].

1.8 Das in-vitro-Modell

1.8.1 Vorarbeiten

Flir die Bestimmung der in vitro Histokompatibilitdt von synthetisch hergestellten
Materialien fir humane Zellen gibt es eine Vielzahl vonin-vitro-Modellen. Die
Arbeitsgruppe um Broll und Duchrow in Liibeck untersuchte 2002 die Proliferation und
Apoptose von Fibroblasten und Zervixkarzinomzellen wahrend der Exposition mit
verschiedenen Netzmaterialien. Diese werden zum Verschluss von Bauchwanddefekten,
z.B. Hernien, benutzt. Es konnte gezeigt werden, dass die Apoptoserate der Zellen bei
Exposition mit einem Polypropylennetz im Vergleich zu Kontrollen signifikant erhéht war
[16]. Diese Methode wurde 2008 durch Schmidt und Wulff, ebenfalls Liibeck, um eine
Zellwachstumsbestimmung, sowie um weitere Zellreihen (Endothelzellen, glatte
GefaBmuskelzellen) ergénzt und erstmals fiir alloplastische GefaRersatzmaterialien
angewendet [81]. Es zeigte sich, dass alle drei beobachteten GefdaBersatzmaterialien
(ePTFE, PET, PUR) das Zellwachstum der Zellreihen hemmen und die Apoptoserate
erhoéhen. ePTFE hatte dabei den vergleichsweise geringsten Einfluss auf die Zellen. Aus
diesem Grund wurde fiir diese Arbeit neben RinderpericardePTFE als Tragermaterial fir

die zu untersuchenden Beschichtungen Titan und ESHS ausgewahlt.

1.8.2. Zielsetzung

Alloplastischer GefaRersatz ist fur die heutige Chirurgie in Zeiten steigender
Atherosklerosepravalenz und begrenztem autologen GefalRersatz unverzichtbar. Es

existieren zahlreiche tierexperimentelle und klinische Studien, welche die schlechteren
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Ergebnisse des alloplastischen Materials im Vergleich mit autologem Ersatz zeigen. Ziel
dieser Arbeit ist die systematische Untersuchung der in vitro Histokompatibilitdt von
GefaRprothesenmaterialien, insbesondere der Vergleich von beschichtem mit
unbeschichtetem Material. Der Nachteil einer in vitro Untersuchung ist dabei die
eingeschrankte Nachbildung des komplexen Organismus eines Lebewesens. Deshalb sind
nur sehr bedingte Aussagen Uber den spateren Erfolg oder Misserfolg eines
GefaRersatzmaterials moglich. Der Vorteil resultiert direkt aus diesem Problem. Die
Verwendung isolierter Zellkulturen erlaubt die Konzentration auf spezielle Aspekte der
Material-Zell-Interaktion ohne Stérfaktoren. Die Hypothesen fiir diese Arbeit werden wie

folgt gestellt:

1.Es ist zu erwarten, dass alle Materialien im Vergleich zur Kontrolle das Zellwachstum

hemmen und die Apoptoserate erhéhen.

2. Das Zellwachstum soll durch die beschichteten Materialien (ePTFE+ESHS, ePTFE+Titan,
Pericard+Titan) aufgrund besserer Histokompatibilitdt weniger gehemmt werden als
durch die unbeschichteten Materialien (ePTFE, Pericard). Insbesondere fiir die
titanisierten Materialien ist eine verbesserte Endothelzelladhasion gefordert, so dass hier

gegenlber der Kontrolle ein erhéhtes Zellwachstum zu erwarten ist.

3. Die Apoptoserate soll durch die beschichteten Materialien geringer erh6ht werden als

durch die unbeschichteten Analoga.

4. Des Weiteren wird postuliert, dass das xenogene Material Rinderpericard einen
weniger stark ausgepragten Effekt auf die Zellreihen hat als das alloplastische Material

ePTFE.
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2. Material und Methoden

2.1. Zellen

In dieser Arbeit wurden zwei humane Zellreihen verwendet, mit denen alloplastischer
GefdRersatz bei Implantation in Kontakt kommt. Die Endothelzellen entsprechen den
haufigsten Zellen der Intima eines Gefdl3es, die glatten GefaRmuskelzellen denen der

Media.
2.1.1. Endothelzellen

Es handelt sich um die Zellreihe HAoEC-c (C-12271, Promocell, Heidelberg, Deutschland).

Die Zellen entstammen der gesunden Aorta eines Erwachsenen.
2.1.2. Glatte GefaBmuskelzellen

Es handelt sich um die Zellreihe T/G HA-VSMC (CRL-1999, ATCC, Manassas, VA, USA). Die

Zellen entstammen der gesunden Aorta eines elf Monate alten Madchens.
2.1.3. Kultivierung

Die Zellen wurden grundsatzlich nach den in [19] beschriebenen Techniken gehandhabt.
Etwaige Abweichungen entstanden nur durch Angaben des Zelllieferanten oder durch

laborinterne Arbeitsmethoden und sind gegebenenfalls angegeben.

Die Zelllinien wurden ausschlieRlich in mit Schweinegelatinelésung beschichteten
Gewebekulturflaschen (Nunc, Wiesbaden, Deutschland, 25, 75,175 cm?3) kultiviert. Zur
Beschichtung wurde eine sterile 1%Schweinegelatinelosung hergestellt aus PBS (PAA,
Pasching, Osterreich) und pulverisierter Schweinegelatine (G1890, Sigma-Aldrich, St.Louis,
MO, USA). Der gesamte Boden der Kulturflasche wurde mit der Losung bedeckt und fiir
10 Minuten bei 37°C und 5% CO, im Feuchtbrutschrank (Heraeus, Hanau, Germany)
inkubiert. Im Anschluss wurde die Uberschiissige Losung abgesaugt. Die Inkubation der

Zelllinien erfolgte bei 37°C und 5% CO, in zellspezifischen Nahrmedien (s.7.2.).

Die Zellkultur wurde geteilt, wenn eine konfluente Zellschicht, definiert als eine
Bodendeckung von mehr als 90%, erreicht war. Dafiir wurde das Nahrmedium abgesaugt

und der Zellrasen mit Trypsin/EDTA (PAA, Pasching, Osterreich) fiir etwa 7 Minuten
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inkubiert, bis alle Zellen vom Flaschenboden mikroskopisch sichtbar gelost waren.
Dadurch entstand eine Zellsuspension, die gleichmaRig auf zwei Kulturflaschen bzw. die
nachstgrollere FlaschengroRe verteilt wurde, welche dann mit einer ausreichenden
Menge frischen Ndhrmediums (25cm3-5ml, 75cm3-20ml, 175cm3-50ml) beschickt wurden.
Abhangig von der Wachstumsgeschwindigkeit wurden die Endothelzellen ca. einmal pro
Woche passagiert und alle 2-3 Tage mit frischem Ndahrmedium versorgt. Die glatten
Gefallmuskelzellen zeigten ein regeres Wachstumsverhalten und konnten alle 2-3 Tage

passagiert werden, wobei der Wechsel des Nahrmediums stattfand.

2.2. GefaRersatzmaterialien

Die unterschiedlichen GefaRRersatzmaterialien, die sich derzeit auf dem Markt befinden,
wurden bereits in der Einfihrung ausfuhrlich beschrieben. Die in dieser Arbeit
untersuchten GefdlRersatzmaterialien unterscheiden sich in ihrem Material und in ihrer
Beschichtung. Sie wurden in drei Kollektive, analog zur folgenden Auflistung, eingeteilt. Zu
jedem Kollektiv gehort noch eine Kontrollgruppe zum Vergleich. Da die Versuche
teilweise parallel gelaufen sind, haben sie teilweise dieselben Kontrollgruppen. Die
Materialien sind nur innerhalb der Kollektive miteinander vergleichbar, da die Form die
Kontaktflache mit den Zellen und somit auch das Ergebnis beeinflusst. Dies ist der Grund,
warum es die Gruppe ePTFE sowohl im ersten als auch im zweiten Kollektiv gibt. Einmal
liegt es als rundes GefdBprothesenmaterial (ePTFE,)vor, einmal als flachesPatchmaterial

(ePTFEy).

Alle Materialien wurden unter sterilen Bedingungen gehandhabt und fiir die Versuche

vorbereitet.
2.2.1. Erstes Kollektiv: (ePTFE,, ePTFE, + ESHS, Polymer)

Hierbei handelt es sich um speziell fir diese Arbeit angefertigte GefaBprothesen der
Firma Vascutec mit und ohne ESHS-Beschichtung. Sie sind in dieser Form nicht im Handel
erhaltlich. Die Beschichtung wird Gber einen Polymer an das ePTFE gebunden. Das
isolierte Polymer wird gesondert untersucht. Die Prothesen haben einen Durchmesser

von 4,5mm und eine Ldnge von 30 cm. Das Polymer liegt als flaches Material vor.
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2.2.2. Zweites Kollektiv: (ePTFE;, ePTFE; + Titan)

Hierbei handelt es sich um GefdaBpatches aus ePTFE, die freundlicherweise von Herrn
Prof. Dr. Norbert Guldner(Klinik fiir Herz- und GefaRchirurgie des UK S-H, Campus Libeck)
zur Verfiigung gestellt wurden. Die Halfte des ePTFE; wurde mit Titan bedampft, die

andere Halfte nicht behandelt.
2.2.3.Drittes Kollektiv: Pericard, Pericard + Titan

Hierbei handelt es sich um in 20% Glutaraldehydlésung denaturiertes und sterilisiertes
Rinderpericard. Das Material liegt in Patchform vor. Die Halfte des Materials wurde

analog zum ePTFE mit Titan bedampft.
2.3. Versuchsanordnungen

Es wurden zwei Parameter der Zell-Material- Interaktion unter laborchemischen
Bedingungen bestimmt: Zellwachstum und Apoptoserate. Diese Parameter wurden
ausgewahlt, weil sie sich als besonders sensibel und damit aussagekraftig erwiesen haben

[2, 21, 27, 81].
2.3.1 Vorbereitung der Versuchsansatze

Zur Vorbereitung der Versuchsansatze wurden sterile 12-Well-Platten mit Deckel (Nunc,
Wiesbaden, Deutschland) mit 1% Schweinegelatineldsung (siehe 2.1.3) beschichtet. Die
GefaRersatzmaterielien wurden in ca. 1cm*1cm grof3e Stiicke zerschnitten. Alle
Arbeitsschritte sind unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt worden, um
Verunreinigungen der Zellkulturen zu vermeiden. Die 12-well-Platten wurden dann mit
den Materialstiicken versehen, bis auf die Platte, welche fiir die Leerkontrollen
vorgesehen war. Es wurden 0,5 * 1075 Zellen in 1 ml Ndhrlosung, die analog einer
Passagierung hergestellt wurde (s.2.1.3.), zu den Ansatzen hinzugegeben. Die Zellzahl
wurde durch Farbung mit 0,4%Trypanblaulésung (T8154, Sigma-Aldrich, St.Louis, MO,
USA) und Zahlung in der Neubauer-Zahlkammer unter dem Phasenkontrastmikroskop

bestimmt [63].

17



Abbildung 5: 12-well-Platte mit ePTFE+Titan

Abbildung 6: 12-well-Platte mit ePTFE+ESHS
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Abbildung 7: 12-well-Platte mit Polymer (wahrend Zellwachstumsbestimmung)

2.3.2 Bestimmung des Zellwachstums
2.3.2.1. Grundlagen

Das Zellwachstum wurde gemessen durch die Bestimmung der sich verandernden Zellzahl
Uber die Zeit. Dazu wurde der Alamar Blue Assay (Biosource, Solingen, Deutschland)
verwendet, eine verlassliche und einfache Methode um Zellviabilitat zu quantifizieren [2,
6]. Alamar Blue (Resazurin) ist ein wasserloslicher, nicht toxischer Indikator fir die
proliferative Aktivitat von Zellen. Es handelt sich hierbei um einen dunkelblauen Farbstoff,
der von den Zellen mit dem Nahrmedium aufgenommen und metabolisch von
NADPH/NADH-abhéngigen Hydrogenasen zu dem pinkfarbenen und fluoreszierenden
Resorufin reduziert wird. Dieser Farbumschlag kann spektrometrisch durch
Extinktionsmessung bei 570/600 nm, als auch fluorometrisch bei 530/560nm gemessen

werden [13].
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Abbildung 8: 12-well-Platte mit ePTFE+ESHS und Alamar Blue nach 24 Stunden zum Zeitpunkt O Stunden

Je mehr Indikator verbraucht wird, also je mehr vitale Zellen vorhanden sind, desto
groRer ist auch der Farbumschlag, also die prozentuale AlamarBlue Reduktion (=%AB-
Reduktion) [1]. Diese wird durch die Extinktionen (iber folgende Formel nach

Herstellerangaben berechnet:

9%AB reduction — (Eox22) (AL)) — (oxr1)(AX2) % 100
(Ered A1) (A'X2) — (Ered22)(A'A))

£A1 und =X, sind Konstanten und bezeichnen den molaren Extinktionskoeffizienten von
AlamarBlue bei 570 und 600 nm, beziehungsweise der oxidierten (,y) und reduzierten (¢
red) Form. AA; und A, sind die gemessenen Extinktionen bei 570 und 600 nm,

beziehungsweise die Extinktionen der Kontrollansatze (A'A; und A'A,) [2].

Das Zellwachstum ist definiert als Anderung der Zellzahl Giber die Zeit. Zur Bestimmung
der Zellzahl wurden die Extinktionen in festen Intervallen zum Zeitpunkt 0,2,4 und 6
Stunden gemessen. Die Zellzahl flir den jeweiligen Tag wurde dann als Steigung des
Graphen zwischen den Zeitpunkten in der Einheit %AB-Reduktion/h abgelesen. Diese
Messungen wurdennach 24 h, 48 h und 72 h wiederholt, um die Anderung der Zellzahl
Uber die Zeit festzustellen. Versuchsbedingt liegt der erste messbare Wert, also der
Ausgangswert bei 24 h (bei der Apoptoserate bei Oh), weil die Zellen fiir eine Messung am
Boden der 12-Well-Platte festgewachsen sein miissen. Um Vergleichbarkeitder Werte

untereinander zu ermoglichen, wurden alle Werte auf den jeweiligen 24h Wert relativiert.

20



So ergibt sich ein einheitlicher Ausgangswert von 100% und die spateren Messwerte sind

als prozentuale Anderung zum 24h-Wert zu verstehen.
2.3.2.2. Durchfihrung

Die Vorbereitung der Versuchsansatze entspricht dem in 2.3.1. beschriebenen Procedere.
Nach 24 Stunden Inkubation wurde im Phasenkontrastmikroskop (Zeiss Axioplan,
Oberkochen, Deutschland) Gberprift, ob die Zellen angewachsen und vital sind, da nur fiir
diesen Fall eine Messung sinnvoll war. Das Kennzeichen vitaler Zellen war die Adharenz
an der Flaschenwand sowie die Ausbildung von Zell-Zell-Verbindungen. Runde, in

Suspension befindliche Zellen wurden als avital verworfen.

