Aus der Klinik fur Herz- und thorakale Gefal3chirurgie
der Universitat zu Lubeck

Direktor: Prof. Dr. med. Hans-H. Sievers

Der Einfluld einer plasmabasierten Titanbeschichtung
(PACVD) auf die Durchfluf3rate
kleinkalibriger Gefal3prothesen beim Schaf

Inauguraldissertation
zur
Erlangung der Doktorwiirde
der Universitat zu Lubeck

- Aus der Sektion Medizin —

vorgelegt von
Holger Maurer

aus Verden/Aller

Libeck 2012



1. Berichterstatter:
2. Berichterstatter:
Tag der mundlichen Prifung:

zum Druck genehmigt. Libeck, den

Prof. Dr. med. Norbert W. Guldner
Priv.-Doz. Dr. med. Philipp Hildebrand
23.01.2013

23.01.2013

- Promotionskommission der Sektion Medizin -



KUKAOG TV avBpwTTniwy £0TI TIPNYHATWY,
TTEPIPEPOPEVOG OE OUK £ aigl TOUG aUTOUG EUTUXEEIV



Inhaltsverzeichnis

L. EINLEITUNG ... e 5
1.1 Kardiovaskulare Erkrankungen ... 5
1.2 Therapie kardiovaskularer Erkrankungen ...........ccoooooioi, 5

1.3 Limitierungen der chirurgischen Therapie kardiovaskularer Erkrankungen... 7

2. PROBLEMSTELLUNG ...t e e e e e e e e e eanaeees 8
3. MATERIAL UND METHODEN ...ttt e e 9
3.1 Vorbereitung der GefalBprotheSen..........cccovvvvvieiiiiiiiee e 9
3.1.1 Vorbereitung der ePTFE-Prothesen............cccoovvieeiiiiiiiiiiiiieee e, 9
3.1.2 Vorbereitung der biologischen Gefal3prothesen ..........ccccoeeeeeiviviininnnnnn. 12

3.2 VEISUCNSHIBIE ... 13
S. B ANASENESIE ..o 13
3.4 OperationsSVerfanren ... 14
3.5 Versuchsablauf mit AbschluBevaluation ...........ccccccovviiiiiiiiiiee, 16
3.6 STALISTIK .o 18
4, ERGEBNISSE .....coiiiiiieiiiite ettt e e e e e s e e e e e e e e e e sanes 19
4.1 MakroskopiSCher ASPEKL ...........ouuuiiiii e 19
A o = 1 1o To | g = V0 ]| P 21
4.2.1 Hamodynamik der biologischen Gefal3prothesen ...........ccccccvvvviiiiinnnnee 21
4.2.2 Hamodynamik der ePTFE-Prothesen ............cccccuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinee 23

4.3 HistologiSChe AUSWEITUNG ......ccviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee ettt 25
4.3.1 Biologische GefalBprotheSen..............uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 26
4.3.2 EPTFE-PIrOtNESEN ... 27

4.4 REM-BEIUNGE.......coeeeiiiiie e e e e e e s 28
5. DISKUSSION ...t e e e e e e e e e e e e e e e e e ennaas 31
5.1 Der Prothesenverschlufd ..........ooooeiieiiii e 31

5.2 Verfahren zur Verminderung der Thrombogenitét von Blutkontaktflachen.. 33

5.2.1 Verfahren ohne die Anwendung vOn Titan ...............euveeeeiiiinieiiieiiininnnn. 34
5.2.2 Verfahren unter Anwendung vON Titan .........cccoeeveiiiiiiiieiiiiiii e 36
5.3Wahl des TiermodellS.........oooo i 39
5.4 VerSUCNSAESIGN. .. .ot e e e e e e e e e e eees 40
5.4.1 VEIrSUCNSUAUET .......uuiiiieeiieeeeee et e s 41



5.4.2 Operatives VOIrgENEN .......covveiicii et 41

5.4.3 ANtIKOAQUIALION .......uniieecciieee e 42

5.5 KarotiSfluBMESSUNGEN ......iiiieeieeeeie e e e 42
5.6 Morphologische Evaluation ..............cccoooiiiiiiiiiiiiic e 43
5.6.1 HISOIOQIE ...ttt 44
5.6.2 RasterelektronenmikroSKopIe ...............eeeuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 45

5.7 Zusammenschau der Ergebnisse bei glutaraldehydfixierten Arterien ......... 46
5.8 Zusammenschau der Ergebnisse bei ePTFE-Prothesen ............cccevvvvvnnnn. 49
5.9 Tissue-Engineering-Methoden ... 52
5.10 Implikationen der titanisierten ePTFE-Prothesen fir die klinsche Praxis .. 53
6. ZUSAMMENRFASSUNG. ... oot e e e 55
7. LITERATURVERZEICHNIS ... 56
8. ABKURZUNGSVERZEICHNIS ......oviiiiiiecie e e 63
9. ANHANGE ...t et et e e e et e e e e e 64
9.1 Erklarung tber genehmigte Tierversuche ..........ccccccocvviviiiiiiiiiinieeee, 64
9.2 FIOWKUIVEN EPTFE.......c i 66
9.3 Flowkurven glutaraldeydfixierte Interponate.............cccceevvvvviiiieeeeeeeeeeiiinnn, 72
10. DANKSAGUNG ... ..cuttiiiiiiieie ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e s s e nnnsnenees 77
11 LEBENSLAUF ... .ottt e e e e e e e e e e e e e e e e nnnnenees 78



1. EINLEITUNG

1.1 Kardiovaskulare Erkrankungen

Kardiovaskulare Erkrankungen wie die koronare Herzkrankheit (KHK), die
arterielle Verschluf3krankheit und der Schlaganfall sind in der tberwiegenden Zahl
der Falle durch Atherosklerose bedingt und stellen die haufigste Todesursache in
Deutschland dar. Konkret wurden im Jahr 2010 von den 1 050,4 Sterbefallen je
100 000 Einwohner in Deutschland 431,4 den Krankheiten des Kreislaufsystems
zugeschrieben, und hiervon wiederum 162,8 je 100 000 Einwohner, also 15,5%
der gesamten Sterbefélle, den ischamischen Herzkrankheiten®® .

Die Atherosklerose als auslosende Erkrankung weist neben nicht beeinfluBbaren,
patientenimmanenten Risikofaktoren wie mannliches Geschlecht, Alter sowie
genetischen und konstitutionellen Faktoren auch potentiell beeinflu3bare solche
auf, wie arterieller Hypertonus, Hyperlipiddmie, Hyperhomozysteinamie, Diabetes
mellitus, und Nikotinabusus®®. Pathophysiologisch ist die Atherosklerose nach der
WHO-Definition eine ,variable Kombination von Veranderungen der Intima,
bestehend aus einer herdfdrmigen Ansammlung von Fettsubstanzen, komplexen
Kohlenhydraten, Blut und Blutbestandteilen, Bindegewebe und Kalzium-

ablagerungen, verbunden mit Veranderungen der Arterienmedia“®.

1.2 Therapie kardiovaskularer Erkrankungen

Nach der konservativen Therapie kommt fir die KHK und die pAVK (periphere
arterielle  Verschluf3krankheit) im fortgeschrittenen Stadium chirurgischen
MaflRnahmen eine hohe Bedeutung zu. Hier sind neben der Thrombend-

arteriektomie schlie3lich GefalRoperationen wie die Bypassversorgung zu nennen.

Bei der arteriellen VerschluBkrankheit gelten ein Stadium Il nach Fontaine
(Ruheschmerz als Zeichen einer vitalen Gefahrdung) sowie IV (Ischamie mit
Nekrosen) als absolute Indikation zur Operation, das Stadium Il (Claudicatio
intermittens) als relative Indikation. Beim akuten Gefal3verschlul3 auf dem Boden

einer pAVK besteht eine Notfallindikation®.



Bei der koronaren Herzkrankheit ist eine operative Revaskularisation indiziert,

wenn

eine signifikante Hauptstammstenose (Stenosierung Uber 50% des
Lumens) der linken Koronararterie,

eine koronare Drei-Gefal3-Erkrankung mit komplexen Stenosen,

eine koronare Zwei-GefaRR-Erkrankung mit hauptstammnahen Stenosen des
Ramus interventricularis anterior und des Ramus circumflexus,

oder eine koronare Zwei- oder Drei-Gefal3-Erkrankung mit Beteiligung des

proximalen Ramus interventricularis anterior

vorliegt. Eine Indikation zur sofortigen chirurgischen Intervention besteht

insbesondere im infarktbedingten kardiogenen Schock bei

erfolgloser perkutaner Koronarintervention

nicht anders zu behebender Komplikationen perkutaner Koronarintervention
(z.B. Dissektion eines Koronargefafies)

infarktbedingten mechanischen Komplikationen wie Ventrikelseptumruptur,
hochgradiger Mitralklappeninsuffizienz oder Papillarmuskelruptur

begleitenden schweren valvularen Erkrankungen® #°.

Fur die chirurgische Revaskularisation sind — vor allem in der Koronarchirurgie —

autologe Gefal3interponate das Material der Wahl. Hier werden ublicherweise die

linke und die rechts Arteria thoracica interna (auch als Arteria mammaria interna

bzw. IMA bezeichnet), Venen des Unter- und des Oberschenkels und die Arteriae

radiales verwendet. Diese Bypasse weisen eine hohe Offenheitsrate (definiert als

das Nicht-Vorhandensein einer 50-100%igen Stenose) auf, im einzelnen die Vena-

saphena-Bypéasse 61% nach 10 Jahren, die IMA-Bypéasse 85-91% nach 10 bzw.

4-7 Jahren und die Bypasse mit Nutzung der A. radialis 83% nach 4-7 Jahren® 39,



1.3 Limitierungen der chirurgischen Therapie kardiovaskularer

Erkrankungen

In der Aortenchirurgie findet sich kein korpereigenenes Gewebe zum Gefaliersatz,
und auch zur gefaRRersetzenden Bypassoperation bei der pAVK z.B. mit femoro-
poplitealem Bypass steht nur selten geeignetes autologes Material bereit, so dal3
bei wachsendem therapeutischem Bedarf vermehrt synthetische Gefal3prothesen
verwendet werden ¢ 43 44.62),

Auch bei der koronaren Bypass-Operation sind autologe Venen oder Arterien in
zunehmendem Malfe nicht verfligbar oder qualitativ ungeeignet, beispielsweise
aufgrund von Voroperationen wie Varizenstripping oder bereits erfolgter Bypass-
oP #7670 Opgleich ein wachsender therapeutischer Bedarf in der Herzchirurgie,
der peripheren Gefal3chirurgie oder der Shuntchirurgie bei terminaler,
dialysepflichtiger Niereninsuffizienz besteht, steht ein klinisch anwendbarer
Kunststoff-Gefal3ersatz hier noch nicht zur Verfugung. Denn kunstliche
GefalR3prothesen mit kleinerem Durchmesser zeigen bisher eine unzureichende

Offenheits- und DurchfluRrate(®® 63 72.76.82)



2. PROBLEMSTELLUNG

Der Erfolg einer gefal3chirurgischen, prothetischen Versorgung wird in der Regel
durch den Prothesenverschlul3 beendet. Fur diesen Verschlul3 sind mehrere
Faktoren von Bedeutung, im Wesentlichen die reduzierten AbfluRverhéltnisse
distal der Prothese (sog. ,run-off‘), Anastomosenverhaltnisse mit Stenosierungen
(Hyperplasie, technische Schwachen), eine insuffiziente Antikoagulation und eine
thrombogene Blutkontaktflache der Prothese.

Am haufigsten werden in der Gefal3chirugie fur den groBBlumigen GefalRRersatz
Prothesen aus Dacron® (Polyethylenterephthalat, PET) und bei kleinlumigen
GefalRerkrankungen Prothesen aus ePTFE (expandiertem Polytetrafluorethylen)
verwendet(".

Eine zentrale Herausforderung der gefafRchirurgischen Forschung besteht darin,
den kleinlumigen Prothesenverschlul3 zu verhindern. Bei der LOsung dieser
Aufgabe ist die Blutkontaktflache ein Schllisselfaktor. Deshalb haben bisher
vielfaltige Modifikationen der mit Blut in Kontakt tretenden Prothesenoberflache
stattgefunden?.

In der vorliegenden Arbeit sollen titanisierte Blutkontaktflachen auf ihre
Thrombogenitat getestet werden. In-vitro-Untersuchungen haben bereits gezeigt,
dal3 die Thrombogenitat durch eine Titianisierung signifikant herabgesetzt werden
kann (Quelle: muindliche Mitteilung wissenschaftlicher Ergebnisse von Prof.
Guldner, die zur Zeit in einer Dissertation ihren Niederschlag finden). Daher sollen
in der vorliegen Arbeit titanisierte Gefal3prothesen in vivo im Grol3tierversuch
evaluiert werden. Dazu sollen Karotisinterponate dienen. An demselben Schaf soll
an der rechten Karotis ein Interponat mit einer handelsiblichen ePTFE-Prothese
eingesetzt werden, in die linke Karotis soll eine titanisierte ePTFE-Prothese
interponiert werden. Nach 120 Tagen sollen beide GefaRinterponate beztglich
ihrer DurchfluBraten und ihrer Morphologie verglichen werden. Die Morphologie
soll histologisch und elektronenmikroskopisch evaluiert werden.

Weiterhin sollen glutaraldehydfixierte Biografts, gleichsam rechts in der
unbehandelten und links in der titanisierten Form, als Karotisinterponate
implantiert und analog den ePTFE-Prothesen nach 120 Tagen funktionell und

morphologisch evaluiert werden.



3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 Vorbereitung der Geféal3prothesen

3.1.1 Vorbereitung der ePTFE-Prothesen

Die ePTFE-Prothesen (L&dnge 6 cm, Innendurchmesser 4 mm, W.L.Gore &
Associates, Inc., Flagstaff, AZ, USA) sind herkbmmliche Gefal3prothesen, wie sie
beispielsweise bei der Anlage eines femoro-poplitealen Bypasses eingesetzt
werden. Das PTFE (Polytetrafluorethylen) wird im Herstellungsprozess
,expandiert*, so daR es zu porésem ePTFE wird®? 8%,

Die Halfte der Prothesen wurde durch die Gesellschaft fur Elektrometallurgie
GmbH in Nirnberg (als Patentinhaberin) mittels plasmabasierter Titanisierung
vorbehandelt. Bei dem ,Plasma-Activated Chemical Vapor Deposition for
Titanium“  genannten  Verfahren wird ein titanhaltiges organisches
Vorlaufermolekil — Tetrakis(dimethylamido)titan — in die Gasphase gebracht und
mit einem Tragergas (in diesem Falle Stickstoff) in die Reaktionskammer geleitet.
Durch  Erzeugung eines Vakuums entsteht ein  nicht-thermisches
Niederdruckplasma. Die Elektronen, die in diesem Plasma eine deutlich hohere
Temperatur als die Schwerteilchen haben, werden durch ein elektrisches Feld mit
einer Frequenz von 13,56 MHz mit Energie versorgt. Die hohe Energiezufuhr bei
gleichzeitig relativ niedriger Raumtemperatur (30-35 °C) fuhrt zum Zerfall des
Vorlaufermolekuls, wobei Teile davon mit den Kohlenstoffatomen der zu
behandelnden Oberflache in Kontakt kommen und Elektronenpaarbindungen
eingehen. Auf diese Weise entsteht eine sehr dinne, nicht wieder entfernbare

Titanschicht (30nm) (schematische Darstellung siehe Abbildung 1)©439.
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Abbildung 1: schematische Darstellung des Verfahrens ,Plasma-Activated Chemical Vapor
Deposition for Titanium®, wobei ein titanhaltiger Precursor im Vakuum destruiert wird und die
Bruchstiicke kovalent an das Substrat gebunden werden. (Quelle: Guldner NW et al.: Detoxification
and endothelialization of glutaraldehyde-fixed bovine pericardium with titanium coating: a new
technology for cardiovascular tissue engineering. Circulation. 2009;119:1653-1660)

Zur Materialanalyse hat der Hersteller unbehandelte und titanisierte ePTFE-
Prothesenstiicke extern einer Werkstoffanalytik zugefihrt. In den daraus
resultierenden  rasterelektronenmikroskopischen  Aufnahmen  scheint die
Titanschicht bei starker VergrolRerung die Oberflache des ePTFEs zu glatten
(siehe Abbildung 2).
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Abbildung 2: rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von nicht-titanisiertem ePTFE (linkes Bild)
und titanisiertem ePTFE (rechtes Bild) (Quelle: Zentrum fur Werkstoffanalytik Lauf GmbH, Lauf a.d.
Pegnitz)

Zum Nachweis, dal} tatsachlich Titan distribuiert wurde, ist von der Gesellschaft
fur  Elektrometallurgie GmbH in  Nurnberg eine energiedispersive
Rontgenspektroskopie (EDX) zur Elementanalyse der oben dargestellten
rasterelektronenmikroskopischen  Aufnahmen  durchgefuhrt worden (siehe
Abbildung 3): auf der linken Graphik sieht man die Peaks fur das nicht-titanisierte
ePTFE, auf der rechten Graphik die Peaks fur das titansierte ePTFE; der
wesentliche Unterschied besteht in elementspezifischen Titan-Peaks bei 4,5 — 4,6

und 5,0 keV; da das Titan teilweise oxidiert, kommt es zu zwei Peaks.

= rﬂ 4.80 5.40 keV

Abbildung 3: energiedispersive Réntgenspektroskopie; linke Graphik: nicht-titanisierte ePTFE-
Prothese, rechte Graphik: titanisierte ePTFE-Prothese (Quelle: Zentrum fir Werkstoffanalytik Lauf
GmbH, Lauf a.d. Pegnitz)

-11 -



3.1.2 Vorbereitung der biologischen Gefal3prothesen

Die biologischen GefalRprothesen sind Aa. carotides, die aus den Hausschafen
des ersten Versuchsteils gewonnen wurden.

Unmittelbar nach der Entnahme im Rahmen der Karotis-Operation wurden die
GefalRabschnitte in Kochsalzlésung 0,9% uberfuhrt. Es erfolgten danach die
Fixierung und das Detoxifizieren der Karotiden, wie auch an anderer Stelle
beschrieben ist®?:

Zunachst wurden die entnommenen Karotiden zweimal fir zehn Minuten in einer
Losung aus 100 ml einer phosphatgepufferten Salzlésung (PBS; Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA), die mit 100yl einer 0,5M EDTA-L6sung
(Ethylendiamintetraessigsaure, Sigma E7889, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
versetzt wurde, gesplilt.

Anschliel3end wurden sie fur 48 Stunden bei 37°C in Trypsin/EDTA (PAA L11-004,
PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich) gelagert und danach dreimal fir
zehn Minuten mit PBS gespult und vorsichtig mit Glasstabchen stabilisiert.