Flr diese Arbeit wurde die spektrometrische Messung des Farbumschlages mit einem
Microplate Reader (Tecan Safire2™ Microplatereader, Becton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland) gewahlt. Zur Vorbereitung der Messung wurde zunachst aus jedem Loch
der 12-well-Platte das Nahrmedium abgesaugt und durch 2ml eines phenolrotfreien
Mediums ersetzt (D-MEM, 11880-028, invitrogen, Karlsruhe, Deutschland), da der
Farbstoff Phenolrot die Messung verfalscht. Zusatzlich wurde eine kleine
Petrischale(Nunc, Wiesbaden, Deutschland) mit 2ml des phenolrotfreien Mediums
beschickt. Diese diente der Kontrollmessung. Im Anschluss wurden die 12-well-Platten
und die Petri-Schale fir eine Stunde im Feuchtbrutschrank unter genannten Bedingungen
inkubiert, damit die Zellen sich an das neue Medium adaptieren konnten. Dann wurden
200 pl Alamar Blue zu den Proben gegeben. Zur Messung zum Zeitpunkt O Stunden
wurden direkt jeweils 100 pl pro Loch und Petrischale entnommen und in eine 96-well-
Platte (Nunc, Wiesbaden, Deutschland) Gberfihrt. Diese wurdeanschlieRend in den Card-

Reader eingefiihrt und die Extinktionen der Proben bei 570 und 600 nm gemessen.
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Abbildung 9: 96-well-Platte mit Proben nach 72 Stunden zum Zeitpunkt 6 Stunden. Der Farbumschlag ist in

den Léchern rechts oben am deutlichsten zu erkennen.

Dieser Vorgang wurde dann zu den Zeitpunkten 2,4 und 6 Stunden wiederholt. Nach der
letzten Messung wurde das Medium mit dem Alamar Blue abgesaugt, der Zellrasen auf
den Boden der Locher der 12-well-Platte mit PBS gewaschen und diese mit frischem
Nahrmedium versehen und zuriick in den Feuchtbrutschrank gestellt, um die Vitalitat der

Zellen fur die Messungen an den Folgetagen zu erhalten.
2.3.3. Apoptoserate
2.3.3.1. Grundlagen

Die Apoptose ist der programmierte Zelltod, der nach einem genetisch festgelegten
Schema ablauft. Dieses Schema kann durch verschiedene Signale (hypoxisch, toxisch,
physikalisch, immunologisch, mikrobiell, physiologisch)aktiviert werden. Es kommt zur
Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien. Das Cytochrom C ist ein Kofaktor
zur Aktivierung von in der Zelle vorhandenen bis dahin inaktiven Caspasen. Diese fihren
das apoptotische Programm aus, indem sie Proteine und DNA an vorbestimmten Stellen
spalten. In der Folge macht die apoptotische Zelle einige Veranderungen durch. Zuerst
|6st sie sich aus Ihrem Zellverband, weil ihre Zellverbindungen aufgeldst werden. Sie
schrumpft zusammen durch Kondensation von Zytoplasma und des Nucleolus, behalt
aber noch ihre Zellorganellen. Dieser Zustand wird auch als Zellmumie bezeichnet.

SchlieBlich verandert sich auch die Zellmembran, unter anderem wird Phosphatidylserin,
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ein Membranphospholipid, von der inneren Zellmembran an die duBere transloziert [15].
Durch die spezifische Bindung an Phosphatidylserin konnen also untergehende Zellen
markiert werden. Annexin V ist ein calciumabhangiges phospholipidbindendes Protein mit
hoher Affinitdt zu Phosphatidylserin. Durch Kopplung an das fluoreszierende
Fluoresceinisothiocyanat( FITC) werden die so markierten Zellen detektierbar in der
Durchflusszytometrie. Jedoch setzen auch nekrotische Zellen mit defekter Zellwand
Phosphatidylserin aus ihrem Inneren frei. Um diese Zellen auszuschlieRen, erfolgt eine
Parallelfarbung mit dem fluoreszierenden Propiumiodid. Dieses bindet an Nucleinsduren,
was nur bei defekter Zellwand moglich ist, also nicht bei den friihapoptotischen

Zellmumien. Es ergibt sich folgendes Spezifikationsschema:

AnnexinV-FITC | + + -

Propiumiodid - + -

Tabelle 1: Spezifikationsschema der Annexin-FITC/PI-Farbung

Da die nekrotischen Zellen nicht von den spatapoptotischen unterschieden werden
konnen, ist vor Allem die Verdanderung des Anteils derjeniger Zellen, die positiv fiir
Annexin/FITC und negativ fur Propiumiodid sind, von Interesse. Der prozentuale Anteil
dieser Zellen an allen gezéhlten Zellen entspricht der Apoptoserate. Die Veranderung

dieses Anteils spiegelt die Entwicklung der Apoptoserate (iber die Zeit wieder [74].
2.3.3.2. Durchfihrung

Die Apoptoserate wurde durchflusszytometrisch mit dem BD FACSCanto™ Flowcytometer
(Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) bestimmt. Dazu wurden die Zellen mit dem
AnnexinV/FITC ApoptosisDetecion Kit | (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)
gefarbt, das sowohl den Marker AnnexinV/FITC als auch Propiumiodid zur Parallelfarbung
enthadlt.Die Vorbereitung der Versuchsansatze entspricht dem in 2.3.1. beschriebenen
Procedere. Parallel zur Vorbereitung der 12-well-Platten wurde die Nullpunktmessung
vorbereitet. Dazu wurde ein Milliliter der Zellsuspension, die auch zur Beflllung der
Platten verwendet wurde, in ein FACS-Rohrchen (Becton Dickinson, Heidelberg,

Deutschland) Gberfiihrt und bei 125g 5 min lang zentrifugiert. Die Zellen waren im
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Anschluss als triiber Schleier am Boden des FACS-Réhrchens erkennbar. Der Uberstand
wurde verworfen und die Zellen in einem Waschschritt mit 0,5% Fotalem Kalberserum in
PBS gereinigt. Es folgte die Resuspension in 100ul gekiihltem Binding Puffer
(ApoptosisDetection Kit). An diesem Punkt wurden jeweils 5ul Annexin/FITC und
Propiumiodid (beides ApoptosisDetection Kit) zugefiigt und die Proben fiir 15 min kihl
und dunkel gelagert. Im Anschluss wurden weitere 400ul des Binding Puffers zugefligt.
Die so vorbereiteten Ansatze wurden schlieSlich mit dem Durchflusszytometer
ausgewertet. Diese Farbeprozedur wurde nach 24, 48 und 72 Stunden wiederholt. Hierfir
wurden die Zellen aus den entsprechenden Ansatzen verwendet, nachdem das Medium
abgesaugt, der Zellrasen mit PBS gesplilt und fiir 7 min bis zur mikroskopisch sichtbaren
Losung der Zellen mit Trypsin behandelt wurde. Das Trypsin wurde mit zellspezifischem
Nahrmedium inaktiviert und die so entstandene Zellsuspension in die FACS-Réhrchen
Uberflihrt. Auf diese Art konnte die Entwicklung der Apoptoserate zu den Zeitpunkten O,

24, 48 und 72 Stunden verfolgt werden.

2.4. Statistik

Zur Erhebung der deskriptiven und vergleichenden Statistik wurde das Programm SPSS
Version 13.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) verwendet. Die statistische Auswertung erfolgte
unter Beratung von Dr. Reinhardt Vonthein vom Institut fiir medizinische Biometrie und

Statistik der Universitat zu Libeck.

Um die jeweiligen Gruppen miteinander zu vergleichen, wurden die jeweiligen
Mittelwerte herangezogen. Zur Signifikanztestung wurde der Mann-Whitney-U-Test
(Summenrangtest) flr unverbundene, nicht normalverteilte Stichproben angewandt. Zum
Vergleich der Werte einer Gruppe zu verschiedenen Zeitpunkten wurden die Mittelwerte
verglichen und durch den Wilcoxon-Test (Vorzeichenrangtest) fiir verbundene, nicht
normalverteilte Stichproben auf Signifikanz getestet. Zur Korrektur der Alphafehler-
Kumulierung wurde schlief3lich die Bonferroni-Holm-Prozedur durchgefiihrt. Als
signifikant wurden nur p-Werte unterhalb des lokalen a-Niveaus angenommen. Das

globale a-Niveauwurde auf 0,05 festgelegt.
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3. Ergebnisse

3.1. Zellwachstum

Das Zellwachstum wurde definiert als Anderung der Zellzahl iiber die Zeit. Die Zellzahl fiir
den jeweiligen Zeitpunkt 24h, 48h und 72h wurde indirekt als Steigung des Graphen der
photometrisch gemessenen AlamarBlue-Reduktion in der Einheit %AB-

Reduktion/habgelesen und auf den 24h Wert relativiert (s.2.3.2.1).

Die Methode wird als indirekt bezeichnet, weil es ohne Eichung nicht moglich ist, die
absolute Zellzahl zu bestimmen. Eine Eichung der Methode ist zu den Zwecken dieser
Versuche nicht moglich, da davon auszugehen ist, dass die Reduktion von AlamarBlue und
damit auch die Absorptionszahlen sowohl von der Zellart als auch von der Zellpassage
abhangig sind. Folglich hatte zu jeder Versuchsreihe eine umfangreiche Eichreihe
durchgefiihrt werden missen. Die Bestimmung der absoluten Zellzahlen hatte jedoch aus
wissenschaftlicher Sicht keinerlei Erkenntnisgewinn versprochen, da nur die Anderung der
Zellzahl von Interesse ist. Die Vergleichbarkeit der Messreihen untereinander ist nach
Relativierung gegeben. Dadurch betragt der 24h Wert immer 1 und alle Werte sind
dimensionslos.

Um deskriptive Aussagen zum Zellwachstum innerhalb einer Messreihe machen zu
kdénnen (z.B. , die Zellzahl stieg (iber die Zeit an”), wurden jeweils die Mittelwerte einer
Gruppe (Kontrolle, ePTFE,, ....) zum Zeitpunkt 48h und 72h gegen den Mittelwert bei 24h

mit dem Wilcoxon-Test fiir verbundene Stichproben auf Signifikanz getestet.
3.1.1. Endothelzellen

Die relative Zellzahl der humanen Endothelzellen bei Inkubation ist in nachstehenden
Abbildungen bzw. Tabellen mit den jeweils miteinander vergleichbaren
Materialgruppenals ein Kollektiv im Vergleich zu der Kontrollgruppe dargestellt. Die p-
Werte der Signifikanzanalyse mit dem Mann-Whitney-U-Test sind jeweils in einer zweiten
Tabelle dargestellt. Die nach der Bonferroni-Holm-Prozedur signifikanten p-Werte sind

der Ubersichtlichkeit halber griin eingefarbt.
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3.1.1.1. Erstes Kollektiv

Fir das erste Kollektiv (ePTFE,, ePTFE+ESHS, Polymer,Kontrolle) verdnderte sich in der
Kontrollgruppe und der Polymergruppe die Zellzahl (iber den Beobachtungszeitraum
(zwischen 24 und 72 Stunden) nicht signifikant. Die Zellzahl in der ePTFE,-Gruppe stieg
leicht an (um 21, 5%), die der ePTFE+ESHS-Gruppe verringerte sich (um35,5%). Im
Gruppenvergleich der relativen Zellzahlen unterscheidet sich nach 48 h und 72 h lediglich
die ePTFE,+ESHS-Gruppe mit einer geringeren Zellzahl von der Kontrollgruppe. Die ePTFE,-
und die Polymergruppe unterscheiden sich zu keinem Zeitpunkt signifikant von der
Kontrollgruppe. Ein Unterschied zwischen ePTFE,- und ePTFE+ESHS-Gruppe ist nach 48h
und 72h signifikant. Diese beiden Gruppen unterscheiden sich aullerdem nach 48h vom
Polymer, nach 72h ist diese Abweichung nur noch fiir das ePTFE,nachweisbar (Tabelle2, 3

sowie Abbildung10).
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Abbildung 10 : relative Zellzahlen EC in den Materialgruppen im Vergleich zur Kontrolle (Mittelwerte bei n

=11)
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rel. Zellzahl rel. Zellzahl rel. Zellzahl rel. Zellzahl

(+/- SD) (+/- SD) (+/- SD) (+/- SD)

24h 1,000 (0) 1,000 (0) 1,000 (0) 1,000 (0)
48h 1,137 (0,18) 1,316 (0,41) 0,722 (0,15) 0,980 (0,13)
72h 1,092 (0,30) 1,215 (0,16) 0,645 (0,15) 0,836 (0,21)

Tabelle 2: relative Zellzahlen EC in den Materialgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe mit Mittelwert (n
=11) und Standardabweichung (SD)

48h | 0,401 0,000 0,028 0,000 0,000 0,002

72h | 0,401 0,001 0,040 0,000 0,001 0,019
Tabelle 3: p-Werte der Signifikanzanalyse (Mann-Whitney-U-Test). Die Werte in Griin sind nach der
Bonferroni-Holm Prozedur signifikant.

3.1.1.2. Zweites Kollektiv

Flr das zweite Kollektiv (ePTFEs, ePTFE+Titan,Kontrolle) veranderte sich die Zellzahl in der
Kontrollgruppe und der ePTFE+-Gruppe Uber den Beobachtungszeitraum (zwischen 24 und
72 Stunden) nicht signifikant. Die Zellzahl in der ePTFE#Titan-Gruppe stieg leicht an (um
20,2%). Im Gruppenvergleich unterscheiden sich die Materialgruppen zu keinem
Zeitpunkt von der Kontrollgruppe, lediglich unterscheiden sich ePTFE; und ePTFE#Titan

nach 72 h signifikant voneinander (Tabelle 4, 5 sowie Abbildungl11).
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Abbildung 11: relative Zellzahlen EC in den Materialgruppen im Vergleich zur Kontrolle (Mittelwerte bei n
=11)
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rel. Zellzahl (+/- SD)

rel. Zellzahl (+/- SD)

rel. Zellzahl (+/- SD)

24h 1,000 (0) 1,000 (0) 1,000 (0)
48h 1,137 (0,18) 0,969 (0,14) 1,021 (0,18)
72h 1,092 (0,30) 0,946 (0,14) 1,202 (0,12)

Tabelle 4: relative Zellzahlen EC in den Materialgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe mit Mittelwert (n

=11) und Standardabweichung (SD)

48h 0,023

0,101

0,217

72h 0,151

0,699

0,000

Tabelle 5: p-Werte der Signifikanzanalyse (Mann-Whitney-U-Test). Die Werte in Grin sind nach der

Bonferroni-Holm Prozedur signifikant.

3.1.1.3. Drittes Kollektiv

Im dritten Kollektiv (Pericard, Pericard+Titan,Kontrolle) veranderte sich in der

Kontrollgruppe die Zellzahliber den Beobachtungszeitraum (zwischen 24 und 72 Stunden)

nicht signifikant. Die Zellzahl in den Materialgruppenzeigte sich nach 72h deutlich

verringert (um 48,8% fiir Pericard und 50,2% fur Pericard+Titan). Im Gruppenvergleich

unterscheiden sich die relativen Zellzahlen der Materialgruppen nach 48h und 72h von

der Kontrollgruppe. Die Materialgruppen unterscheiden sich zu keinem Zeitpunkt

voneinander(Tabelle 6, 7 sowie Abbildung 12).
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Abbildung 12: relative Zellzahlen EC in den Materialgruppen im Vergleich zur Kontrolle (Mittelwerte bei n
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rel. Zellzahl (+/- SD)

rel. Zellzahl (+/- SD)

rel. Zellzahl (+/- SD)

24h 1,000 (0) 1,000 (0) 1,000 (0)
48h 1,137 (0,18) 0,627 (0,13) 0,620 (0,10)
72h 1,092 (0,30) 0,512 (0,11) 0,498 (0,04)

Tabelle 6: relative Zellzahlen EC in den Materialgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe mit Mittelwert (n
=11) und Standardabweichung (SD)

48h 0,000 0,000 0,898

72h 0,000 0,000 0,519

Tabelle 7: p-Werte der Signifikanzanalyse (Mann-Whitney-U-Test). Die Werte in Grin sind nach der
Bonferroni-Holm Prozedur signifikant.

3.1.2. glatte GefaBmuskelzellen

3.1.2.1. Erstes Kollektiv

In den Versuchsreihen mit den glatten GefaBmuskelzellen zeigte sich im ersten Kollektiv
eine Zunahme der Zellzahl in der Kontrollgruppe (um 79,5%) nach 72h. Die
Materialgruppen wiesen keine signifikante Veranderung tber die Zeit auf. Die drei
Materialgruppen ePTFE,, ePTFE+ESHS sowie Polymer unterschieden sich nach 72 h mit
erniedrigter Zellzahl signifikant von der Kontrollgruppe. Die Materialgruppen

unterschieden sich nicht voneinander (Tabelle 8, 9 sowie Abbildung13).
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Abbildung 13: relative Zellzahlen VSMC in den Materialgruppen im Vergleich zur Kontrolle (Mittelwerte
bei n = 9(ePTFE+ESHS), 11(Polymer), 12(Kontrolle, ePTFE,))
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rel. Zellzahl rel. Zellzahl rel. Zellzahl rel. Zellzahl

(+/- SD) (+/- SD) (+/- SD) (+/- SD)

24h 1,000 (0) 1,000 (0) 1,000 (0) 1,000 (0)
48h 1,204 (0,30) 0,908 (0,66) 0,890 (0,23) 0,968 (0,63)
72h 1,795 (0,55) 0,976 (0,75) 1,127 (0,27) 1,086 (0,70)

Tabelle 8: relative Zellzahlen VSMC in den Materialgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe mit
Mittelwert (n= 9(ePTFE,+ESHS), 11(Polymer), 12(Kontrolle, ePTFE,)) und Standardabweichung (SD)

48h

0,007 0,041

0,044

0,277

0,976

0,710

72h

0,000 0,001

0,004

0,058

0,487

0,152

Tabelle 9: p-Werte der Signifikanzanalyse (Mann-Whitney-U-Test). Die Werte in Griin sind nach der

Bonferroni-Holm Prozedur signifikant.

3.1.2.2. Zweites Kollektiv

Im zweiten Kollektiv lieR sich eine Abnahme der Zellzahl nach 72h fur die Kontroll-und die

ePTFEs+Gruppe verzeichnen. Die ePTFE#Titan-Gruppe zeigte lediglich nach 48h eine

signifikante Abnahme, nach 72h ist kein Unterschied zum 24h-Ausgangswert mehr

nachweisbar. Die beiden Materialgruppen zeigen zu keinem Zeitpunkt eine signifikante

Abweichung von der Kontrollgruppe. Auch voneinander unterscheiden sich die

Materialgruppen nie (Tabelle 10, 11 sowie Abbildung14).
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rel. Zellzahl (+/- SD)

rel. Zellzahl (+/- SD)

rel. Zellzahl (+/- SD)

24h 1,000 (0) 1,000 (0) 1,000 (0)
48h 0,734 (0,09) 0,723 (0,10) 0,687 (0,23)
72h 0,742 (0,08) 0,776 (0,12) 0,801 (0,34)

Tabelle 10: relative Zellzahlen VSMC in den Materialgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe mit
Mittelwert (n = 11) und Standardabweichung (SD)

48h 0,898 0,797 0,847

72h 0,438 0,332 0,562
Tabelle 11: p-Werte der Signifikanzanalyse (Mann-Whitney-U-Test). Die Werte in Griin sind nach der

Bonferroni-Holm Prozedur signifikant.

3.1.2.3. Drittes Kollektiv

Im dritten Kollektiv fallt die Zellzahl der Kontrollgruppe zwischen 24h und 72h wiederrum
ab (um 25,8%). Ebenso fallt die Zellzahl in den beiden Materialgruppen Pericard (69,5%)
und Pericard+Titan (46,8%), jedoch im starkeren AusmalR. Die beiden Materialgruppen
zeigen gegeniber der Kontrollgruppe eine erniedrigte Zellzahl nach 48h und 72h wobei
sie sich auch voneinander signifikant unterscheiden. Die Zellzahl der Pericard-Gruppe
zeigt sich etwas niedriger als das der Pericard+Titan-Gruppe, sowohl nach 48h als auch

nach 72h (Tabelle 12, 13 sowie Abbildung 15).
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Abbildung 15: relative Zellzahlen VSMC in den Materialgruppen im Vergleich zur Kontrolle (Mittelwerte
bei n = 10 (Pericard), 11 (Pericard+Titan))
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rel. Zellzahl (+/- SD)

rel. Zellzahl (+/- SD)

rel. Zellzahl (+/- SD)

24h 1,000 (0) 1,000 (0) 1,000 (0)
48h 0,734 (0,09) 0,410 (0,07) 0,591 (0,11)
72h 0,742 (0,08) 0,305 (0,05) 0,532 (0,10)

Tabelle 12: relative Zellzahlen VSMC in den Materialgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe mit
Mittelwert (n = 10 (Pericard), 11 (Pericard+Titan)) und Standardabweichung (SD)

48h 0,000 0,005 0,001

72h 0,000 0,000 0,000
Tabelle 13: p-Werte der Signifikanzanalyse (Mann-Whitney-U-Test). Die Werte in Griin sind nach der

Bonferroni-Holm Prozedur signifikant.
3.2. Apoptoserate

Die Bestimmung der Apoptoserate wurde wie unter 2.3.3.2. beschriebendurchgefiihrt.
Hier wurden Messungen bei 0, 24, 48 und 72 Stunden durchgefiihrt, wobei es sich bei der
Nullstundenmessung um den Ausgangswert handelt. Er entspricht
dernatiirlichenApoptoserate der Zellreihe, die beim Ansetzen des Versuches genutzt
wurde.

Verglichen wurden die Proben analog zu den obigen Versuchen mit Kontrollen, die unter
identischen Bedingungen gehandhabt wurden, allerdings nicht mit Prothesenmaterialien

in Kontakt waren.

3.2.1. Endothelzellen

Die Apoptoserate der humanen Endothelzellen zu den jeweiligen
Beobachtungszeitpunkten ist in nachstehenden Abbildungen bzw. Tabellen mit den
jeweils miteinander vergleichbaren Materialgruppen als ein Kollektiv dargestellt. Auch
hier sind die p-Werte der Signifikanzanalyse mit dem Mann-Whitney-U-Test in einer
zweiten Tabelle dargestellt. Die nach der Bonferroni-Holm-Prozedur signifikanten p-

Werte sind griin eingefarbt.

3.2.1.1. Erstes Kollektiv

Im ersten Kollektiv ist in allen Gruppen ein Anstieg der Apoptoserate im

Beobachtungszeitraum zwischen 24h und 72h zu beobachten. In der Kontrollgruppe hat



sich diese nahezu verdoppelt. In den Materialgruppen hat sie sich ungefahr verdreifacht.

Alle Materialgruppen zeigen nach 72h eine signifikant erhéhte Apoptoserate gegeniiber

der Kontrollgruppe, die Polymergruppe bereits schon nach 48h. Vergleicht man die

Apoptoseraten der einzelnen Materialien untereinander, so findet sich zu keinem

Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied (Tabelle 14, 15 sowie Abbildung 16).
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Abbildung 16: ApoptoserateEC in den Materialgruppen im Vergleich zur Kontrolle (Mittelwerte bei n = 9)

Apoptoserate (+/- | Apoptoserate (+/- | Apoptoserate (+/- | Apoptoserate (+/-
SD) (%) SD) (%) SD) (%) SD) (%)

Oh 9,114 (0,88) 9,114 (0,88) 9,114 (0,88) 9,114 (0,88)
24h 16,508 (2,98) 20,480 (5,41) 21,098 (4,67) 25,264 (9,09)
48h 20,439 (4,70) 24,240 (6,60) 26,897 (6,93) 27,976 (5,31)
72h 17,477 (0,90) 25,659 (1,00) 26,670 (3,97) 24,902 (3,52)

Tabelle 14: Apoptoserate EC in den Materialgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe mit Mittelwert (n =

9) und Standardabweichung (SD)

24h 0,050 0,024 0,136 0,666 0,387 0,190
48h 0,161 0,094 0,006 0,730 0,222 0,666
72h 0,000 0,000 0,000 0,546 0,863 0,489

Tabelle 15: p-Werte der Signifikanzanalyse (Mann-Whitney-U-Test). Die Werte in Griin sind nach der

Bonferroni-Holm Prozedur signifikant.
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3.2.1.2. Zweites Kollektiv

Flr das zweite Kollektiv findet sich wiederrum ein signifikanter Anstieg der Apoptoserate

im Beobachtungszeitraum (24h-72h) in allen Gruppen. Wahrend die Apoptoserate der

Kontrollgruppe sich nach 72h wieder nahezu verdoppelt hat, verdreifacht sich auch hier

die Apoptoserate der beiden Materialgruppen. Ebenso nach 72h findet sich ein

signifikanter Unterschied zwischen der Kontroll- und den beiden Materialgruppen.

Zwischen den Materialgruppen findet sich zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter

Unterschied(Tabelle 16, 17 sowie Abbildung17).
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Abbildung 17: ApoptoserateEC in den Materialgruppen im Vergleich zur Kontrolle (Mittelwerte bei n = 9)

Apoptoserate (+/- SD) (%)

Apoptoserate (+/- SD) (%)

Apoptoserate (+/- SD) (%)

oOh 9,114 (0,88) 9,114 (0,88) 9,114 (0,88)
24h 16,508 (2,98) 21,313 (5,81) 23,600 (6,33)
48h 20,439 (4,70) 24,291 (2,53) 27,010 (5,32)
72h 17,477 (0,90) 27,151 (4,47) 26,591 (5,32)

Tabelle 16: Apoptoserate EC in den Materialgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe mit Mittelwert (n =

9) und Standardabweichung (SD)

24h 0,031 0,014 0,340
48h 0,063 0,031 0,730
72h 0,000 0,000 0,436

Tabelle 17: p-Werte der Signifikanzanalyse (Mann-Whitney-U-Test). Die Werte in Griin sind nach der
Bonferroni-Holm Prozedur signifikant.
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3.2.1.3. Drittes Kollektiv

Flr das dritte Kollektiv findet sich ein signifikanter Anstieg der Apoptoserate im

Beobachtungszeitraum (24h-72h) in der Kontrollgruppe. Zwischen den beiden

Materialgruppen besteht zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied. Hier kommt

es im ersten beobachteten Intervall zum leichten Anstieg der Apoptoseraten gegeniber

der Kontrollgruppe, der lediglich fiir Pericard+Titan signifikant ist. Im zweiten Intervall,

nach 48h halbieren sich die Apoptoseraten dann nahezu und sinken damit signifikant

unter das Niveau der Kontrollgruppe und auf das Niveau des Ausgangswertes (Oh)ab.

Daher findet sich innerhalb der Materialgruppen kein signifikanter Unterschied zwischen

den Oh und 48h Werten. Im dritten Intervall setzt sich der Abwartstrend dann

abgeschwacht fort. Nach 72h besteht allerdings nur noch zwischen der Kontroll- und der

Pericard-Gruppe ein signifikanter Unterschied(Tabelle 18, 19 sowie Abbildung18).
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Abbildung 18: ApoptoserateEC in den Materialgruppen im Vergleich zur Kontrolle (Mittelwerte bei n = 9)

Apoptoserate (+/- SD) (%)

Apoptoserate (+/- SD) (%)

Apoptoserate (+/- SD) (%)

Oh 9,114 9,114 9,114
24h 16,508 20,927 21,104
48h 20,439 11,474 13,121
72h 17,477 9,082 12,054

Tabelle 18: Apoptoserate EC in den Materialgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe mit Mittelwert (n =

9) und Standardabweichung (SD)
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24h 0,297 0,004 0,489
48h 0,001 0,011 0,546
72h 0,004 0,031 0,161

Tabelle 19: p-Werte der Signifikanzanalyse (Mann-Whitney-U-Test). Die Werte in Griin sind nach der
Bonferroni-Holm Prozedur signifikant.

3.2.2. Glatte GefalRmuskelzellen

3.2.2.1. Erstes Kollektiv

In den Versuchsreihen zur Apoptoserate der glatten GefaBRmuskelzellen zeigte sich im
ersten Kollektiv eine Zunahme der Apoptoserate in der Kontrollgruppe nach 24h und 48h
mit Ausbildung eines Plateaus , nach 72h befindet sich dieApoptoserate wieder auf dem
Ausgangsniveau (0h). Die Materialgruppen ePTFE, und ePTFE+ESHS steigt die
Apoptoserate nach 24h und 48h auf ein Vielfaches des Oh Wertes, sinkt dann im dritten
Intervall nach 72h wieder ab, verbleibt jedoch beim Doppelten (ePTFE,) bzw. nahezu
Vierfachen (ePTFE+ESHS) des Ausgangswertes. Dabei besteht bei 24h, 48h und 72h ein
signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe. Die Polymer-Gruppe hebt sich durch
stetigen Anstieg der Apoptoserate von den restlichen Gruppen ab. Zwischen allen drei
Materialgruppen findet sich nach 72h eine signifikante Differenz. Dabei zeigt ePTFE die
niedrigste Apoptoserate, aufsteigend folgt ePTFE,+ESHS und schlieRlich das Polymermit

dem grofSten Potential, Apoptose zu induzieren (Tabelle 20, 21 sowie Abbildung 19).