Die Fixierung erfolgte dann mit Glutaraldehyd 0,25% (Verdinnung aus
Glutaraldehyde 25% solution in water Nr. 23115, Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland) in einer 5mM TRIS-Pufferlésung (Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) fir mindestens 24 Stunden.
Zur Detoxifizierung wurden die so behandelten Karotiden einem Waschprotokoll
unterzogen. Hierzu wurde sie zunachst zehnmal in der oben beschriebenen
phosphatgepufferten Salzlosung (PBS) und darauffolgend viermal fir zehn
Minuten in destilliertem Wasser gewaschen.

Danach wurden sie fur 30 Minuten in 10%ige Zitronensaure (Citric acid
monohydrate, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) verbracht und anschliel3end
zur pH-Neutralisierung dreimal mit PBS gespult. Zum SchluR wurden die
Karotiden fur 24 Stunden bei 37°C mit Aldehyddehydrogenase (ALDH) in einer
Pufferlosung (Test Kit von Enzymatic BioAnalysis, R-Biopharm, Darmstadt,
Deutschland) behandelt und nach letztmaliger Spulung mit destilliertem Wasser in
einer mit einem Penicillin-Streptomycin-Mischpraparat (PAA P11-010, PAA
Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich) versetzten phosphatgepufferten

Salzlésung steril gelagert.
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Die Halfte der Prothesen wurde durch die Gesellschaft fir Elektrometallurgie
GmbH in Nirnberg mittels plasmabasierter Titanisierung vorbehandelt; dieser

Vorgang verlief analog zu demjenigen bei den ePTFE-Prothesen (siehe oben).

3.2 Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden ausgewachsene, weibliche, regional typische
Hausschafe aus dem Kreis Herzogtum Lauenburg verwendet, die Uber die
gemeinsame Tierhaltung der Universitat zu Libeck beschafft wurden und wéhrend
der gesamten Versuchsdauer dortselbst untergebracht waren und von den
Mitarbeitern dieser Institution versorgt und betreut wurden.

Der Tierversuchsantrag (Aktenzeichen V 312-72241. 122-6 (1-1/08)) war durch
das Regierungsprasidium des Landes Schleswig-Holstein genehmigt, die
Versuche wurden durch den Tierschutzbeauftragten Herrn Dr. med. vet. Noél der
Universitat zu Lubeck beaufsichtigt. Die ,Genehmigung zur Durchfiihrung von
Versuchen an Wirbeltieren® findet sich im Anhang 9.1.

Die sechs Tiere fur den ersten Versuchsteil (genannt P1-P6), bei denen ePTFE-
Prothesen orthotop an die Stelle der Arteriae carotides communes implantiert
wurden, hatten im Alter von 3,8+ 0,9 Jahren ein Gewicht von 47,4 + 8,2 kg. Die
sechs Tiere fur den zweiten Versuchsteil (genannt G1-G6), bei denen die den
Schafen des ersten Versuchsteils enthommenen und glutaraldehydfixierten
Karotidenabschnitte anstelle der urspringlichen Arteriae carotides communes
eingesetzt wurden, wiesen im Alter von 2,8 + 0,6 Jahren ein Gewicht von 42,3 +
5,2 kg auf. Dieser relativ geringe Gewichts- und damit einhergehende Gr6R3en-
unterschied ist unerlaf3lich, weil es durch die Glutaraldehydfixierung zu einem
Zusammenschrumpfen des GeféalRes kommt, weswegen es bei der Verwendung

gleichgroR3er Tiere zu einem Kalibersprung der Karotis gekommen ware.

3.3 Anasthesie

Die  Anasthesie  wurde  durch die intramuskulare  Gabe  eines
kdrpergewichtsabhéngigen Gemischs von Xylazinhydrochlorid (Rompun®, Bayer
Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland) und Ketamin (Ursotamin®, Serumwerk
Bernburg AG, Bernburg, Deutschland) in den Musculus glutaeus maximus

eingeleitet. Es erfolgte die laryngoskopische orotracheale Intubation (Magill-
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Tubus, Mallinckrodt, Dublin, Irland). Ferner wurde ein Magenschlauch eingelegt.
Die Versuchstiere wurden mit einem vendsen und einem arteriellen Zugang in
eine Ohrvene und -arterie versorgt.

Die maschinelle kontrollierte Beatmung erfolgte mit dem Narkosegerat Cato
(Dragerwerk AG & Co. KGaA, Lubeck, Deutschland), zur Kapnographie wurde das
Gerat Capnosat (Dragerwerk AG & Co. KGaA, Lubeck, Deutschland) verwendet.
Wahrend des Eingriffs wurde kontinuierlich ein Elektrokardiogramm (EKG)
abgeleitet, Herzfrequenz und Blutdruck wurden gleichfalls kontinuierlich gemessen
(Sirecust 730, Siemens AG, Erlangen, Deutschland).

Zur Aufrechterhaltung der Narkose wurde abhéngig von Stimulus und
erforderlicher Narkosetiefe Propofol 2% (Disoprivan® 2%, GlaxoSmithKline, Bad
Oldesloe, Deutschland) mittels Perfusor appliziert.

Alle Tiere erhielten als antibiotische Prophylaxe Cefazolin (Basocef®, Actavis,
Langenfeld, Deutschland) als Einmalgabe.

3.4 Operationsverfahren

Implantation der ePTFE-Prothesen:

Die Tiere wurden in Rluckenlage gebracht. Nach Entfernen der Haare mit einem
Langhaarschneider und Rasur wurde das Operationsgebiet mit Cutasept G®
(BODE Chemie GmbH, Hamburg, Deutschland) abgewaschen sowie steril
abgedeckt. Es erfolgte ein Hautschnitt am Vorderrand des Musculus
sternocleidomastoideus, von dem aus nach Durchtrennung von subkutanem
Fettgewebe und Halsfaszie die Karotiden beider Seiten freiprapariert wurden. Zur
besseren Ubersicht des Operationsgebiets sowie zum Schutz der Strukturen
wurden ferner die Vv. jugulares internae und die Nn. vagi beidseits dargestellt
(siehe auch Photo des OP-Situs, Abbildung 4).
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Abbildung 4: OP-Situs vor Beginn der GefaReréffnung. Beide Karotiden lateral der Trachea sind
angeschlungen.

Beide Interponate wurden in derselben operativen Sitzung in die Karotiden
eingeflugt (rechts die unbehandelten, links die titanisierten ePTFE-Prothesen).
Zunachst wurde die A. carotis communis proximal und distal im Abstand von
etwas mehr als 6 cm abgeklemmt. 6 cm lange Karotissegmente wurden mit einem
Skalpell herausgeschnitten und in Kochsalzldsung 0,9% gebettet, um danach - wie
in Abschnitt 3.1.2 beschrieben - fir den zweiten Versuchsteil vorbereitet werden
zu kdnnen.

Nach Inspektion und Sicherstellen eines adaquaten Durchmessers wurden
anschlieBend die vorbereiteten ePTFE-Prothesen (6 cm Lange, 4 mm
Innendurchmesser) als Interponate mittels End-zu-End-Anastomosen mit 6-0
Prolene (Ethicon, New Brunswick, NJ, USA) eingenaht und die Klemmen entfernt.
Nachdem die Bluttrockenheit im OP-Gebiet sichergestellt war, erfolgte der
schichtweise Wundverschluf? mit abschlieRender fortlaufender Hautnaht. Eine
Drainage wurde nicht eingelegt.
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Implantation der glutaraldehydfixierten Gefal3prothesen:

Bei den Tieren dieser Gruppe wurde die Operation analog durchgefuhrt, wobei die
herausgeschnittenen Karotidenabschnitte verworfen wurden und die (in der
Zwischenzeit wie in  Abschnitt 3.1.2 beschrieben) vorbehandelten
Karotisabschnitte der Tiere aus der ePTFE-Gruppe gleichfalls mittels End-zu-End-

Anastomosen eingenaht wurden.

Bei den Operationen wurden jeweils die titanisierten Prothesenabschnitte links, die
unbeschichteten Kontrollprothesen rechts implantiert. Alle Interponate waren
intraoperativ uneingeschrankt durchlassig.

Eine Antikoagulation oder Medikamente zur Thrombozytenaggregationshemmung

wurden zu keinem Zeitpunkt des Versuchsablaufs appliziert.

3.5 Versuchsablauf mit AbschluRevaluation

Die Versuchstiere wurden nach 124 + 2 Tagen (ePTFE-Gruppe) bzw. 123 + 4
Tagen (glutaraldehydfixiertes-Biograft-Gruppe) der AbschluRevaluation zugefihrt.
Dazu wurden die Tiere auf die gleiche Art wie in Abschnitt 3.3 beschrieben in
Narkose versetzt, intubiert und maschinell beatmet sowie mit arteriellem und
venbosem GefalRzugang versorgt. Die Narkose wurde gleichsam mittels
kontinuierlicher Propofolgabe aufrechterhalten.

Haarentfernung, steriles Abdecken sowie Préparation der Karotiden erfolgte
analog Abschnitt 3.4.

Nachdem die Karotiden dargestellt waren, wurden beidseits perivasale
UltraschallmelRkopfe in einer fur die Prothesen (Innendurchmesser 4 mm)
geeigneten Grof3e der Firma Transonic (T106, Transonic Systems Inc., Ithaca, NY,
USA,; siehe Abbildung 5) installiert. Bei den glutaraldehydfixierten Biografts konnte
der FluB unmittelbar an den Interponaten abgeleitet werden, bei den ePTFE-
Prothesen wurden die Mel3kdpfe kranial der Prothesen angesetzt. Dann wurden
funktionelle Messungen durchgefihrt, wobei gleichzeitig arterieller Blutdruck
(Systole, Diastole, Mitteldruck), Herzfrequenz, mittlerer Flow und Spitzenflow

abgeleitet wurden.
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Abbildung 5: perivasaler Ultraschallmesskopf T106 (Transonic Systems Inc., Ithaca, NY, USA)

Nach Erhalten der MeRwerte wurden die Karotiden geklemmt, die zuvor
implantierten  GefalR3abschnitte mit einem etwa 1 cm anschlieBenden
Anastomosenteil entnommen und in isotonische Kochsalzlésung tberfuhrt. Dabei
wurden die Innenlumina unmittelbar makroskopisch inspiziert.

Die Tiere wurden danach mit hochdosiertem Midazolam (Midazolam-hameln®,
hameln pharmaceuticals GmbH, Hameln, Deutschland) sowie einer zigigen
Bolusgabe Kaliumchlorid (Kaliumchlorid-Lésung 7,46%, Serag-Wiessner KG,

Naila, Deutschland) getétet.

Aus dem mittleren Bereich der enthommenen Gefallabschnitte wurden Segmente
gewonnen und der histologischen Evaluation zugefuhrt.

Die histologische Aufarbeitung der entnommenen ePTFE-Segmente erfolgte durch
Kunststoffeinbettung in der Abteilung fur Kinderkardiologie der Universitat
Gottingen, diejenige der entnommenen Bio-Prothesen durch das Institut far
Anatomie der Universitdt zu Libeck. Exemplarische rasterelektronen-
mikroskopische Aufnahmen der ePTFE-Segmente wurden ebenfalls im Institut fur
Anatomie der Universitat zu Lubeck durchgefihrt.
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3.6 Statistik

Zur statistischen Auswertung der gewonnenen funktionellen Mel3werte (Flu3daten
und Druckwerte) wurde die Software Winstat 3.0 (Kalmia Co., Cambridge, MA,
USA) genutzt.

Die FluRdaten und Druckwerte wurden als Mittelwerte mit Standardabweichung
angegeben. Fir die Gruppenvergleiche zwischen den nicht-titanisierten und den
titanisierten Interponaten als verbundene Stichproben wurde bei beiden Gruppen
der Wilcoxon-Test durchgefuhrt, wobei Gruppenunterschiede bei einem p<0.05 als

signifikant betrachtet wurden.
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4. ERGEBNISSE

Alle 12 Tiere Uberlebten den initialen operativen Eingriff. Sie erholten sich sehr
schnell, so dal3 sie bereits am ersten postoperativen Tag schmerzfrei und ohne
Bewegungseinschrankung in den allgemeinen Anlagen der Tierhaltung bei
normalem Futter und ohne weitere Medikation weiterversorgt werden konnten.
Eines der Tiere, das mit den glutaraldehydfixierten Biografts versorgt wurde (Schaf
G6), verstarb nach 69 Tagen an einer schweren Pneumonie (Sektionsergebnis).
Makroskopische und histologische Befunde liegen hier vor, hamodynamische
verstandlicherweise nicht.

Die verbliebenen Tiere der Gruppe mit den glutaraldehydfixierten Biografts wurden
nach 123 + 4 Tagen, diejenigen der ePTFE-Gruppe nach 124 = 2 Tagen der

AbschluRevaluation zugefthrt.

4.1 Makroskopischer Aspekt

Im Rahmen der Praparation war zu erkennen, daf3 die Interponate beider Gruppen
gut eingeheilt und mit Bindegewebe umgeben waren (siehe Abbildung 6), Zeichen

ausgepragter Entzindungsreaktionen fanden sich nicht.

Abbildung 6: interponierte ePTFE-Prothese vor der Flowmessung, proximale und distale
Anastomose sind erkennbar (weiRe Pfeile)
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Vom makroskopischen Aspekt unmittelbar nach Entnahme erschienen die
glutaraldehydfixierten Biografts grof3tenteils ganz verschlossen (Schafe G2 rechts/
nicht-titanisiert, G3 beidseits, G1 und G5 links/titanisiert) oder zumindest erheblich
stenosiert (Schafe G2 links/titanisiert, G4 beidseits). Lediglich bei Schaf G1 und
G5 jeweils rechts (nicht-titanisierte Seite) war nur eine Verengung von subjektiv
unter 50% erkennbar.

Auch beim bereits zuvor verstorbenen Tier G6 waren beide Interponate ganzlich
ohne erkennbares Restlumen. Das verschlieRende Material wirkte bei den Tieren
G2, G3 sowie dem fruher verstorbenen Tier G6 solide.

Die partiellen bis totalen Lumenverlegungen waren auf der gesamten Strecke des
Interponats zu finden; die Prothesen waren teilweise geschrumpft und verzogen.
Diese Befunde decken sich weitgehend mit den Ergebnissen der Flowmessungen
(siehe unten), insbesondere die vom visuellen Aspekt ganzlich verschlossenen
Prothesen wiesen keinen oder (im Falle von Schaf G5 links/titanisiert) einen
minimalen Flow auf, die Interponate G1 und G5 rechts (nicht-titanisierte Seite)

zeigten die hdchsten Flow-Werte.

Der makroskopische Aspekt der ePTFE-Interponate ist differenzierter als bei den
Biografts. Vier Prothesen erschienen voll durchgangig (P2 und P3 links/titanisiert,
P5 beidseits), bei den restlichen Prothesen fanden sich geringfugige/ringférmige
Stenosen (P2 rechts/nicht-titanisiert) bis hin zu subtotalen Stenosen, die zwingend
zu einem Verschluf3 fihren (P4 und P6 rechts/nicht-titanisiert).

Auch diese Befunde decken sich mit den Ergebnissen der funktionellen

Messungen.

Grundsatzlich ist bei der Beurteilung der Makroskopie zu bedenken, daf} diese,
genauso wie die Histologie, nur einen kleinen Abschnitt des Interponats
reprasentieren kann, wahrend die Flowmessung tUber dem Gefal3 Aufschlul tber
die tatsachliche Offenheit Uber die gesamte Strecke gibt. Zudem kdnnen
unmittelbar nach Entnahme geronnenes Blut, thrombotisches Material und
operationsbedingte Artefakte die Beurteilung verfalschen.

Vergleichend lalt sich feststellen, dald bereits makroskopisch die Offenheitsrate

der ePTFE-Interponate diejenige der Biograft-Gruppe ubertrifft.
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4.2 Hamodynamik

4.2.1 Hamodynamik der biologischen Gefal3prothesen

Bei den dopplersonographischen funktionellen Messungen an den biologischen
Gefal3prothesen unter Nutzung der perivasalen UltraschallmeR3kopfe zeigten sich
sowohl niedrige Spitzendurchflu3raten (im Mittel 75,20 ml/min) als auch niedrige
mittlere DurchfluBraten (im Mittel 37,96 mil/min). Wie aus der Tabelle 1 zu
ersehen, war sowohl bei den titanisierten (Schafe G1, G3), als auch bei den nicht-
titanisierten Biografts (Schafe G2, G3) teilweise Uberhaupt kein Flow abzuleiten,
was fur einen kompletten GefalRverschlul® spricht. Alle abgeleiteten FluRkurven
finden sich im Anhang, fir das Tier G6, das vorzeitig verstorben war, liegen keine

Kurven vor.

glutaraldehydfixierte Biografts glutaraldehydfixierte Biografts,
titanisiert
(rechte Seite) (linke Seite)
MeanFlow PeakFlow MeanFlow PeakFlow
(ml/min) (ml/min) (ml/min) (ml/min)

Gl 48,4 148 0 0
G2 0 0 27,5 136
G3 0 0 0 0
G4 20,2 54 115,2 281
G5 121,2 174 9,3 17
Mean 37,96 75,20 30,40 86,80
StabW + 50,58 + 81,89 + 48,72 +122,55

Tabelle 1: FluRraten (MeanFlow=mittlerer Flul3, PeakFlow=Spitzenflul3), Mittelwerte (Mean) und
Standardabweichung (StabW) bei den mit einem glutaraldehydfixierten Biograft versorgten Tieren
G1-G5

Der parallel abgeleitete arterielle Mitteldruck war wahrenddessen stets normwertig
(80,1 £ 19,8 mmHg — Mittelwert + Standardabweichung); lediglich beim Schaf G1
war der Mitteldruck mit 56,2 mmHg leicht unterhalb des angestrebten Zielwerts

von =2 60 mmHg.