18 * "
* | signifikanz
16 + S -
) erreicht
s
14 (Signifikanzanalyse
¥ 10 siehe Tabelle 21)
b
< 10 —a— Kontrolle
.8- 8 —a— ePTFEr
o
§. 6 —a— ePTFEr+ESHS
4 —at— Polymer
2
0
Oh 24h 48h 72h
Zeit

Abbildung 19: ApoptoserateEC in den Materialgruppen im Vergleich zur Kontrolle (Mittelwerte bei n = 9)
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Apoptoserate (+/- | Apoptoserate (+/- | Apoptoserate (+/- | Apoptoserate (+/-
SD) (%) SD) (%) SD) (%) SD) (%)
oOh 2,224 (0,44) 2,224 (0,44) 2,224 (0,44) 2,224 (0,44)
24h 5,010 (1,59) 9,101 (2,32) 8,744 (2,86) 11,279 (2,59)
48h 5,679 (1,53) 10,246 (3,23) 13,927 (6,85) 12,814 (4,58)
72h 2,368 (1,04) 4,886 (1,99) 8,304 (6,41) 16,832 (3,56)

Tabelle 20: Apoptoserate VSMC in den Materialgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe mit Mittelwert (n
=9) und Standardabweichung (SD)

24h 0,000 0,008 0,000 1,0 0,094 0,077
48h 0,000 0,003 0,001 0,258 0,297 0,931
72h 0,001 0,000 0,000 0,019 0,000 0,004

Tabelle 21: p-Werte der Signifikanzanalyse (Mann-Whitney-U-Test). Die Werte in Griin sind nach der

Bonferroni-Holm Prozedur signifikant)

3.2.2.2. Zweites Kollektiv

Im zweiten Kollektiv findet sich wiederum ein Anstieg der Apoptoserate der
Kontrollgruppe nach 24h und 48h mit Ausbildung eines Plateaus mit anschliefendem
Absinken der Apoptoserate auf das Niveau des Ausgangswertes bei Oh. Die
Materialgruppen (ePTFEs, ePTFEs+Titan) zeigen nach 24h einen steilen Anstieg der
Apoptoserate bis liber das Flinffache des Ausgangswertes hinaus, um im weiteren Verlauf
bis zum Ende der Beobachtung nach 72 h gemeinsam auf diesem Niveau zu verbleiben.
Sie unterscheiden sich dabei zum Zeitpunkt 24h, 48h und 72h von der Kontrollgruppe. Ein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen ePTFEsundePTFE#+Titan findet

sich zu keinem Zeitpunkt (Tabelle 22, 23 sowie Abbildung 20).
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Abbildung 20: ApoptoserateEC in den Materialgruppen im Vergleich zur Kontrolle (Mittelwerte bei n = 9)

Apoptoserate (+/- SD) (%) | Apoptoserate (+/- SD) (%) | Apoptoserate (+/- SD) (%)
Oh 2,224 (0,44) 2,224 (0,44) 2,224 (0,44)
24h 5,010 (1,59) 11,742 (2,82) 12,329 (2,98)
48h 5,679 (1,53) 12,838 (4,72) 12,564 (4,72)
72h 2,368 (1,04) 12,693 (6,72) 11,350 (5,07)

Tabelle 22: Apoptoserate VSMC in den Materialgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe mit Mittelwert (n
=9) und Standardabweichung (SD)

24h 0,000 0,000 0,730
48h 0,001 0,000 1,0
72h 0,000 0,000 0,340

Tabelle 23: p-Werte der Signifikanzanalyse (Mann-Whitney-U-Test). Die Werte in Griin sind nach der
Bonferroni-Holm Prozedur signifikant.

3.2.2.3. Drittes Kollektiv

Fiir das dritte Kollektiv gilt ein analoger Verlauf der Apoptoseratein der Kontrollgruppe.
Die Apoptoserate der beiden Materialgruppen (Pericard, Pericard+Titan) steigt nach 24h,
gipfelt bei 48h, um nach 72h schlielRlich wieder leicht abzusinken. Dabei ist nach 24h, 48h
und 72h eine signifikante Abweichung der Apoptoserate der Materialgruppen von der der
Kontrollgruppe nachzuweisen. Eine Differenz der Gruppen Pericard und Pericard+Titan

findet sich zu keinem Zeitpunkt (Tabelle 24, 25 sowie Abbildung21).
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Abbildung 21: ApoptoserateEC in den Materialgruppen im Vergleich zur Kontrolle (Mittelwerte bei n = 9)

Apoptoserate (+/- SD) (%) | Apoptoserate (+/- SD) (%) | Apoptoserate (+/- SD) (%)
oh 2,224 (0,44) 2,224 (0,44) 2,224 (0,44)
24h 5,010 (1,59) 10,289 (3,87) 8,904 (3,00)
48h 5,679 (1,53) 15,956 (4,08) 12,788 (5,73)
72h 2,368 (1,04) 15,419 (4,56) 11,198 (5,40)

Tabelle 24: Apoptoserate VSMC in den Materialgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe mit Mittelwert (n
=9) und Standardabweichung (SD)

24h 0,000 0,000 0,605
48h 0,000 0,000 0,190
72h 0,000 0,000 0,136

Tabelle 25: p-Werte der Signifikanzanalyse (Mann-Whitney-U-Test). Die Werte in Griin sind nach der
Bonferroni-Holm Prozedur signifikant



4. Diskussion

4.1. Relevanz des In vitro-Modells

Eine GefdaRprothese ist fir den dauerhaften Verbleib in einem Organismus konzipiert und
muss dementsprechende Materialeigenschaften besitzen. Zum einen missen die
strukturellen Voraussetzungen gegeben sein, also eine moglichst genaue Nachbildung der
natirlichen Verhaltnisse hinsichtlich Compliance und Flusseigenschaften eines genuinen
Gefdlles. Zum anderen sollen diese Eigenschaften lange Erhalten bleiben und nicht oder
nur sehr langsam der Biodegradation oder der Okklusion zum Opfer fallen. Dafiir ist eine
hohe Biokompatibilitdt unerlasslich, die die immunologische Abwehr des Organismus so
gering wie moglich stimuliert und die umliegenden Zellen so gering wie moglich in ihrem
natirlichen Verhalten beeinflusst [35]. Die medizinische Forschung strebt nach standiger
Verbesserung der zu implantierenden Materialien durch fortschreitende Beobachtung,
Beschreibung und Erklarung der nach Implantation ablaufenden Reaktionen [44, 47, 77].
Hierzu wird vornehmlich das Tiermodell herangezogen. Es eignet sich am ehesten, um die
komplexen Verhaltnisse des menschlichen Korpers nachzustellen, denn auf den Erfolg
einer Gefallprothese haben unzahlige und nicht abschlieSend geklarte Variablen Einfluss.
Ein In-vitro-Modell kann hier zur Klarung einer speziellen Fragestellung, zum Beispiel die
Reaktion der umliegenden Gewebe auf ein Material, dienen. Die Vorteile liegen auf der
Hand: storende Einfllisse werden ausgeschaltet, das Modell ist in einem hohen Male
standardisierbar und im Vergleich zum Tiermodell kdnnen zuverlassige Ergebnisse in
relativ kurzer Zeit mit geringerem Aufwand generiert werden. Das hier angewandte
Modell hat sich so oder in dhnlicher Weise bereits in mehreren Vorarbeiten etabliert.
Dazu gehort die durchflusszytometrische Bestimmung der Apoptoserate mit dem
AnnexinV Assay [6, 21, 81] und die Ermittlung des Zellwachstums durch Bestimmung der
Zellzahlveranderung liber die Zeit mit dem Alamar Blue Assay [1, 2, 27]. Diese
Untersuchungen haben sich bereits als prazise Marker zur Untersuchung und Begriindung

des Einflusses von Fremdmaterialien auf humane Zelllinien erwiesen.
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4.2. ePTFE mit ESHS-Beschichtung

4.2.1. Zellwachstum

Bei den Endothelzellen ist fiir das ePTFE,+ESHS ein negativer Einfluss auf die
Zellzahlentwicklung nachweisbar. Das unbeschichtete Analogon ePTFE, beeinflusst das
Zellwachstumsverhalten nicht, denn es verhalt sich wie die Kontrolle. Der negative
Einfluss des ePTFE,+ESHS kann nicht ausschlieRlich vom Polymer stammen, welches die
ESHS-Beschichtung an die Prothesenoberflache bindet. Fiir dieses Material wurde kein
negativer Einfluss im Vergleich mit der Kontrolle gefunden. Der einzige Punkt, in dem
ePTFE, und ePTFE,+ESHS sich unterscheiden, sind die ESHS-Beschichtung und das
Polymer. Moglicherweise tragen beide zur Hemmung des Zellwachstums tiber einen hier
noch nicht zu identifizierenden Mechanismus bei. Massenspektrometrische
Voruntersuchungen schliefRen die Freisetzung von Stoffen im Rahmen der Inkubation aus
ePTFE aus [81]. Es ware moglich, dass die genannte Beschichtung zellwirksame Stoffe
freisetzt, die das Wachstum hemmen. Ein weiterer Punkt, der zur Betrachtung
herangezogen werden muss, ist, dass das ePTFE, zumindest geringfligig von EC besiedelt
werden kann. In dieser Gruppe steht den EC also mehr Oberflache zum Wachstum zur
Verfiigung als beim ePTFE+ESHS. Die Beschichtung mit ESHS, welche die natiirliche
Glykokalix imitiert, verhindert die Adharenz von EC an der Prothese, was sich als

geringeres Zellwachstum niederschlagt.

In den Messreihen zum Zellwachstum der glatten GefaBmuskelzellen ist kein negativer
Einfluss des ePTFE+ESHS im Vergleich mit ePTFE, zu finden. Es gibt ein reges
Zellwachstum in der Kontrollgruppe. In den drei Materialgruppen ePTFE,, ePTFE+ESHS
und Polymer hingegen findet sich keine signifikante Zellzahlverdnderung. Dies erklart
bereits die signifikante Abweichung aller drei Materialgruppen von der Kontrollgruppe
nach 72h. Es kann hier kein negativer Einfluss der ESHS-Beschichtung oder des mit der
Prothesenoberflache verbindenden Polymers gefunden werden sondern lediglich ein

hemmender Einfluss aller Materialien.
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4.2.2. Apoptoserate

In der Versuchsreihe zur Apoptoserate der glatten Gefdafmuskelzellen findet sich nach
72h fir alle Materialgruppen ein apoptosestimulierender Effekt. Es besteht dabei eine
signifikant erh6hte Apoptoserate der ePTFE+ESHS-Gruppe gegeniiber dem
unbeschichtetenen ePTFE,. Dieser Unterschied ist allerdings nur minimal. Analogzu den
Untersuchungen des Zellwachstums bei den Endothelzellen zeigte ePTFEr+ESHS einen
negativen Einfluss auf das Zellwachstum der EC im Vergleich mit ePTFEr, begriindbar
durch die hier gefundene signifikant erhohte Apoptoserate im Vergleich zum ePTFEr. Der
fir das Polymer gefundene fehlende Einfluss auf das Zellwachstum spiegelt sich in dieser
Untersuchung nicht wider. Die Polymer-Gruppe zeigt hier nach 72 die hochste
Apoptoserate aller Gruppen. Nach aufsteigendem Potential zur Induktion der Apoptose
fur die glatten GefaBmuskelzellen lasst sich also die folgende Reihenfolge bilden: ePTFE,,

ePTFE+ESHS, Polymer.

Bei den Endothelzellen wird diese Reihenfolge jedoch nicht bestatigt. Es findet sich
wiederrum ein Apoptoseraten-stimulierender Effekt aller drei Materialgruppen. Die
Apoptoseraten liegen 7-9% (iber der Apoptoserate der Kontrollgruppe nach 72h. Die
Apoptoserate der Kontrolle steigt natlirlicherweise liber die Zeit, da Ndhrmedium und
Platz begrenzte Giter sind und mit der Zeit die Vegetationsbedingungen immer
schlechter werden. Eine signifikante Abweichung der drei Gruppen voneinander ist nicht
nachweisbar, so dass hier keinerlei zusatzliche Einfliisse der ESHS-Beschichtung oder

seines Polymers anzunehmen sind.
4.3. ePTFE mit Titan-Beschichtung

4.3.1. Zellwachstum

Wahrend sich das Zellwachstum der glatten GefaBmuskelzellen sowohl in der Kontroll- als
auch in den beiden Materialgruppen gleichartig dezimiert und es hier keinerlei
Gruppenunterschiede gibt, finden wir beim Zellwachstum der Endothelzellen einen
kleinen Vorteil fir das ePTFE#Titan gegenliber dem unbeschichtetenenePTFE;. Es gibt
zwar keine Abweichung zwischen der Kontrolle und den beiden Materialgruppen, aber

eine signifikant hohere relative Zellzahl in der ePTFE#+Titan —als in der der ePTFE¢ —Gruppe
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nach 72h. Eine Erklarung hierfiir kdnnte ein besseres Adhdrenzverhalten von
Endothelzellen an Metalle sein. Diese Tatsache wurde bereits fiir Edelstahl
vorbeschrieben [23]. Es konnte zwar gezeigt werden, dass unbeschichtetesePTFE
grundsatzlich von Zellen besiedelt werden kann [14, 75], dennoch konnte ein
verbessertes Zellwachstum speziell auf titanisierten Oberflachen nachgewiesen werden.
Dieses Phanomen wird zuriickgefiihrt auf freie OH-Gruppen nach Oxidation und
Hydrolisation der Titanbeschichtung. Diese freien OH-Gruppen dienen als Anker zum
Andocken von zelluldren Proteinen [53]. So ist es anzunehmen, dass die beschichtete
Prothesenoberflache einen besseren Vegetationsgrund fiir die Endothelzellen darstellt als
die unbeschichtete Oberflache und es so in der ePTFE#+Titan-Gruppe zu zusatzlichem
Zellwachstum kommt. Fir die gleichartige Verringerung der relativen Zellzahlen der
glatten Muskelzellen in allen Gruppen gibt es zwei mogliche Erkldarungen. Entweder
sterben hier Zellen ohne erkennbaren Grund ab, oder die Zellen haben sich in einen
stoffwechseltrageren Zustand transformiert und dadurch weniger AlamarBlue reduziert.
Dies wiirde dann auch als Zellzahlabnahme interpretiert, weil der AlamarBlue-Assay von
gleichbleibenden Bedingungen ausgeht. Eine Zustandstransformation ist zu erkldren
durch einen Wechsel des Phdanotypen von proliferierend zu kontraktil. Fehlt eine
Stimulation zur Proliferation begibt sich die GefaBmuskelzelle in einen reinen
Funktionszustand [11, 33, 34, 64]. Es ist anzunehmen, dass die Stoffwechselaktivitat im
kontraktilen Stadium geringer ist als im proliferierenden. Die Ausloser fiir die
Transformation konnen hier nicht mit Sicherheit identifiziert werden. Es ware denkbar,
dass aufgrund der Begrenzung und Verknappung des raumlichen Angebotes das
Wachstum in der 12-Well-Platte nicht mehr méglich war und daher die
Zustandstransformation stattfand [81]. Unter dieser Annahme ist der Vergleich der
Gruppen untereinander nur bedingt aussagekraftig, da Zellen mit einem geringen

Stoffwechsel auch nur gering auf duBere Einfllisse reagieren.