Die Unterschiede zwischen den mittleren Fluf3raten der titanisierten und der nicht-
titanisierten biologischen Prothesen waren nicht signifikant (p < 0,72; siehe
Abbildung 7),
Spitzendurchflu3raten (p=1).

genausowenig die Unterschiede zwischen den jeweiligen
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Abbildung 7: biologischen Gefal3prothesen: mittlere Flu3raten in ml/min als Mittelwert £ Standard-
abweichung; GA = glutaraldehydfixierte Biografts; T-GA = titanisierte, glutaraldehydfixierte
Biografts

Diese MelRwerte, die fiur vollstdndige oder zumindest teilweise Okklusion der
Prothesen sprachen, bestitigten sich nach der Entnahme bei der
makroskopischen Beurteilung. In allen Prothesen fand sich thrombotisches
Material, eine Lumenverlegung war sowohl in der Mitte der jeweiligen Prothesen
als auch im Anastomosenbereich auszumachen. Weiterhin waren die biologischen
Prothesen teilweise deutlich geschrumpft und verzogen. Auf der nativen, rechten
Seite waren die Interponate ohne Flul3 komplett verschlossen (Tiere G2, G3), auf
der titanisierten, linken Seite schienen gleichsam die Prothesen ohne Flul3 auch
komplett verschlossen (Tiere G1, G3, G5). Die Lumina der weiteren Interponate
waren meist erheblich stenosiert, lediglich bei den Tieren G1 und G5 (nicht-
titanisierte Seite rechts) sowie G4 (titanisierte Seite links) war ein Lumen prompt

zu erkennen.
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4.2.2 Hamodynamik der ePTFE-Prothesen

Die funktionellen Messungen mit Hilfe der Ultraschallmel3kdpfe wurden analog
denen der biologischen Prothesen durchgefuhrt, wobei die FlulRwerte kranial der
Prothesen erhoben wurden und nicht direkt am Interponat, wie bei den
glutaraldehydfixierten Biografts. Denn ePTFE-Prothesen lassen aufgrund ihrer
Materialeigenschaft keine Ultraschallmessung zu. Es ergaben sich bei den
ePTFE-Prothesen zwar auch recht variable, aber im Ganzen bessere Werte als
bei den glutaraldehydfixierten biologischen Prothesen. Es gab in der ePTFE-
Gruppe kein Tier, bei dem sich nicht zumindest ein geringer Flu3 ableiten liel3. Bei
den Tieren P4 und P6 (rechts, nicht-titanisierte Seite) war der Flow allerdings sehr
niedrig, so dafd eine subtotale Stenosierung des Gefal3es angenommen werden
multe.

250

p <0028

200

150

1554 £728

Mittelwert

100

o 61,0 442,1

PTFE-MeanFlow ' T-PTFE-MeanFlow

Abbildung 8: ePTFE-Prothesen: mittlere FluRBraten in ml/min als Mittelwert + Standardabweichung;
T = titanisierte Seite
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Die mittleren FluRBraten waren bei den nicht speziell vorbehandelten ePTFE-
Prothesen mit 61,03 + 42,11 ml/min signifikant niedriger als bei den titanisierten
ePTFE-Prothesen mit 153,38 £+ 72,81 ml/min (p < 0,028) (siehe Abbildung 8); das
gleiche gilt fur die SpitzendurchfluBraten (157,25 + 112,29 ml/min vs. 416,17 +
257,67 ml/min; p < 0,028) (siehe Abbildung 9).

800

p <0028

700

600

500

4162 52577

157341123

PTFE-PeakFlow ‘ T-PTFE-PeakFlow

Abbildung 9: ePTFE-Prothesen: Spitzenflu3raten in ml/min als Mittelwert + Standardabweichung;
T = titanisierte Seite

Betrachtet man die Schafe als Individuum, fallt auf, dal3 bei jedem einzelnen Schaf
sowohl die mittlere, als auch die Spitzenflu3rate stets auf der titanisierten Seite

hoher war (siehe Tabelle 2).

Der parallel abgeleitete arterielle Mitteldruck war mit 84,4 £ 16,7 mmHg stets im

normalen Bereich.
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ePTFE ePTFE,
titanisiert
(rechte Seite) (linke Seite)
MeanFlow PeakFlow MeanFlow PeakFlow
(ml/min) (ml/min) (ml/min) (ml/min)
P1 51,6 164 117,2 302
P2 100,3 279,5 226,3 837
P3 81,6 197 217,1 512
P4 11,9 20 51,6 117
P5 107,3 258 206,3 502
P6 13,5 25 101,8 227
Mean 61,03 157,25 153,38 416,17
StabW 42,11 +112,29 +7281 + 257,67

Tabelle 2: FluBraten (MeanFlow=mittlerer Flu3, PeakFlow=Spitzenflul3), Mittelwerte (Mean) und
Standardabweichung (StabW) bei den mit einer ePTFE-Prothese versorgten Tieren P1-P6

Auch der makroskopische Befund deckte sich weitgehend mit den Mel3werten,
wonach die nicht-titanisierten Interponate (rechts) der Tiere P4 und P6 — wie bei
den niedrigen Flow-Werten erwartet — subtotale Stenosen aufwiesen, die
zwingend zu einem Verschluf3 fuhren, und die der Tiere P1 und P3 hochgradig
stenosiert waren, auf der titanisierten Seite (links) hingegen lediglich das
Interponat des Tiers P4 bei niedrigen Flow-Werten tatsachlich hohergradige

Stenosen aufwies; ansonsten fanden sich nur partielle Lumenverengungen.

4.3 Histologische Auswertung

Histologische Schnitte wurden aus der Mitte der Prothese gewonnen;
anastomosennahe Praparate wurden nicht analysiert.

Bei der histologischen Begutachtung ist zu bericksichtigen, daf3 trotz vorsichtiger
Praparation, Fixierung und Farbung beispielsweise Ril3- und Schrumpfungs-
artefakte nicht immer zu vermeiden waren und teilweise z.B. thrombotisches
Material bei der Praparation oder im Rahmen der Fixierung verlorengegangen ist.
Dies gilt insbesondere fir die ePTFE-Prothesen, bei denen nicht nur natirliches
Gewebe, sondern gleichzeitig auch Kunststoff geschnitten werden muf3te. Die in
den Grafiken (s. Abbildungen 10 und 11) offen erscheinenden Gefal3anteile

mussen daher in vivo nicht zwangslaufig durchgangig gewesen sein.
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4.3.1 Biologische Gefal3prothesen

Die Serien mit den histologischen Schnitten (Abbildung 10) dokumentieren
eindrucklich, dal3 die meisten Prothesen mit thrombotischem Material ausgefullt
sind. Lediglich bei den Tieren G1 und G5 jeweils rechts (nicht-titanisierte Seite) ist
ein Lumen prompt zu erkennen. Diese Befunde decken sich mit den makro-
skopischen und den funktionellen Ergebnissen.

glutaraldehydfixierte Interponate

Karotis rechts Karotis links
Kontrolle titanisiert

Abbildung 10: histologische Préparate der glutaraldehydfixierten Biografts
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4.3.2 ePTFE-Prothesen

Betrachtet man die ePTFE-Prothesen im histologischen Querschnitt, so fallen
bereits in der UbersichtsvergroRerung solche auf, die innerhalb des Kunststoff-
rings nahezu kein Gewebe vorweisen (P1, P2, P4, P5 jeweils die titanisierte/linke
Seite; P5 nicht-titanisierte/rechte Seite) und solche, die stenosiert wirken (P1, P2,
P3 nicht-titanisierte/rechte Seite; P6 auf der titanisierten/linken Seite).

In den Detailaufnahmen kann man verschiedentlich erkennen, dafl3 kleine
Oberflacheninhomogenitaten des ePTFE unmittelbar zum

Bindegewebszellen gefiihrt haben.

Karotis rechts
Kontrolle

ePTFE Interponate

Karotis links
titanisiert

Abbildung 11: histologische Préparate der ePTFE-Prothesen
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4.4 REM-Befunde

Rasterelektronenmikroskopische Befunde liegen nur exemplarisch fur einige der
ePTFE-Prothesen vor, da dieses Bildgebungsverfahren nicht generell durch-
gefuihrt wurde. Man kann jedoch (hier am Beispiel des Schafs P2) im Vergleich der
beiden Seiten erkennen, daf} auf der nicht-titanisierten, rechten Seite eine Matrix
aus Fibrinfaden mit Erythrozyten und anderen Blutzellen durchsetzt ist, die eine

recht zerkliftete Oberflache entstehen lassen (siehe Abbildung 12),

pLE]
PTFE003.SEM

SE

#6553
29.10.08
11:09

2000 Zeilen
32 ms | Zeile
Breite: 2800
Hohe: 2100

Abbildung 12: REM-Aufnahme der nicht-titanisierten ePTFE-Prothese (Schaf P2); 1000fache
VergroRerung (Quelle: Institut fur Anatomie, Universitéat zu Lubeck)
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wohingegen auf der linken Seite mit dem titanisierten GefaRinterponat bereits in
der Ubersichtsaufnahme (siehe Abbildung 13) eine weitgehend glatte, mit

Endothelzellen ausgekleidete, Oberflache zu erkennen ist.

2L,b
PTFE015.SEM

SE

#6565
29.10.08
14:02

2000 Zeilen
32 ms | Zeile
Breite: 2800
Hohe: 2100

Abbildung 13: REM-Ubersichtsaufnahme der titanisierten ePTFE-Prothese (Schaf P2); 100fache
VergroRerung (Quelle: Institut fur Anatomie, Universitéat zu Lubeck)

-29-



Auch in der Detailaufnahme der titanisierten Seite finden sich langgezogene,

flachige Endothelzellen, die die Oberflache zusammenhangend und glatt

erscheinen lassen (siehe Abbildung 14). Diese Beobachtung deckt sich mit den

weiteren morphologischen und funktionellen Untersuchungen; beim Schaf P2

waren makroskopisch beide Prothesen offen, der mittlere Fluf3 war auf der

titanisierten Seite mehr als doppelt so hoch.