4.3.2. Apoptoserate

Die Apoptoseraten sowohl der Endothelzellen als auch der glatten GefdalBmuskelzellen
zeigen keinerlei Unterschiede zwischen den beiden Materialgruppen ePTFE; und
ePTFE#Titan. Es lasst sich lediglich ein stimulierender Einfluss der Materialien im

Vergleich mit der Kontrolle auf die Apoptoseraten finden. Bei den Endothelzellen betragt
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dieser Unterschied ca. 9% und bei den glatten GefaBmuskelzellen ca 10%. Bei der
Zellwachstumsbestimmung der Endothelzellen wurde im entsprechenden Kollektiv ein
leichter Vorteil des ePTFE#+Titan gegenliber dem ePTFE; gefunden. Dieser wird mit einem
verbessertem Zellwachstum auf der titanisierten Oberflache begriindet. Das hier
gefundene Ergebnis stiitzt diese These. Wenn lediglich die Flache vergréBert wird, die den
EC zum Wachstum zur Verfligung steht, kann sich die Zellzahl zwar erhéhen, aber es
andert sich nichts an dem natirlichen Gleichgewicht zwischen Wachstum und Apoptose
[8]. Daflir miissten zusatzliche Apoptosestimuli von den Materialien ausgehen.
Offensichtlich gehen nun von beiden Materialien gleichartige Apoptosestimuli aus, denn
die Apoptoseraten sind gegentliber den Kontrollgruppen erhéht. Die Apoptoserate der
ePTFE#Titan-Gruppe zeigt also keine Unterschiede zum gleichwertigen aber schwerer zu

besiedelnden ePTFE;.

Auch der Einsatz im Tiermodell hat wiederholt einen Vorteil der Titanbeschichtung
gegenlber unbeschichtetenVergleichsmaterielien bewiesen. So berichtenKéckerling et al
von einer geringeren Fremdkorperreaktion und dadurch groBeren Biokompatibilitat von
titanisiertenHerniennetzen im Schwein [50]. Nachfolgende Untersuchungen bestatigten
diese Ergebnisse [59, 67]. Auch Sedelnikov et al. testeten eine titanisierteePTFE-
GefaBprothese durch Implantation in Schweine und wies bereits nach einem Monat bei
Explantation eine Neoendothelialisierung der titanisierten Prothesen nach. Die
unbeschichteten Prothesen zeigten dafiir keinen Anhalt [66]. Trotz aller positiven
Ergebnisse konnten allerdings noch keine Erfolge hinsichtlich einer geringeren
Wiederverschlussrate von titanisierten GefaBprothesen im direkten Vergleich mit
unbeschichteten erreicht werden [84]. Ein weiteres Forschungsfeld, in der die
Titanbeschichtung bereits Erfolge verzeichnen konnte, ist die Entwicklung des
biomechanischen Herzens (BMH) durch Guldner et al. Es handelt sich dabei um eine
muskuldre Blutpumpe, die parallel zum Herzen aortal in den Blutkreislauf eingefiigt wird.
Es gibt eine aus ePTFE bestehende Pumpkammer, um die ein Skelettmuskel gelegt wird.
Dieser kann mithilfe eines Muskelschrittmachers zur Kontraktion stimuliert werden,
wodurch die Pumpkammer kontrahiert und das Blutvolumen ausgeworfen wird. Zur
systematischen Untersuchung wurden BMH mit und ohne Titanbeschichtung der

Pumpkammer in Ziegen implantiert. Bereits nach 8 Wochen wurde eine Verschlechterung
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der Pumpfunktion der untitanisierten Pumpkammern festgestellt. Bei der Explantation
nach 6,5 Monaten wurde in diesen Kammern ein ca 1cm starker Appositionsthrombus
gefunden. Die titanisierten Pumpkammern zeigten keinen Thrombus, sondern eine
gleichmaRige Besiedlung mit einer endothelialisierten Bindegewebsschicht, durch die
Hamokompatibilitat gegeben war [32, 84]. Das in den genannten Untersuchungen
gefundene verbesserte Wachstum von Zellen auf titanisierten Oberflaichen und die
verbesserte Biokompatibilitat in vivo konnte durch diese Arbeit bestatigt werden. Es gibt
einen Wachstumsvorteil fiir Zellen auf titanisierten Oberflachen ohne zusatzliche

Beeinflussung der Apoptoserate im Vergleich mit einem unbeschichteten Analogon.
4.4. Rinderpericard mit Titanbeschichtung

4.4.1. Zellwachstum

Die Entwicklung des Zellwachstums fiir die beiden Materialgruppen Pericard und
Pericard+Titan ist auffallig. Sowohl bei den Endothelzellen als auch bei den glatten
GefaBmuskelzellen finden wir ein negatives Zellwachstum, also einen Riickgang der
relativen Zellzahlen signifikant im Vergleich mit den Kontrollen. Einen Unterschied
zwischen den beiden Materialgruppen gibt es dabei lediglich bei den glatten
GefaBmuskelzellen mit einem leichten Vorteil flr Pericard+Titan von 22,7% weniger
Verlust der relativen Zellzahl gegeniiber der Pericard-Gruppe nach 72h. Offensichtlich
spielen hier Glutaraldehyd-Rickstande, die sich sowohl aus dem unbeschichteten als auch
aus dem beschichteten Pericard herauslosen, eine Rolle. Wie bereits unter 1.3.3. erldutert
ist dies das Hauptproblem der Xenografts, welches in vivo Komplikationen hervorruft. Wir
hatten eine bessere Biokompatibilitdt des titanisiertenPericards und damit ein
verbessertes Zellwachstum erwartet, da eine Aldehyd-Reduktion von 56% durch die
Titanisierung gegeniiber einem unbehandelten Xenograft nachgewiesen ist [31, 84].
Unter der Annahme, dass der Einfluss des Glutaraldehydes in den beiden
Materialgruppen vergleichbar ist, bestatigt der geringere Verlust der relativen Zellzahl fur
die glatten GefaBmuskelzellen in der Pericard+Titan- gegeniiber der Pericard-Gruppe
diese Erwartung. Eine wirkungsvolle Detoxifizierung und dadurch Verbesserung der
Besiedelbarkeit von Xenografts ist daher anzunehmen. 2006 wurde von Maniji et al.

weiterflihrend bewiesen, dass die Titanisierung eines Xenografts nicht nur der
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Detoxifizierung und Verbesserung der Besiedelbarkeit dienlich ist, sondern auch durch die
Oberflachenversiegelung immunologische AbstoBungsreaktionen vermindert [57].
Parallel wurde die Endothelzellbesiedlung elektronenmikroskopisch betrachtet. Dabei
fand man auf Xenografts, die mit Zitronensaure detoxifiziert wurden eine reduzierte und
ungleichmalige Besiedlung. Auf titanisiertenXenografts, die allerdings vorher mit der
Aldehyddehydrogenase behandelt worden sind, fand man einen dichten Zellrasen [31].
Auch im Tiermodell fanden titanisierteXenografts bereits erfolgreiche Anwendung. Dafiir
wurden Herzklappen vom Schwein in Ziegen transplantiert. Die Herzklappen wurden mit
der Aldehyddehydrogenase vorbehandelt und anschlieBend titanisiert und mit autologen
Fibroblasten von Ziegen besiedelt. Bei Explantation nach 6 Monaten wurde
uneingeschrankte Funktionalitdt der Klappen nachgewiesen. Histologische
Untersuchungen zeigten eine Besiedlung der Herzklappen mit Endothelzellen [84]. Diese
Endothelzellschicht ist der wichtigste Grund fiir die guten Ergebnisse und entspricht der
fir GefaRprothesen geforderten Neointimabildung. Die Titanbeschichtung von Xenografts
ist also ein vielversprechendes Verfahren fir Verbessrung der Biokompatibilitat dieses

GefaRersatzmaterials.
4.4.2 Apoptoserate

Die Apoptoserate der glatten GefalRmuskelzellen wird erwartungsgemaf von den
Materialien Pericard und Pericard+Titan stimuliert und erklart somit die Verluste des
Zellwachstums durch eine verstarkte Apoptoseneigung der Zellen. Das dieser Stimulus
vom Glutaraldehyd herriihrt ist wahrscheinlich anzunehmen. Einen signifikanten
Unterschied zwischen den beiden Materialien, wie im Zellwachstum fiir die glatten
GefaBmuskelzellen nachgewiesen, gibt es hier nicht. Die Entwicklung der Apoptoseraten
der Materialgruppen bei den Endothelzellen mutet seltsam an. Die Apoptoseraten steigen
zunachst nach 24h an, analog der Entwicklung im gleichen Versuch mit den glatten
Gefallmuskelzellen. Doch dann sinkt die Apoptoserate im Intervall zwischen 24h und 48h
rapide bis auf das Ausgangsniveau ab. Nach 72h gibt es dann auch keine nennenswerte
Anderung mehr. Die Apoptoseraten der Materialgruppen verbleiben deutlich unter dem
Niveau der Kontrollgruppe. Im entsprechenden Kollektiv zur Messung des Zellwachstums
der Endothelzellen findet sich kein Korrelat. Folgerichtig sollte die Zellzahl ansteigen,

wenn weniger Zellen sterben. Doch die Zellzahl nimmt ebenfalls ab. Es gibt zwei mdgliche
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Erklarungen fir diese Beobachtung. Es gibt entweder ein bisher unbeschriebenes
Phdanomen, dass die Zellzahl einer Zellkultur bei gleichzeitiger Senkung der Apoptoserate
abnimmt. Dies widersprache allerdings den restlichen Beobachtungen, die fir dieses
Kollektiv gemacht wurden. Der wahrscheinlichere Grund fir dieses Phanomen ist
allerdings das Vorliegen eines methodenbedingten Prozesses, der beide Materialgruppen
gleichartig betrifft. So ware es moglich, dass im Intervall zwischen 24h und 48h
massenhaft und sehr schnell Zellen abgestorben sind. Diese wiirden dann in der Messung
bei 48h nicht mehr als friihapoptotisch markiert, weil sie bereits spatapoptotisch oder
nekrotisch sind und sowohl fir AnnexinV als auch fiir Propiumjodid positiv sind. Eine
Erklarung fur ein solches Verhalten steht in der aktuellen Literaturdurchsicht nicht zur

Verfiigung.
4.5. Schlussfolgerungen

Trotz aller Anstrengungen der medizinischen und medizintechnischen Forschung existiert
bis heute kein GefaRRersatz, der in ausreichender Menge zur Verfiigung stiinde und dem
genuinen arteriellen Gefal} in seinen Eigenschaften vergleichbar ware. Kérperfremde
GefdlRersatzmaterialien sind immer ein Kompromiss aus zu erwartenden Komplikationen
und der Dringlichkeit zum GefalRersatz. Alloplastischer GefdRersatz ist das einzige
Material, das in ausreichenden Dimensionen unter standardisierbaren Bedingungen im
klinischen Alltag einsetzbar ist. Xenografts haben vor allem im Bereich des
Herzklappenersatzes als biologische Materialien Bedeutung. Die fiir den alloplastischen
GefdRersatz verwendeten Kunststoffe haben sich seit dem Beginn ihres medizinischen
Einsatzes in den 50er-Jahren kaum verandert, wurden aber standig innonativ

weiterentwickelt.

In jedem Fall gilt, dass der autologe dem alloplastischen GefaRersatz in seinem
Outcometiberlegen und so vorzuziehen ist. Seine beschrankte Verfligbarkeit stellt das
groBte Problem dar. Die schlechten Langzeitoffenheitsraten des synthetischen
GefdRersatztes sind das Hauptmotiv fiir die Beobachtung und Untersuchung der
Einflussfaktoren fiir den Wiederverschluss einer implantierten GefaRprothese [81]. Einige
der Einflussfaktoren sind bereits identifiziert [28, 54, 58, 83, 85]. Die Interaktion von

Gefdllprothese und humanen Zellen auf molekularer Ebene ist bis heute wenig
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beschrieben. Das hier verwendete In-vitro-Modell leitet sich von der Testung zur
Biokompatibilitdt von Herniennetzen ab [7, 16]. Dort stellte sich vor allem die Frage nach
der Kanzerogenitat der Materialien, da die Kunststoffe in den allermeisten Fallen bis zum
Lebensende im Korper des Patienten verbleiben. Trotz vereinzelter Fallberichte liber
Weichteilmalignome bei Patienten, denen eine alloplastische Gefallrprothese implantiert
worden waren [10, 60, 78], stehen die Mechanismen des Wiederverschlusses im
Vordergrund. Einerseits ibersteigen diese Fallzahlen jede andere Komplikation um ein
Vielfaches, andererseits ist die Lebenserwartung der gefalichirurgischen Patientenklientel
bereits beschrankt, da es sich bei der Atheroskleroseum eine Systemerkrankung handelt.

Die Gefahr einer malignen Entartung riickt also in den Hintergrund.

Diese Arbeit beweist die Einflussnahme von kérperfremdem GefaBersatzmaterial auf
humane, in GefalRen vorkommende Zellen. Das In-vitro-Modell kann nur bedingt
Aussagen Uber das Verhalten der Zellen unter den komplexen Bedingungen des lebenden
Organismus machen. Dennoch konnte diese Studie zeigen, dass die reine Material-Zell-

Interaktion ausreicht, um das natiirliche Verhalten von Zellen zu verandern.

Es wurde ein leicht negativer Einfluss der ESHS-Beschichtung von ePTFE hinsichtlich
Hemmung des Zellwachstums und Erhéhung der Apoptoserate gefunden. In
nachfolgenden Untersuchungen bliebe zu klaren, auf welche Mechanismen diese
Zellreaktion zurlickzufiihren ist. Denkbar ware z.B. eine Freisetzung von toxischen Stoffen
aus der ESHS-Beschichtung. Solche Vorgange wurden bereits fir die Kunststoffe PET und
PUR nachgewiesen [81]. Ein anderer Ansatzpunkt ist die Annahme, dass auf der
Glykokalix-artigen Oberflache der ESHS keine EC-Adhdsion mdglich ist, auf
unbeschichtetemePTFE zumindest geringfligig. Wird postuliert, dass diese Annahme
zutrifft, ist darin die Wirksamkeit und Akzeptanz der ESHS-Beschichtung durch das

Empfangergewebe bestatigt.