,a
PTFE012.SEM

SE

#6562
29.10.08
13:43

2000 Zeilen

- 32 ms | Zeile

Abbildung 14: REM-Aufnahme der titanisierten ePTFE-Prothese (Schaf P2); 500fache
VergréRerung (Quelle: Institut fur Anatomie, Universitat zu Libeck)
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5. DISKUSSION

Das Ziel der Arbeit war, im GrofR3tierversuch eine neue Art der Titanisierung an
kleinkalibrigen Gefal3prothesen zu validieren.

Die Ergebnisse zeigen, dal3 die Titanisierung von ePTFE-Oberflachen die
DurchfluBrate signifikant und klinisch relevant erhoht und eine Endothelialisierung
beginstigt.

Bei Prothesen aus glutaraldehydfixierten Biografts mit und ohne Titan waren
hingegen unerwartet geringe Durchflu3raten zu messen. Hier ist noch erhebliche
Forschungs- und Entwicklungsarbeit notwendig, um eine den ePTFE-Prothesen

vergleichbare Funktionsverbesserung zu generieren.

5.1 Der Prothesenverschlul

Fur einen thrombotischen Prothesenverschlul? spielen die Eigenschaften des
distalen Gefalbetts (sog. ,run-off), Aspekte der Blutgerinnung (medikamentdse
Antikoagulation sowie Thrombogenitat der Blutkontaktflachen) und die
Anastomosenverhéltnisse (sowohl in Hinsicht auf ihre handwerklich-technische
Qualitat als auch hinsichtlich Zellproliferationsphanomenen wie der Bildung einer

sog. Neointima) eine entscheidende Rolle.

Gerade kleinlumige Gefal3prothesen oder solche, in denen langsame
FluRbedingungen herrschen, neigen zur Thrombosierung® * 7 und Intimahyper-
plasie®®.

Betrachtet man die Vielzahl der Funktionen, die ein gesundes Gefald
wahrzunehmen hat (u.a. Bereitstellung einer Blutkontaktflache durch die
Endothelzellschicht mit aktivierenden und inhibierenden Aufgaben in der
Blutgerinnung), verwundert dies nicht sonderlich. Die sich aus der Physiologie
ableitenden Anforderungen an eine ideale Gefal3prothese sind mannigfaltig: sie
bendtigt eine ausreichende mechanische Starke, Elastizitdt, Bio- und
Blutkompatibilitdt (insbesondere eine nicht-thrombogene Oberflache), sollte sich
spontan endothelialisieren und nicht zur Intimahyperplasie neigen® ®> ) Eine

zusammenh&ngende Endothelschicht ist aus heutiger Sicht die beste nicht-
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thrombogene blutkompatible Oberflache; somit sollte eine optimale Prothese das
Wachstum einer solchen Schicht gewahrleisten””. Im Zuge der Entwicklung gilt es
also, die Thrombogenitat der Blutkontaktflache durch eine Endothelialisierung zu

vermindern.

Die Ausbildung einer vorteilhaften Neointima in einer kinstlichen Gefal3prothese
und die okklusionsfordernde Intimahyperplasie vornehmlich im Anastomosen-
bereich stellen ein Phdnomen dar, das seit Jahren bekannt ist und mit dem sich

umfangreiche Untersuchungen beschaftigt haben.

Bereits 1985 berichteten Clowes et al.*®, daR nach der Implantation von PTFE-
Prothesen (Durchmesser 4 mm) ein Einheilungsprozel3 stattfinde, der Teil der
normalen Wundheilung sei und dal3 es dadurch zu einer Ansammlung von Zellen
an der Oberflache des Innenlumens komme. Da dieser Prozeld stets von der
Anastomosenregion ausgehe, schlie3en die Autoren, dafd die Zellproliferation (von
Endothel- und glatten Muskelzellen) jeweils als Auswachsen vom gesunden
Gewebe zu verstehen sei und sich nicht etwa irgendwo in der Prothese, ohne
Anschlu? zu sonstigem Gewebe, Zellinseln bildeten. Dal3 es speziell im
Anastomosenbereich zu einer Verengung durch fortdauernde Proliferation kommt,
erklaren die Autoren mit einer anhaltenden Verletzung der Endothelschicht. Als
Ursache fir diese chronische Endothelzellschadigung wird angenommen, dal3 die
verschiedenen mechanischen Eigenschaften von Gewebe und Prothese im
Bereich der Anastomose zu unphysiologischen Zug- und Scherkraften fihren, die
kleinste Schaden erzeugen®”. Wie bei jeder Form der GefaRverletzung kommt es
zu einem WundheilungsprozeR. Durch Proliferation und Migration von glatten
Muskelzellen und verstarkte Produktion extrazellularer Matrix kommt es dann zur
Intimahyperplasie: die GefaBwéande verdicken sich und das Lumen verkleinert sich
dabei. Beschleunigt wird das Phanomen durch Endotheldysfunktion,
Blutplattchenanlagerung und eine chronische EntzUndungsreaktion(Sl). Das Fehlen
lebendiger Endothelzellen tragt wiederum zur Thrombose und Intimaproliferation
bei®®. Je enger der Anastomosenbereich wird, desto eher kommt es dann zu

thrombotischen Verschliissen.
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Nach neuerer Auffassung sind fur die Bildung der Neointima nicht nur das
angrenzende Gewebe des nativen Gefal3es verantwortlich, sondern dartber
hinaus Blutzellen und - je nach Porositdt des Prothesenmaterials - das
perivaskulare Gewebe® 9,

In der Anastomosenregion wachsen Zellen des angrenzenden nativen Gefal3es
aus. Bereits nach 14 Tagen fanden Mellander et al. aber auch isolierte Zellinseln
an der Protheseninnenwand, bei denen Hinweise auf eine Herkunft aus dem
Blutstrom bestanden. Die Zellen hatten zwar einen endothelzellahnlichen
Phanotyp, es handelte sich aber zellbiologisch eher um glatte Muskelzellen. Die
hohen Verschlu3raten ihrer ePTFE-Prothesen (4 mm Innendurchmesser; 5 von 6
Prothesen nach 90 Tagen verschlossen) erklarten die Autoren mit der
Intimahyperplasie und der Annahme, dal die auskleidenden Zellen eine hdhere

Thrombogenitét als echte Endothelzellen aufweisen.

Bei der Beurteilung von Zellrasen in ePTFE-Prothesen st stets zu
berticksichtigen, dal} gewisse Unterschiede zwischen Versuchen beim Menschen
und Tierversuchen zu bestehen scheinen; im Schweinemodell kommt es zu
geschlossenen Zellrasen, beim Menschen bestehen nur inselférmige
Zellansammlungen. Beide Zellformationen bestehen jedoch nicht aus

Endothelzellen®?.

5.2 Verfahren zur Verminderung der Thrombogenitat von Blutkontaktflachen

Auf unbehandelten ePTFE-Prothesen finden sich zwar gelegentlich Zellrasen®?,
die aber keinem Endothel entsprechen. Da diese Besiedlung fur die Vermeidung
von Thromben unzureichend ist (fur unbehandeltes ePTFE werden schlechte
Offenheitsraten von nur ~40% nach 5 Jahren berichtet?), wurden diverse

Verfahren zur Reduktion der Thrombogenitat getestet.

Diese Modifikationen reichen von Beschichtungen mit Kollagen®”, Laminin®?),
Fibronektin® ©7  Fibrinkleber®®, Phosphorylcholin®™ und weiteren Substanzen
ber chemischen Veranderungen (kovalente Bindung von Heparin® % 59
Fibronektin®® 5 oder Fibrin”) bis hin zu gezielten Zellbesiedlungen im Rahmen
des Tissue Engineerings (siehe Abschnitt 5.9).
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5.2.1 Verfahren ohne die Anwendung von Titan

Verschiedene Prothesenmaterialien sind unterschiedlichen Methoden zur
Reduktion der  Thrombogenitat unterzogen worden; die folgende
Zusammenstellung beschrankt sich auf die Oberflachenmodifikation von ePTFE-
Prothesen.

Bei den Modifikationen wird das an sich hydrophobe ePTFE (an das sich Proteine
stark binden) graduell hydrophiler, was eine reversiblere und somit
physiologischere Proteinanlagerung begtinstigt“®.

Die Heparinbeschichtung von ePTFE-Prothesen fiihrte zu einer signifikant
reduzierten Ansammlung von Blutplattchen und einer signifikant geringeren
Auspréagung der anastomosennahen prothesenseitigen Intimahyperplasie beim
Pavian. Interessanterweise wurde hier das Heparin ortsstandig an die Prothese
angebunden; die anastomosennahe Intimahyperplasie des vorhandenen nativen
GefaRes lieR sich nicht reduzieren®?,

Dieses Verfahren zur kovalenten Bindung von Heparin an ePTFE wurde an 86
Patienten getestet; nach einem Jahr waren 82% der Prothesen, an denen im
ersten Jahr keine Re-Intervention notwendig war, durchlassig. Dabei ist zu
berticksichtigen, dal3 alle Patienten mit Clopidogrel (fur einen Monat),
niedermolekularem Heparin (fur drei Wochen) und Acetylsalicylsédure (lebenslang)
behandelt wurden®”.

In einer zweiten Studie mit 350 Patienten wurden die ePTFE-Prothesen mit dem
kovalent gebundenen Heparin fur die periphere Bypasschirurgie mit autologen
Veneninterponaten verglichen. Die primare Offenheitsrate nach ein und zwei
Jahren unterschied sich nicht signifikant zwischen beiden Gruppen. Allerdings
bendtigten die Patienten mit den kinstlichen Prothesen mehr Revisions-
Operationen®?,

Uber welchen Zeitraum das Heparin tatsachlich ortsstandig an der
Prothesenoberflache nachweisbar vorgelegen hat, wurde nicht berichtet.

Walpoth et al. verglichen ePTFE-Prothesen mit Fibrin und solche mit einer
Fibrinmatrix, an die kovalent VEGF (vascular endothelial growth factor) gebunden
war, mit unbehandelten ePTFE-Prothesen. Dies fiihrte in beiden Féllen zu starker

ausgepragter Intimahyperplasie mit Stenosierung!’”.
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Die Anwendung einer Phosphorylcholin-Beschichtung auf ePTFE fihrte zu
signifikant reduzierter Neointima-Bildung und somit weniger Stenosierung im
Anastomosenbereich nach vier Wochen beim Hund; auflerdem wurde die
Thrombozytenablagerung vermindert™ ¥ Auch die Anwendung eines komple-
xen zweischichtigen Polymers aus Silikon und Fluorokarbon zur Beschichtung
reduzierte die anastomosennahe Intimahyperplasie signifikant®®. Keines der

letzten beiden Verfahren scheint allerdings danach weiterverfolgt worden zu sein.

Die Beschichtung mit dem Immunsuppressivum Sirolimus (auch als Rapamycin

bezeichnet) kann die Bildung einer Neointima signifikant reduzieren® Y,

Weitere Verfahren zur reinen Beschichtung ohne kovalente Bindung sind u.a. mit
Kollagen, Laminin, Fibronektin und Gelatine erfolgt®®. Die Beschichtung mit
Serumproteinen oder Kollagen zeigte einen merklichen Anstieg von konfluenten
Endothelzellen auf der Prothesenoberflache unter pulsatilem Blutfluf3 in vitro im

@) Auch Laminin erhohte die Zell-

Vergleich zu unbeschichtetem ePTFE
anlagerung und verhinderte einen Zellverlust unter pulsatilem Blutflu3®®. Im
Vergleich mit Gelatine und Kollagen fiihrte die Beschichtung mit Fibronektin zur
besten Endothelzellanlagerung nach 120 Minuten; Gelatine und Kollagen waren
der unbeschichteten Prothese tiberlegen®.

Allerdings wurden alle hier angewandten nicht-kovalenten Verfahren zur
Beschichtung, soweit aus der Literatur erkennbar, nur hinsichtlich der Zelladhasion
im Kurzzeitversuch (maximal 24 Stunden) evaluiert. In einem neueren
Ubersichtsartikel spielen derartige Beschichtungsverfahren kaum noch eine
Rolle®®®; der Trend geht eher zur physikochemischen Oberflachenbehandlung im
Bereich der Nanotechnologie, wie aus folgender aktueller Tabelle aus dem

Frahjahr 2012 zu entnehmen ist (Tabelle 3).
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TaBLE 1: Summary of the various modification techniques currently employed for optimising blood-material interactions [26].

Modification Description

Polymer gelling (growth factor mixed with the material in the liquid state and change temp, pH or ion
concentration to obtain a gel with nanopores)

Emulsion techniques (factors which are insoluble in aqueous solutions)

High pressure gas foaming (incorporate GF into porous scaffolds, without the use of solvents)

Physical immobilisation

Surface distribution of ligands

Covalent modification RIS s n 3
e Distribution of ligands through the bulk of the material

Passive adsorption driven by secondary interactions between the molecule and the protein
Self-assembled monolayers (SAMs) adsorption of the peptide (which is designed with hydrophobic tail
and a spacer) from solution

Microcontact printing of alkanethiol SAMs, photolithography (on hard materials), soft lithography (on
elastomeric materials)

Direct protein patterning: drop dispensing, microfluidic patterning

Surface adsorption

Crosslinking Photo/chemical crosslinking

Ion bombardment
Altering surface wettability UV irradiation
Exposure to plasma discharge

Deposition of polymer films/islands, nanoparticles, metallographic paper or diamond paste polishing,

Altering surface roughness : = :
& i sand blasting, photolithography, and e-beam etching

Tabelle 3: Ubersicht {iber verschiedene aktuelle Techniken zur Modifikation von Blutkontaktflachen
(Quelle: de Mel A, Cousins BG, Seifalian AM: Surface modification of biomaterials: a quest for
blood compatibility. Int J Biomater. 2012;2012:707863)

5.2.2 Verfahren unter Anwendung von Titan

Titan ist schon seit Jahrzehnten das fuhrende Metall in der medizinischen
Prothetik®* 8. Das Metall bzw. Legierungen desselben kénnen dabei als solide

Implantate im orthopadischen Bereich®® 7

genutzt werden, aber auch fir die
Beschichtung von Stents (beispielsweise bei der perkutanen transluminalen
Koronarangioplastie zur Verhinderung eines erneuten Verschlusses des
HerzkranzgefaRes’), und schlieBlich im Bereich der Nanotechnologie zur
Oberflachenbeschichtung im mikroskopischen Bereich (30 nm) einer Prothese®®,
wie im Rahmen dieser Arbeit geschehen.

Zahlreiche Metalle, wie auch medizinischer Stahl und Gold haben die Eigenschatft,
mit biologischen Materialien Komplexe zu bilden und/oder mit diesen Elektronen
oder Protonen auszutauschen. Keine dieser drei Eigenschaften tritt hingegen in
vivo bei Titan auf (selbstverstéandlich kénnen hingegen in vitro biologische
Oberflachen mit Titan kovalent verbunden werden). Titan hat ein niedriges
elektrochemisches Oberflachenpotential und ist somit biologisch inert®. Auch
dinne Titanschichten auf diversen Kunststoffen fordern die Anlagerung von

Endothel; zudem wirken sie nicht proinflammatorisch®.
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Es gibt verschiedene Verfahren der Titanbeschichtungen:

Sputtern (Kathodenzerstaubung)
Beim Sputtern wird die Metalloberflache einer Kathode durch Beschul3 mit
energiereichen Edelgasionen zerstaubt; die Metallteilchen schlagen sich auf einer

Zieloberflache nieder™

. Bei diesem Vorgang kommt es allerdings zu relativ
niedrigen Ablagerungsraten, ferner entstehen auch am zu beschichtenden
Material hohe Temperaturen®?. Deshalb ist dieses Verfahren fir ePTFE und

insbesondere flr biologische Prothesenmaterialien ungeeignet.

Magnetronsputtern (spezielles Verfahren der Kathodenzerstaubung)

Beim Magnetronsputtern wird am Zielobjekt ein Magnetfeld angelegt, das die
Wabhrscheinlichkeit des Einschlags von zerstaubten Metallteilchen erhdht und
somit zu hoheren, wenn auch ungleichméaRigen, Ablagerungsraten fiihrt“?,
Cikirikcioglu et al. hatten bereits gezeigt, dal3 nach einem Monat — bei gleichen
Offenheitsraten — die Neo-Endothelialisierung der titanbeschichteten Oberflache
besser im Vergleich zur unbeschichteten ePTFE-Oberflache war. Fir ihre
Versuche nutzten sie dieses Magnetronsputtern zur Titanbeschichtung, das eine
mit 5-20 um etwa 1000fach dickere Titanschicht generiert, als dies bei PACVD-
Verfahren (siehe nachster Abschnitt) der Fall ist. Diese dicke Schicht lait sich
auch im Vergleich der dort abgebildeten REM-Aufnahmen mit dem rechten Teil
der Abbildung 2 (Seite 11) bestatigen®® . Das Magnetronsputtern von Titan ist
zwar fur ePTFE geeignet, bei den relativ hohen nétigen Temperaturen wirde aber
ein glutaraldehydfixiertes Biograft denaturiert werden. Im Vergleich zum PACVD-
Verfahren (siehe nachster Abschnitt) hat das Magnetronsputtern gravierende
Nachteile. Zum einen bendtigt es héhere Temperaturen, zum anderen besteht
aufgrund der rein physikalischen Anlagerung (ohne kovalente, chemische
Bindung) die Gefahr, dall bei akuter mechanischer Belastung oder
Dauerbelastung der Prothese Titanbruchstiicke im Mikrometerbereich mit dem
Blut verschleppt werden und Mikroembolien mit potentiellen Endorganschaden

verursachen.
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Plasma-Activated Chemical Vapor Deposition (PACVD)

Das neuartige an der in dieser Arbeit genutzten Form der Titanisierung ist die
Technologie, die es erlaubt, Titan an Biomaterial bzw. ePTFE kovalent (mittels
Elektronenpaarbindung) zu binden, ohne dal3 die fur ein Schmelzen des Metalls
notwendigen hohen Temperaturen, die das Biomaterial und das ePTFE

irreversibel schadigen wirden, von Noten sind.

Nach Unger ist PACVD (“Plasma-Activated Chemical Vapor Deposition” oder
“‘Plasma-Assisted Chemical Vapor Deposition”, deutsch ,Plasmaunterstitzte
chemische Gasphasenabscheidung®) ein Verfahren, bei dem durch Stof3ionisation
aus einem Gas(gemisch) in einer chemischen Reaktion eine dinne und feste

(74)

Phase abgeschieden wird""™. Das Verfahren kann je nach Schichtmaterial bei

Raumtemperatur stattfinden. Zudem konnen komplexe, dreidimensionale

Strukturen gleichmaRig beschichtet werden®“®.