Die Titanbeschichtung von ePTFE erwies sich als positiver Einfluss. Sie konnte das
Zellwachstum verbessern, ohne die Apoptoserate im Vergleich mit dem
unbeschichtetenen ePTFE zu verdandern. Warum trotz des Beweises der guten
Eigenschaften der Titanbeschichtung hinsichtlich der Biokompatibilitdt noch keine

Verbesserung der Langzeitoffenheitsraten erzielt werden konnte [84], miissen weitere
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Studien klaren. Insbesondere die Problematik der Gewebehyperplasie in der

Anastomosenregion scheint hier eine Rolle zu spielen.

In der Betrachtung der xenogenen Materialien gab es von Anfang an eine andere
Erwartungshaltung. Aufgrund von Voruntersuchungen wurde hier mit einem schlechten
Zellwachstum bei einer erhéhten Apoptoserate gerechnet. Diese Erwartung wurde erflillt,
bis auf die ausreiBende Untersuchung zur Apoptoserate der Endothelzellen, fur die hier
keine sichere Erklarung gegeben werden kann. Es konnte aber in einem Fall eine
unterschiedliche Beeinflussung des Zellwachstums gefunden werden, welche fiir einen
kleinen Vorteil des titanisiertenPericards spricht. In Einklang mit den hier zitierten Studien
kann eine verbesserte Detoxifikation des Pericards mithilfe der Titan-Beschichtung
angenommen werden. Die Studienlage scheint flr die Technik der Titanisierung von
Xenografts mit vorangestellter Behandlung mit der Aldehyddehydrogenase
ausgezeichnet. Die Wirksamkeit dieser vielversprechenden Anwendung vor allem fir den
biologischen Herzklappenersatz wird man hoffnungsvollerweise in den folgenden Jahren

an grolRen, klinisch angelegten Studien beweisen kdnnen.

49



5. Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit war es, mit Hilfe eines In-vitro-Modells die Histokompatibilitat von
verschiedenen GefaRersatzmaterialien mit Beschichtungen im Vergleich mit
unbeschichteten Vergleichsmaterialien zu beschreiben. Als Materialien wurdenePTFE mit
Titanbeschichtung und Endothelzelloberflachen-Heparansulfat(ESHS)-Beschichtung
untersucht. Die ESHS-Molekiile werden tber ein Polymer an die ePTFE-Oberflache
gebunden, daher wurde dieses Polymer in die Untersuchung integriert. Als Vertreter
eines Xenografts wurde auBerdem titanbeschichtetes, in Glutaraldehyd denaturiertes
Rinderpericard miteinbezogen. Zur systematischen Untersuchung wurden Proben der
beschichteten und unbeschichteten Materialien separat mit Endothelzellen und glatten
GefaBmuskelzellen Gber einen Zeitraum von 72h inkubiert. AuRerdem wurde pro
Versuchsreihe eine Gruppe ohne Materialzugabe als Kontrolle inkubiert. Mit dem
AlamarBlue-Assay wurde nach 48 und 72 Stunden photometrisch die relative Zellzahl
ermittelt, um das Zellwachstum zu evaluieren. Mit dem AnnexinV-Assay wurde nach 0,
24, 48 und 72 Stunden durchflusszytometrisch die Apoptoserate gemessen. Im Fall des
ESHS-beschichteten ePTFEs zeigte sich ein signifikant erniedrigtes Zellwachstum bei den
Endothelzellen im Vergleich mit unbeschichtetemePTFE. In der Gruppe der glatten
GefaBmuskelzellen war eine erhdhte Apoptoserate gegeniiber dem
unbeschichtetenePTFE nachweisbar. Das Polymer zeigte uneinheitliche Ergebnisse. In den
restlichen Untersuchungen wurden keine Unterschiede zwischen den drei Materialien
gefunden. Entweder hat die ESHS-Beschichtung einen negativen Einfluss auf das
Zellwachstum, oder die Endothelzellen akzeptieren diese synthetische Glykokalix und
unterlassen das Wachstum auf der selbigen. Im Fall des Titan-beschichteten ePTFEs fand
sich ein verbessertes Zellwachstum fiir die Endothelzellen im Vergleich zum
unbeschichtetenePTFE. Das Zellwachstum der glatten GefaRmuskelzellen wurde nicht
zusatzlich verandert. Auch die Apoptoseraten erfuhren keine zusatzliche Einflussnahme.
Dieses Ergebnis bestatigt das in verschiedenen Untersuchungen beschriebene
verbesserte Adharenzverhalten und damit regeres Zellwachstum von Endothelzellen auf
titanisierten Oberflachen. Im Fall des titanisiertenRinderpericards wurde eine
ausgepragte Hemmung des Zellwachstums gefunden. Dies ist auf die Freisetzung von

Glutaraldehydriickstanden aus dem Gewebe zurlickzufiihren. Fiir das Zellwachstum der
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glatten GefaBmuskelzellen wurde fiir das titanisiertePericard eine geringere
Hemmwirkung als flir das unbeschichtetePericard festgestellt. Eine wirksame

Detoxifizierung durch die Titanisierung kann daher angenommen werden.

Die hier berichteten Ergebnisse bestatigen die Ergebnisse vorangegangener
Untersuchungen fir das titanisierteePTFE und Pericard. Die ESHS-Beschichtung von ePTFE
ist eine Innovation, fir die es noch wenig gesicherte Daten gibt. Die weitere
systematische Untersuchung durch die medizinische und medizintechnische Forschung ist
notwendig, um diese Ergebnisse in einen Kontext stellen zu konnen. In jedem Fall muss
die Exploration von pathophysiologischen Hintergriinden fir die Interaktionen zwischen
Biomaterial und Organismus weiterhin vorangetrieben werden, um in Zukunft den

bestmoglichen Gefaersatz fir den klinischen Einsatz gewahrleisten zu kénnen.
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7. Anhang

7.1. Gerate und Software

BD FACS Canto™ Flowcytometer
Feuchtbrutschrank
Phasenkontrastmikroskop

Programm Acrobat Reader

Programm CellQuest Version 3.2

Programm Microsoft Exel
Programm Microsoft Word
Programm SPSS Version 13.0

Tecan Safire2™ Microplatereader

Zentrifuge Rotanta/TR Hettich

7.2.Nahrmedien

Endothelzellen:

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Heraeus, Hanau, Deutschland

Zeiss Axioplan, Oberkochen, Deutschland

AdobeSytems Inc., San Jose, CA, USA

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA
Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA
SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Firma Andreas Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Endothelial Cell Growth Medium MV (Ready-to-use) von PromoCell, Heidelberg,

Deutschland

GlatteMuskelzellen:

Kaighn’sModifikation von Ham’s F12 Medium (F12K) mit 2 mM L-Glutamin und 1,5 g/I

Natriumbikarbonatvon ATCC, Manassas, VA, USAerganztmit 10 % FKS, 0,01 mg/ml

Insulin, 0,01 mg/ml Transferrin, 10 ng/ml Natriumselenit, 0,03 mg/ml Endothelial Cell

Growth Supplement, 0,05 mg/ml Ascorbinsaure, 10 mM HEPES, 10 mM TES und 100

i.U./ml Penicillin sowie 100 pug/ml Streptomycin
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Phenolrotfreies Medium fir den AlamarBlue Assay:
Dulbecco’s Medium ohnePhenolroterganztdurch 10 % FKS, 1 % L-Glutamin, 1 % Glucose

und 6mM HEPES und 100 i.U./ml Penicillin sowie 100 pg/ml Streptomycin

7.3 Chemikalien und Losungen

Alamar Blue Assay Biosource, Solingen, Deutschland
AnnexinV/FITC ApoptosisDetecion Kit | Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
FKS/PBS-Losung 0,5% FKS geldst in PBS

Heparin Sigma, Rédermark, Deutschland
HEPES Gibco BRL, Berlin, Deutschland
Insulin Sigma, Rédermark, Deutschland
L-Glutamin Gibco BRL, Berlin, Deutschland
Natriumselenit Sigma, Rodermark, Deutschland

PBS PAA, Pasching, Deutschland
Penicillin/Streptomycin ATCC, Manassas, Virginia, USA
Schweinegelatine Sigma, Rodermark, Deutschland
Schweinegelatineldsung 1% Schweinegelatine geldst in PBS
Transferrin Sigma, Rédermark, Deutschland
Trypanblau Sigma, Rédermark, Deutschland
Trypsin/EDTA PAA, Pasching, Deutschland

62



7. 4. Einzelwerte

7.4.1. Zellwachstumsbestimmung

7.4.1.1. Endothelzellen (absolut)

Tabelle 26: Einzelwerte Zellwachstum Endothelzellen (absolut)

63

1 Kontrolle 1,27091717 1,14824629 1,5055029
2 Kontrolle 1,09163524 1,45913873 1,67742147
3 Kontrolle 1,19154629 1,51669513 1,50911488
4 Kontrolle 1,0624242 1,21527184 1,34935931
5 Kontrolle 1,3457553 1,62464625 1,70597532
6 Kontrolle 1,13008224 1,44327111 1,39869677
7 Kontrolle 1,00802945 1,0858015 0,87969011
8 Kontrolle 1,06955764 1,37275261 1,15468781
9 Kontrolle 1,09044753 1,35269546 1,1526812
10 Kontrolle 0,97921156 0,97827573 0,81678542
11 Kontrolle 1,52648737 1,17467053 0,72549923
12 ePTFErund 1,21291293 3,01441721 1,14697908
13 ePTFErund 1,12560994 1,42945822 1,28767571
14 ePTFErund 1,02472095 1,08606121 0,94451961
15 ePTFErund 1,1646083 1,30651605 1,38020862
16 ePTFErund 1,27855182 1,73980006 1,68289292
17 ePTFErund 1,21141738 1,40650167 1,5173263
18 ePTFErund 1,13321624 1,58088774 1,65053894
19 ePTFErund 1,12836035 1,46515441 1,46286892
20 ePTFErund 1,26817212 1,41958772 1,68165233
21 ePTFErund 1,29721861 1,48977338 1,63671057
22 ePTFErund 1,3017409 1,37199248 1,63856878
23 ePTFEflach 1,08438898 1,02665899 1,04748821
24 ePTFEflach 0,93712194 1,09220515 0,97038517
25 ePTFEflach 0,90522936 0,93612651 0,97685948




26 ePTFEflach 0,97254963 0,89851763 0,96567738
27 ePTFEflach 0,91335857 1,03582805 0,88667576
28 ePTFEflach 1,40969529 0,91110483 0,87397117
29 ePTFEflach 0,93426363 0,96384135 0,84926197
30 ePTFEflach 0,81768866 0,7350188 0,68882635
31 ePTFEflach 0,91779996 0,85118387 0,90403724
32 ePTFEflach 0,86774237 0,91715055 1,00480803
33 ePTFEflach 0,81768866 0,7350188 0,68882635
34 ePTFErund+ESHS 1,25637023 0,89198628 0,7858451
35 ePTFErund+ESHS 1,29919009 0,97140319 0,81162768
36 ePTFErund+ESHS 1,23787999 0,83076525 0,92330684
37 ePTFErund+ESHS 1,4114899 0,90451154 0,82109469
38 ePTFErund+ESHS 1,09799315 0,71156389 0,6857703
39 ePTFErund+ESHS 1,23880098 1,39110248 1,20844802
40 ePTFErund+ESHS 1,08780993 0,69516159 0,53751587
41 ePTFErund+ESHS 1,14965004 0,8554191 0,88682415
42 ePTFErund+ESHS 1,12918559 0,77122835 0,6220617
43 ePTFErund+ESHS 0,97058844 0,77261203 0,6512621
44 ePTFErund+ESHS 0,77567558 0,41784825 0,33428573
45 ePTFEflach+Titan 1,0140479 1,07794139 1,03286289
46 ePTFEflach+Titan 0,86342873 0,50430517 1,05128924
47 ePTFEflach+Titan 0,94659627 1,05665919 1,31369748
48 ePTFEflach+Titan 0,86538142 1,03133622 1,03980398
49 ePTFEflach+Titan 0,87482255 0,94680958 1,08576201
50 ePTFEflach+Titan 0,97118225 0,95766582 1,1822106
51 ePTFEflach+Titan 0,76611705 0,86555419 0,98267572
52 ePTFEflach+Titan 0,71467154 0,72393458 0,76370238
53 ePTFEflach+Titan 0,93635425 0,74446901 0,9975354
54 ePTFEflach+Titan 0,90981245 0,9816939 1,06723096
55 ePTFEflach+Titan 0,6302951 0,75302616 0,85257616

Tabelle 26: Einzelwerte Zellwachstum Endothelzellen (absolut)
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56 Polymer 0,99544863 0,98103232 1,30996455
57 Polymer 0,8392232 0,76806017 0,53351171
58 Polymer 0,98547827 1,0426544 0,78007181
59 Polymer 1,11327338 1,12918073 0,81112073
60 Polymer 0,89730134 0,66334702 0,68566392
61 Polymer 0,61356438 0,45776549 0,53705528
62 Polymer 1,08997929 1,1929172 0,749008

63 Polymer 1,12954084 1,10953665 0,80621411
64 Polymer 0,80365051 0,85253319 0,77702282
65 Polymer 1,13250228 1,30486343 1,24492668
66 Polymer 1,14433269 1,18461126 0,70837645
67 Pericard 2,04159262 1,23479876 1,17897714
68 Pericard 2,66180742 1,78443832 1,40789819
69 Pericard 1,22810336 0,7306608 0,65436545
70 Pericard 2,88428051 1,62930601 1,41959152
71 Pericard 2,18342005 1,35735275 0,93557912
72 Pericard 2,24117825 1,49860471 1,11696817
73 Pericard 1,03233294 1,00441407 0,80725018
74 Pericard 2,07529259 1,16543096 0,98317963
75 Pericard 1,9003869 1,14541456 0,95088524
76 Pericard 3,20934217 1,33954829 1,07524741
77 Pericard 3,2037207 1,97974638 1,54573663
78 Pericard+Titan 2,43130205 1,98296788 1,42110573
79 Pericard+Titan 2,53453516 1,75597968 1,24296002
80 Pericard+Titan 2,57881865 1,07893053 1,24926393
81 Pericard+Titan 1,68273295 0,98382983 0,79545096
82 Pericard+Titan 2,04932741 1,4198123 1,16135314
83 Pericard+Titan 1,60155839 1,07211084 0,78031416
84 Pericard+Titan 1,90397334 1,0232515 0,92138123
85 Pericard+Titan 2,07994237 1,1744844 0,97271403
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86 Pericard+Titan 2,35510748 1,50648202 1,0936387
87 Pericard+Titan 1,69627072 1,02662154 0,89482359
89 Pericard+Titan 1,74517373 1,03769112 0,78889713

Tabelle 26: Einzelwerte Zellwachstum Endothelzellen (absolut)

7.4.1.2. Endothelzellen (relativ)

Tabelle 27: Einzelwerte Zellwachstum Endothelzellen (relativ)
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1 Kontrolle 100 90,3478463 131,985114
2 Kontrolle 100 133,66541 153,661352
3 Kontrolle 100 127,287974 126,651805
4 Kontrolle 100 114,386687 127,007585
5 Kontrolle 100 120,723748 126,767126
6 Kontrolle 100 127,713812 123,769467
7 Kontrolle 100 107,715256 87,2682952
8 Kontrolle 100 128,347699 107,959382
9 Kontrolle 100 124,049569 85,2136516
10 Kontrolle 100 99,9044294 83,4125588
11 Kontrolle 100 76,9525219 47,5273656
12 ePTFErund 100 248,527091 94,5640083
13 ePTFErund 100 126,994101 114,398041
14 ePTFErund 100 105,986045 92,1733484
15 ePTFErund 100 112,18502 118,51269
16 ePTFErund 100 136,075835 131,624929
17 ePTFErund 100 116,103805 125,252149
18 ePTFErund 100 139,504508 145,650837
19 ePTFErund 100 129,848095 129,645545
20 ePTFErund 100 111,939672 132,604423
21 ePTFErund 100 114,843663 126,170759
22 ePTFErund 100 105,39674 125,875186
23 ePTFEflach 100 94,676265 96,597091




24 ePTFEflach 100 116,548883 103,549509
25 ePTFEflach 100 103,413185 107,912925
26 ePTFEflach 100 92,3878437 99,2933776
27 ePTFEflach 100 113,408696 97,0786051
28 ePTFEflach 100 64,6313308 61,997169
29 ePTFEflach 100 103,165886 90,9017471
30 ePTFEflach 100 89,8898117 84,2406631
31 ePTFEflach 100 92,7417633 98,5004658
32 ePTFEflach 100 105,693877 115,795663
33 ePTFEflach 100 89,8898117 84,2406631
34 ePTFErund+ESHS 100 70,9970877 62,5488476
35 ePTFErund+ESHS 100 74,7699047 62,4718191
36 ePTFErund+ESHS 100 67,1119381 74,5877501
37 ePTFErund+ESHS 100 64,082041 58,1721969
38 ePTFErund+ESHS 100 64,8058586 62,4567014
39 ePTFErund+ESHS 100 112,294267 97,5498111
40 ePTFErund+ESHS 100 63,9046919 49,4126644
41 ePTFErund+ESHS 100 74,4069124 77,1386179
42 ePTFErund+ESHS 100 68,2995214 55,0894117
43 ePTFErund+ESHS 100 79,602435 67,0997175
44 ePTFErund+ESHS 100 53,8689445 43,0960746
45 ePTFEflach+Titan 100 106,300835 101,855434
46 ePTFEflach+Titan 100 58,4072718 121,7575

47 ePTFEflach+Titan 100 111,627229 138,78118
48 ePTFEflach+Titan 100 119,177069 120,15557
49 ePTFEflach+Titan 100 108,228758 124,112257
50 ePTFEflach+Titan 100 98,6082498 121,729017
51 ePTFEflach+Titan 100 112,979367 128,267048
52 ePTFEflach+Titan 100 101,296126 106,860612
53 ePTFEflach+Titan 100 79,5071959 106,533975

Tabelle 27: Einzelwerte Zellwachstum Endothelzellen (relativ)
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54 ePTFEflach+Titan 100 107,900688 117,302303
55 ePTFEflach+Titan 100 119,472 135,26619
56 Polymer 100 98,551777 131,595393
57 Polymer 100 91,5203692 63,5720878
58 Polymer 100 105,801866 79,1566734
59 Polymer 100 101,428881 72,8590792
60 Polymer 100 73,9268951 76,4140076
61 Polymer 100 74,6075731 87,5303877
62 Polymer 100 109,444025 68,7176359
63 Polymer 100 98,2289979 71,3753837
64 Polymer 100 106,082579 96,6866573
65 Polymer 100 115,219497 109,927079
66 Polymer 100 103,519831 61,9030163
67 Pericard 100 60,482133 57,7479135
68 Pericard 100 67,0385959 52,8925639
69 Pericard 100 59,4950571 53,282604
70 Pericard 100 56,4891662 49,2182198
71 Pericard 100 62,1663592 42,8492503
72 Pericard 100 66,8668237 49,838435
73 Pericard 100 97,2955554 78,196689
74 Pericard 100 56,1574291 47,3754707
75 Pericard 100 60,2727034 50,0364028
76 Pericard 100 41,73903 33,5036699
77 Pericard 100 61,7952241 48,2481706
78 Pericard+Titan 100 81,5599149 58,4503981
79 Pericard+Titan 100 69,2821196 49,0409463
80 Pericard+Titan 100 41,8381699 48,4432642
81 Pericard+Titan 100 58,4661891 47,2713725
82 Pericard+Titan 100 69,2818675 56,6699656
83 Pericard+Titan 100 66,9417269 48,72218

Tabelle 27: Einzelwerte Zellwachstum Endothelzellen (relativ)
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84 Pericard+Titan 100 53,7429532 48,3925489
85 Pericard+Titan 100 56,4671603 46,7663933
86 Pericard+Titan 100 63,9665933 46,4368912
87 Pericard+Titan 100 60,5222697 52,7524044
89 Pericard+Titan 100 59,4606198 45,2045038

Tabelle 27: Einzelwerte Zellwachstum Endothelzellen (relativ)

7.4.1.3. Glatte Muskelzellen (absolut)

7.4.1.3.1. Messreihe 1

Tabelle 28: Einzelwerte Zellwachstum glatte Muskelzellen (absolut) Messreihe 1
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1 Kontrolle 5,17220177 4,32209934 7,92152153
2 Kontrolle 3,2930141 4,0342288 6,5931262
3 Kontrolle 2,68305445 4,436634 7,60375588
4 Kontrolle 3,70243692 5,51477087 6,87679137
5 Kontrolle 2,59197101 4,12950639 7,25448885
6 Kontrolle 3,46571945 5,39780298 6,23507715
7 Kontrolle 4,23671697 5,00855714 6,61747109
8 Kontrolle 4,60199633 4,84408623 6,71931041
9 Kontrolle 5,00754298 4,04562224 6,35495462
10 Kontrolle 2,23155683 2,21757643 2,56642163
11 Kontrolle 1,59114653 1,65647742 3,17620799
12 Kontrolle 1,9747947 2,00759559 2,53150614
13 ePTFErund 2,04793192 2,25833393 2,08520736
14 ePTFErund 4,4609238 3,03892171 4,82014751
15 ePTFErund 1,86338136 1,61039429 2,14604252
16 ePTFErund 2,09244438 0,62496909 0,98053183
17 ePTFErund 1,5853586 1,06456699 0,95322889
18 ePTFErund 1,92349417 1,50939171 1,50489564
19 ePTFErund 0,58370283 1,6754158 1,85673182
20 ePTFErund 1,06815038 1,06826312 1,23551432




21 ePTFErund 2,03859064 1,67769292 1,17638313
22 ePTFErund 0,77827071 0,68246799 0,60760765
23 ePTFErund 0,93587327 0,40015961 0,39078797
24 ePTFErund 1,09181532 0,5428687 0,53656529
25 ePTFErund+ESHS 2,08173043 1,4914021 1,72139167
26 ePTFErund+ESHS 2,16829853 1,93049991 2,13536561
27 ePTFErund+ESHS 2,31549567 1,20339412 2,87366721
28 ePTFErund+ESHS 2,12249202 2,39793301 3,4089663
29 ePTFErund+ESHS 2,01000826 1,77921916 2,65708495
30 ePTFErund+ESHS 2,02656665 2,12393817 2,52239203
31 ePTFErund+ESHS Pilzbefall

32 ePTFErund+ESHS Pilzbefall

33 ePTFErund+ESHS Pilzbefall

34 ePTFErund+ESHS 0,72370553 0,90018567 0,50485079
35 ePTFErund+ESHS 0,75296 0,49284511 0,85415832
36 ePTFErund+ESHS 0,60006725 0,55602877 0,6498306
37 Polymer 2,71644198 1,13606233 1,66441143
38 Polymer 0,75406601 1,09300271 2,18711741
39 Polymer Pilzbefall

40 Polymer 2,94993434 2,27669048 2,8615769
41 Polymer 2,99329996 2,36267163 2,04901068
42 Polymer 2,57303219 1,49079436 1,53992737
43 Polymer 0,96313949 1,47940775 1,75231304
44 Polymer 1,69979025 1,23988091 1,4937934
45 Polymer 1,77370897 4,36261309 2,05418222
46 Polymer 0,84809075 0,45268315 0,50385634
47 Polymer 0,48895099 0,17262338 0,38206024
48 Polymer 0,79468591 0,82016725 0,7577088

Tabelle 28: Einzelwerte Zellwachstum glatte Muskelzellen (absolut) Messreihe 1
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7.4.1.3.2. Messreihe 2

Tabelle 29: Einzelwerte Zellwachstum glatte Muskelzellen (absolut) Messreihe 2

71

1 Kontrolle 6,87919477 4,38597656 5,4852475
2 Kontrolle 6,24925791 4,87798087 4,78634063
3 Kontrolle 5,61727523 3,83963427 4,24787377
4 Kontrolle 5,17635476 2,99804395 2,98482449
5 Kontrolle 4,40736296 3,64475479 3,81098456
6 Kontrolle 4,59303983 2,85615046 3,38590679
7 Kontrolle 4,53087818 3,4236302 3,45343804
8 Kontrolle 7,4658077 5,50161345 6,02105422
9 Kontrolle 8,3752559 6,9294281 6,13307098
10 Kontrolle 7,8986562 6,74993072 5,97632891
11 Kontrolle 8,08914776 6,21246286 4,93756414
12 ePTFEflach 7,11629695 4,05343864 3,54625849
13 ePTFEflach 5,32683406 3,42068191 3,66541113
14 ePTFEflach 4,88969512 3,3622816 3,61977049
15 ePTFEflach 5,47603205 4,47030818 4,80739258
16 ePTFEflach 4,25925179 3,43251639 3,68264646
17 ePTFEflach 4,28803822 3,38109538 3,76241114
18 ePTFEflach 4,19259992 2,72049871 3,12409568
19 ePTFEflach 7,50423286 5,03263311 5,03797012
20 ePTFEflach 6,05243929 5,42665041 5,77409259
21 ePTFEflach 6,82846844 4,302423 5,39628528
22 ePTFEflach 4,67848892 3,72915448 3,89632849
23 ePTFEflach+Titan 4,86293759 3,19384694 2,8179483
24 ePTFEflach+Titan 3,62305013 3,48723067 4,24498884
25 ePTFEflach+Titan 3,86074788 3,85731538 4,69339971
26 ePTFEflach+Titan 5,28731722 3,48965363 5,38461981
27 ePTFEflach+Titan 6,39678818 3,18137732 1,9432527




28 ePTFEflach+Titan 12,9960117 2,97580448 3,16418279
29 ePTFEflach+Titan 5,64194652 2,69142285 3,07227234
30 ePTFEflach+Titan 6,09558232 5,01965869 6,4283485
31 ePTFEflach+Titan 6,9119647 5,40924552 7,04795483
32 ePTFEflach+Titan 6,99707293 4,39971993 5,72779006
33 ePTFEflach+Titan 6,61621931 5,5595289 5,54280919
34 Pericard 5,46538257 1,16712594 1,09162901
35 Pericard 4,17895951 1,68538493 1,13632045
36 Pericard 4,06594021 1,7020373 1,12089443
37 Pericard 4,54335563 1,94476821 1,49270755
38 Pericard 3,53688141 1,32408946 1,03237633
39 Pericard 4,12257786 1,78362512 1,16623946
40 Pericard 3,25963708 1,42861183 1,08682343
41 Pericard 4,87548266 2,35654477 1,69314628
42 Pericard 3,47232773 1,62540792 1,28331116
43 Pericard 2,94928551 1,29803601 1,03405251
44 Pericard+Titan 2,4147333 1,52209775 1,45173152
45 Pericard+Titan 1,98478986 1,33205021 1,21531723
46 Pericard+Titan 2,26795005 1,64469155 1,22245924
47 Pericard+Titan 2,20083713 1,27613862 1,16192637
48 Pericard+Titan 2,79584873 1,0405302 1,2011953
49 Pericard+Titan 1,92471979 1,01648421 0,77188937
50 Pericard+Titan 2,22994206 0,99153558 0,75983505
51 Pericard+Titan 4,24571717 2,26449413 2,17988658
52 Pericard+Titan 4,73393283 2,86406544 3,09963634
53 Pericard+Titan 3,61064788 2,67120717 2,09788203
54 Pericard+Titan 3,66773402 2,46169122 2,39540607

Tabelle 29: Einzelwerte Zellwachstum glatte Muskelzellen (absolut) Messreihe 2

72




7.4.1.4. Glatte Muskelzellen (relativ)

7.4.1.4.1. Messreihe 1

Tabelle 30: Einzelwerte Zellwachstum glatte Muskelzellen (relativ) Messreihe 1
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1 Kontrolle 100 83,5640126 153,155694
2 Kontrolle 100 122,508701 200,215547
3 Kontrolle 100 165,357584 283,399239
4 Kontrolle 100 148,949759 185,736895
5 Kontrolle 100 159,319158 279,883101
6 Kontrolle 100 155,748411 179,907152
7 Kontrolle 100 118,217884 156,193372
8 Kontrolle 100 105,260541 146,0086

9 Kontrolle 100 80,7905646 126,90764
10 Kontrolle 100 99,3735132 115,005882
11 Kontrolle 100 104,1059 199,617566
12 Kontrolle 100 101,660977 128,190851
13 ePTFErund 100 110,273877 101,82015
14 ePTFErund 100 68,1231477 108,052675
15 ePTFErund 100 86,4232263 115,16926
16 ePTFErund 100 29,867895 46,8605925
17 ePTFErund 100 67,1499174 60,1270201
18 ePTFErund 100 78,4713428 78,237598
19 ePTFErund 100 287,032326 318,095397
20 ePTFErund 100 100,010554 115,668575
21 ePTFErund 100 82,2967047 57,7057061
22 ePTFErund 100 87,6903096 78,0715042
23 ePTFErund 100 42,7578847 41,7565046
24 ePTFErund 100 49,7216598 49,1443269
25 ePTFErund+ESHS 100 71,6424223 82,6904216
26 ePTFErund+ESHS 100 89,0329391 98,4811633




27 ePTFErund+ESHS 100 51,9713395 124,10592
28 ePTFErund+ESHS 100 112,977245 160,611502
29 ePTFErund+ESHS 100 88,5180025 132,192738
30 ePTFErund+ESHS 100 104,804753 124,466276
31 ePTFErund+ESHS Pilzbefall

32 ePTFErund+ESHS Pilzbefall

33 ePTFErund+ESHS Pilzbefall

34 ePTFErund+ESHS 100 124,385629 69,7591447
35 ePTFErund+ESHS 100 65,4543544 113,440065
36 ePTFErund+ESHS 100 92,6610758 108,292962
37 Polymer 100 41,8217043 61,2717459
38 Polymer 100 144,947883 290,043232
39 Polymer Pilzbefall

40 Polymer 100 77,1776663 97,0047659
41 Polymer 100 78,9320036 68,4532357
42 Polymer 100 57,9392037 59,8487408
43 Polymer 100 153,602648 181,937618
44 Polymer 100 72,9431709 87,8810427
45 Polymer 100 245,959915 115,812811
46 Polymer 100 53,376735 59,4106638
47 Polymer 100 35,3048429 78,1387591
48 Polymer 100 103,206467 95,3469536

Tabelle 30: Einzelwerte Zellwachstum glatte Muskelzellen (relativ) Messreihe 1

7.4.1.4.2. Messreihe 2

Tabelle 31: Einzelwerte Zellwachstum glatte Muskelzellen (relativ) Messreihe 2
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1 Kontrolle 100 63,7571213 79,7367669
2 Kontrolle 100 78,056962 76,5905441
3 Kontrolle 100 68,354035 75,6216066
4 Kontrolle 100 57,918054 57,6626723




5 Kontrolle 100 82,696951 86,4685888
6 Kontrolle 100 62,1843172 73,7182109
7 Kontrolle 100 75,5621772 76,2200594
8 Kontrolle 100 73,6908004 80,6483968
9 Kontrolle 100 82,7369119 73,2284608
10 Kontrolle 100 85,4566973 75,6626034
11 Kontrolle 100 76,7999677 61,0393614
12 ePTFEflach 100 56,9599423 49,8329189
13 ePTFEflach 100 64,2160404 68,8103119
14 ePTFEflach 100 68,7626021 74,0285519
15 ePTFEflach 100 81,6340763 87,7897085
16 ePTFEflach 100 80,5896566 86,462286
17 ePTFEflach 100 78,8494693 87,7420149
18 ePTFEflach 100 64,8881069 74,5145194
19 ePTFEflach 100 67,0639251 67,1350452
20 ePTFEflach 100 89,660551 95,4010823
21 ePTFEflach 100 63,0071449 79,0262901
22 ePTFEflach 100 79,7085243 83,2817722
23 ePTFEflach+Titan 100 65,677317 57,9474494
24 ePTFEflach+Titan 100 96,2512398 117,166164
25 ePTFEflach+Titan 100 99,9110924 121,567112
26 ePTFEflach+Titan 100 66,0004589 101,840302
27 ePTFEflach+Titan 100 49,7339794 30,3785688
28 ePTFEflach+Titan 100 22,8978285 24,3473371
29 ePTFEflach+Titan 100 47,7037995 54,4541202
30 ePTFEflach+Titan 100 82,3491247 105,459137
31 ePTFEflach+Titan 100 78,2591601 101,96746
32 ePTFEflach+Titan 100 62,8794351 81,8598022
33 ePTFEflach+Titan 100 84,0287879 83,77608

34 Pericard 100 21,3548809 19,9735151

Tabelle 31: Einzelwerte Zellwachstum glatte Muskelzellen (relativ) Messreihe 2
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35 Pericard 100 40,3302528 27,1914684
36 Pericard 100 41,8608542 27,5679024
37 Pericard 100 42,8046662 32,8547373
38 Pericard 100 37,4366371 29,1888873
39 Pericard 100 43,2648014 28,2890828
40 Pericard 100 43,8273278 33,3418538
41 Pericard 100 48,3345945 34,7277675
42 Pericard 100 46,8103256 36,9582383
43 Pericard 100 44,0118804 35,0611195
44 Pericard+Titan 100 63,0337829 60,1197457
45 Pericard+Titan 100 67,112909 61,2315315
46 Pericard+Titan 100 72,5188613 53,9015062
a7 Pericard+Titan 100 57,9842374 52,7947459
48 Pericard+Titan 100 37,2169706 42,9635299
49 Pericard+Titan 100 52,8120619 40,1039868
50 Pericard+Titan 100 44,4646341 34,0742059
51 Pericard+Titan 100 53,3359629 51,3431887
52 Pericard+Titan 100 60,5007621 65,4769818
53 Pericard+Titan 100 73,981381 58,102648
54 Pericard+Titan 100 67,1174957 65,3102449

Tabelle 31: Einzelwerte Zellwachstum glatte Muskelzellen (relativ) Messreihe 2

7.4.2. Apoptoserate

7.4.2.1. Endothelzellen

1 Kontrolle 8,8 16,9 24,9 16,69
2 Kontrolle 7,36 23,95 27,85 19,16
3 Kontrolle 9,92 16,27 21,88 16,65
4 Kontrolle 10,4 14,36 18,82 16,42
5 Kontrolle 8,91 13,71 18,34 17,72

Tabelle 32: Einzelwerte Apoptoserate Endothelzellen
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6 Kontrolle 9,31 16,56 12,27 17,14
7 Kontrolle 9,51 15,82 15,85 17,97
8 Kontrolle 9,33 14,94 22,34 17,18
9 Kontrolle 8,49 16,06 21,7 18,36
10 ePTFErund 8,8 16,23 33,43 24,5
11 ePTFErund 7,36 27,82 29,29 25,68
12 ePTFErund 9,92 28,62 31,5 28,25
13 ePTFErund 10,4 22,6 12,44 21,81
14 ePTFErund 8,91 17,36 22,05 26,18
15 ePTFErund 9,31 12,17 21,73 25,69
16 ePTFErund 9,51 18,28 18,47 25,73
17 ePTFErund 9,33 18,69 23,68 28,44
18 ePTFErund 8,49 22,55 25,57 24,65
19 ePTFEflach 8,8 25,13 24,98 34,72
20 ePTFEflach 7,36 24,4 27,69 33,92
21 ePTFEflach 9,92 33,67 25,06 22,18
22 ePTFEflach 10,4 20,71 23,88 27,18
23 ePTFEflach 8,91 15,64 26,41 23,13
24 ePTFEflach 9,31 15,19 20,89 24,69
25 ePTFEflach 9,51 20,78 23,1 24,02
26 ePTFEflach 9,33 16,99 26,4 27,5
27 ePTFEflach 8,49 19,31 20,21 27,02
28 ePTFErund+ESHS 8,8 26,88 19,57 33,07
29 ePTFErund+ESHS 7,36 21,72 30,31 31,37
30 ePTFErund+ESHS 9,92 23,72 38,55 28,71
31 ePTFErund+ESHS 10,4 20,32 20,36 21,66
32 ePTFErund+ESHS 8,91 10,32 21,44 27,33
33 ePTFErund+ESHS 9,31 21,65 20,69 25,93
34 ePTFErund+ESHS 9,51 19,87 29,1 23,83
35 ePTFErund+ESHS 9,33 20,48 26,94 26,44

Tabelle 32: Einzelwerte Apoptoserate Endothelzellen
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36 ePTFErund+ESHS 8,49 24,92 35,11 21,69
37 ePTFEflach+Titan 8,8 31,31 24,24 31,72
38 ePTFEflach+Titan 7,36 27,56 37,51 33,92
39 ePTFEflach+Titan 9,92 23,45 23,9 34,84
40 ePTFEflach+Titan 10,4 26,26 22,9 20,42
41 ePTFEflach+Titan 8,91 21,44 29,75 27,71
42 ePTFEflach+Titan 9,31 14,79 24,19 25,41
43 ePTFEflach+Titan 9,51 22,76 27,75 30,62
44 ePTFEflach+Titan 9,33 28,36 19,42 25,32
45 ePTFEflach+Titan 8,49 16,47 24,5 25,24
46 Polymer 8,8 27,55 36,25 23,71
47 Polymer 7,36 38,19 28,01 17,86
48 Polymer 9,92 27,56 25,7 22,32
49 Polymer 10,4 14,77 23,08 25,14
50 Polymer 8,91 13,52 19,6 27,74
51 Polymer 9,31 14,36 24,36 23,49
52 Polymer 9,51 25,61 29,85 26,42
53 Polymer 9,33 32,96 31,86 28,57
54 Polymer 8,49 32,86 33,07 28,87
55 Pericard 8,8 28,31 15,71 8,08
56 Pericard 7,36 26,1 11,8 21,24
57 Pericard 9,92 27 13 8,87
58 Pericard 10,4 11,13 13,47 6,3

59 Pericard 8,91 12,8 7,54 7,69
60 Pericard 9,31 9,06 12,34 7,55
61 Pericard 9,51 20,61 16,26 7,62
62 Pericard 9,33 26,63 5,72 8,09
63 Pericard 8,49 26,7 7,43 6,3

64 Pericard+Titan 8,8 24,7 13,38 5,75
65 Pericard+Titan 7,36 24,16 12,92 6,55

Tabelle 32: Einzelwerte Apoptoserate Endothelzellen
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66 Pericard+Titan 9,92 16,45 9,64 10,83
67 Pericard+Titan 10,4 17,87 4,89 12,95
68 Pericard+Titan 8,91 19,63 7,56 8,65

69 Pericard+Titan 9,31 17,8 12,01 10,21
70 Pericard+Titan 9,51 23,31 17,5 16,34
71 Pericard+Titan 9,33 22,7 20,97 18,02
72 Pericard+Titan 8,49 23,32 19,22 19,19

Tabelle 32: Einzelwerte Apoptoserate Endothelzellen

7.4.2.2. Glatte Muskelzellen

Tabelle 33: Einzelwerte Apoptoserate glatte Muskelzellen
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1 Kontrolle 2,68 4,1 6,83 1,94
2 Kontrolle 1,77 4,74 7,52 1,64
3 Kontrolle 1,71 5,98 5,92 1,82
4 Kontrolle 2,28 6,09 7,43 1,63
5 Kontrolle 1,7 5,06 3,4 1,6
6 Kontrolle 2,8 4,54 3,73 3,21
7 Kontrolle 2 6,52 4,91 1,78
8 Kontrolle 2,55 1,49 6,46 4,58
9 Kontrolle 2,53 6,57 4,91 3,11
10 ePTFErund 2,68 9,87 7,28 5,03
11 ePTFErund 1,77 7,48 7,63 3,69
12 ePTFErund 1,71 9,3 8,28 3,65
13 ePTFErund 2,28 8,92 9,52 3,54
14 ePTFErund 1,7 7,81 7,71 3,18
15 ePTFErund 2,8 8,54 9,32 9,75
16 ePTFErund 2 9,68 14,83 4,65
17 ePTFErund 2,55 14,36 11,61 5,01
18 ePTFErund 2,53 5,95 16,03 5,47
19 ePTFEflach 2,68 10,71 18,61 5,21




20 ePTFEflach 1,77 15,04 6,66 17,28
21 ePTFEflach 1,71 10,07 7,01 7,48
22 ePTFEflach 2,28 14,43 14,96 7,04
23 ePTFEflach 1,7 11,61 7,99 23,19
24 ePTFEflach 2,8 6,94 13,34 19,9
25 ePTFEflach 2 9,08 17,44 8,18
26 ePTFEflach 2,55 14,89 17,6 8,38
27 ePTFEflach 2,53 12,91 11,93 17,58
28 ePTFErund+ESHS 2,68 9,67 13,02 7,64
29 ePTFErund+ESHS 1,77 10,43 9,53 4,38
30 ePTFErund+ESHS 1,71 12,43 11,64 6,52
31 ePTFErund+ESHS 2,28 11,88 6,39 7,87
32 ePTFErund+ESHS 1,7 10,42 12,17 5,03
33 ePTFErund+ESHS 2,8 6,97 22,3 6,73
34 ePTFErund+ESHS 2 4,26 17,99 25,1
35 ePTFErund+ESHS 2,55 6,7 26 5,21
36 ePTFErund+ESHS 2,53 5,94 6,3 6,26
37 ePTFEflach+Titan 2,68 9,56 11,81 6,71
38 ePTFEflach+Titan 1,77 10,78 7,04 51

39 ePTFEflach+Titan 1,71 13,76 8,64 7,23
40 ePTFEflach+Titan 2,28 13,23 14,69 15,49
41 ePTFEflach+Titan 1,7 9,71 7,64 5,26
42 ePTFEflach+Titan 2,8 17,21 19,03 16,71
43 ePTFEflach+Titan 2 15,31 11,32 15,16
44 ePTFEflach+Titan 2,55 8,11 15,4 15,32
45 ePTFEflach+Titan 2,53 13,29 17,51 15,17
46 Polymer 2,68 13,29 8,66 12,22
47 Polymer 1,77 9,71 6,49 16,7
48 Polymer 1,71 10,79 16,81 12,01
49 Polymer 2,28 11,97 14,95 19,57

Tabelle 33: Einzelwerte Apoptoserate glatte Muskelzellen
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50 Polymer 1,7 8,48 11,41 17,22
51 Polymer 2,8 14,54 6,59 15,58
52 Polymer 2 6,91 16,94 15,28
53 Polymer 2,55 11,58 15,96 20,31
54 Polymer 2,53 14,24 17,52 22,6
55 Pericard 2,68 7,09 9,6 14,06
56 Pericard 1,77 9,32 11,62 18,39
57 Pericard 1,71 10,81 13,32 6,55
58 Pericard 2,28 6,96 15,7 12,8
59 Pericard 1,7 8,16 14,22 11,75
60 Pericard 2,8 7,11 18,15 17,45
61 Pericard 2 17,21 19,34 18,18
62 Pericard 2,55 16,16 20,7 17,94
63 Pericard 2,53 9,78 20,95 21,65
64 Pericard+Titan 2,68 7,35 8,04 14,23
65 Pericard+Titan 1,77 7,74 7,32 6,87
66 Pericard+Titan 1,71 6,68 7,37 8,67
67 Pericard+Titan 2,28 7,68 8,36 14,01
68 Pericard+Titan 1,7 7,64 8,87 4,29
69 Pericard+Titan 2,8 16,17 17,7 6,86
70 Pericard+Titan 2 8,49 19,6 13,44
71 Pericard+Titan 2,55 11,08 19,42 22,08
72 Pericard+Titan 2,53 7,31 18,41 10,33

Tabelle 33: Einzelwerte Apoptoserate glatte Muskelzellen
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