Wahrend es sich also beim Sputtern um ein rein physikalisches Verfahren handelt,
bei dem sich zerstaubte Metallteilchen auf dem Substrat niederschlagen, kommt
es bei CVD-Verfahren (Chemical-Vapor-Deposition-Verfahren) zu einer
chemischen Bindung. Bei dem in unserer Arbeit genutzten PACVD-Verfahren
reagierte Titan unter Bildung von Elektronenpaarbindungen mit Kohlenstoff-
atomen und (im Rahmen folgender Oxidationsvorgéange) mit Sauerstoff(®*: 32 36. 69,
Ein wesentlicher Vorteil ist dabei die deutlich energiereichere Bindung, die ein
Auswaschen und die ungewollte Verteilung mit dem Blutstrom im Korper
unwahrscheinlicher macht. Somit ist die Gefahr einer Mikroembolisation beim

PACVD-Verfahren im Vergleich zum Sputtern nicht gegeben.

Dasselbe PACVD-Verfahren (gleichfalls bei Raumtemperatur, gleichfalls mit
kovalenten Bindungen zwischen Titan und dem Polyester) ist von Uberriick et al.
genutzt worden. Die Titanschicht war 50-60 nm dick. Die Arbeitsgruppe
beschichtete Prothesen aus Polyester (Dacron®, 8 mm Innendurchmesser) mit
Titan und vergleich diese mit unbeschichteten Prothesen. Alle sechs titanisierten
Prothesen waren verschlossen; von den nicht-titanbeschichteten war nur eine von
sieben verschlossen. Ganzlich umgekehrt war das Ergebnis in Hinsicht auf die

Einheilung der Prothese: wahrend die titanisierten Prothesen ganzlich
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eingewachsen waren, war dies nur bei zwei der sieben nicht-titanisierten gegeben.
Die Titanbeschichtung sei gunstig fur das Einwachsen der Prothese als Marker fir
Biokompatibilitat®. Der entscheidende Unterschied, der bei der Beurteilung der
Offenheitsraten der letztgenannten Studie im Vergleich mit der hier vorliegenden
Arbeit bedacht werden muf3, liegt in der unterschiedlichen Ausgestaltung des
Prothesenmaterials. Dacron® liegt als ein maschenférmiges Gewebe vor. Hier
kommt es zu einem Einwachsen des umgebenden Bindegewebes, etwa von
periprothetisch, und somit zu Einengungen und Verziehungen der Prothese.

Die ePTFE-Prothese bt hingegen eine ,gewisse Barrierefunktion gegenuber
einwachsenden Zellen aus®; die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse sind

insofern nicht mit denen der Polyesterprothesen vergleichbar.

5.3 Wahl des Tiermodells

Fur unser Experiment fiel die Auswahl auf Hausschafe, weil diese Nutztiere wenn
auch nicht die exakte, so doch dem menschlichen Korper vergleichbare Grof3en-,
Gewichts- sowie Gefalldurchmesserwerte aufweisen. Zudem sind die Haltung
relativ problemlos, die Verfugbarkeit hoch und die Beschaffung kostengulnstig.
Durch die Nutzung der Anlagen der gemeinsamen Tierhaltung der Universitat zu
Libeck hatten die Schafe bei uns die Moglichkeit, im Freilaufgehege
untergebracht zu werden; dies stellt wahrscheinlich gegentiber anderen Studien
einen Vorteil dar, weil die Tiere unterschiedlicheren Belastungen als im Tierstall
ausgesetzt waren.

Auch andere Nutztiere wie Schwein® 7 und Ziege®” sind grundsatzlich als

geeignet anzusehen.

Als Implantationsort fur die GefaRprothesen wahlten wir die Karotisposition, weil
diese beim Schaf durch die recht oberflachliche Lage im verhaltnismafig langen
Hals gut zugangig ist.

Karotiden sind beim Gesunden die wesentlichen Geféalie fiur die Versorgung des
Viscero- und vorderen und mittleren Neurocraniums. Eine hochgradige Stenose
oder ein akuter Verschlul3 der Karotiden geht daher nicht selten mit

neurologischen Defiziten einher. Die Tiere, die sdmtlichst keine neurologischen
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Auffélligkeiten trotz verengter oder verschlossener Gefalle im
Beobachtungszeitraum zeigten, muissen somit Udber eine ausreichende
Kollateralisierung, in erster Linie Uber die Vertebralarterien, verfigen. Die
Suffizienz solcher Kollateralen ist bei ansonsten gesunden, jungen Tieren nicht
unbedingt von vorn herein gegeben; hier kann angenommen werden, daf3 die in
den Ergebnissen beschriebenen partiellen oder totalen Gefallverschlisse in
keinem Fall akut waren, sondern eher Uber einen Zeitraum entstanden sind, der
die Ausformung einer geeigneten Kollateralisierung moéglich machte.

Erganzend sei bemerkt, dafl3 auch das vorzeitig verstorbene Tier G6 in den Tagen
vor seinem Tode keinerlei Symptome aufwies, die auf zerebrale
Minderdurchblutung hinwiesen. Vielmehr handelte es sich, wie die Sektion ergab,

um eine ausgedehnte Pneumonie.

5.4 Versuchsdesign

Durch die beidseitige Karotisoperation (stets links die titanisierte, rechts die nicht-
titanisierte Prothese) filhrte jedes Tier gleichzeitig seine Kontrolle mit*> *¥_|n der
Literatur gibt es keine Hinweise darauf, dal3 sich Druck- oder FluRverhaltnisse
physiologisch zwischen beiden Karotiden unterscheiden wirden. Die zeitliche
Abfolge der Versuche war in der gewahlten Form unabdingbar, weil ja die
Karotisabschnitte der ersten Versuchsgruppe nach Fixierung und weiterer
Behandlung in die Tiere der zweiten Versuchsgruppe implantiert wurden. Fur die
Operationen konnte ein in der Gefal3chirurgie sehr erfahrener Operateur gefunden
werden, so daf auch die individuelle Reihenfolge der operierten Tiere keine Rolle
spielen sollte.

Durch die Interposition zweier zu vergleichender Prothesen an ein und demselben
Tier ist es gelungen, Einflisse von individueller Hamodynamik und Hamostase zu

minimieren.
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5.4.1 Versuchsdauer

Fur unseren experimentellen Versuch wahlten wir einen Versuchszeitraum von
etwa 120 Tagen. Typischerweise sind die fur die Einengung des Prothesenlumens
verantwortlichen Prozesse (vor allem die sog. Intimahyperplasie) zwar nach vier
Wochen schon nachweisbar, aber nach zwolf Wochen erst voll ausgepragt™?.
Insofern ist es nachvollziehbar, daR Cikirikcioglu®™ nach vier Wochen beim
ePTFE noch sehr hohe Offenheitsraten (80%) erzielte, bei uns hingegen nach
Uber 17 Wochen (also einem mehr als vierfach langeren Versuchszeitraum)
niedrigere Raten zu verzeichnen waren.

Wenn man von akuten, friihen thrombotischen Komplikationen absieht, entstehen
die Verschlisse kunstlicher Gefal3prothesen aufgrund einer hohen Ober-
flachenthrombogenitat oder im Rahmen der spateren Intimahyperplasie®® ’”. Die
Gewebeproliferation im  Anastomosenbereich engt die GefaRprothesen
zunehmend ein; dies begunstigt schlieBlich bei turbulenter und langsamerer
Stromung die Okklusion. Diese Verschlisse treten aber auch bei kleinlumigen
ePTFE-Prothesen erst nach etwa drei Monaten auf. Insofern war es sinnvoll, fr
die hier vorliegende Untersuchung einen Zeitraum zu wabhlen, der diese drei

Monate tibertrifft*® 19,

5.4.2 Operatives Vorgehen

Fir den hier durchgefuihrten Versuch wurde aus Grinden der Vergleichbarkeit mit
dem beidseitigen Karotisersatz ein bereits in der Literatur beschriebenes
Versuchsdesign gewahlt®® 1577,

Um die VerschluBRrate langstreckigerer Interponate, wie sie beim femoro-
poplitealen, femoro-cruralen oder axillo-femoralen Bypass Verwendung finden, zu
untersuchen, ware der Karotisersatz sicherlich weniger geeignet. Die Interposition
langstreckiger kleinlumiger titanisierter ePTFE-Prothesen an den genannten
Positionen ist aber gleichfalls uneingeschréankt denkbar. Auch dabei sollte dann
auf der einen Seite die unbehandelte und auf der anderen Seite die titanisierte

Prothese implantiert werden.
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5.4.3 Antikoagulation

Ublicherweise werden Patientinnen und Patienten, die mit Implantaten versorgt
wurden, die korperfremde Blutkontaktflachen aufweisen (also z.B. kinstliche
Herzklappen, biologische Herzklappen vom Rind 0.4., Dacron® oder PTFE-
Gefal3prothesen), medikamentds antikoaguliert. Hierzu stehen diverse Thrombo-
zytenaggregationshemmer wie — exemplarisch genannt — Acetylsalicylsaure,
Clopidogrel und Ticagrelor sowie Antikoagulantien wie u.a. die Cumarine und
Heparine zur Verfigung. Im hier durchgefuihrten Versuch wurde von einer
Antikoagulation oder einer Thrombozytenaggregationshemmung bewul3t
abgesehen. Die Anwendung einer entsprechenden suffizienten Medikation (wie
sie als Beispiel auch nach einer klassischen Herzbypass-OP mit nieder-
molekularem Heparin bis zur vollstdandigen Mobilisation, Acetylsalizylsdure 100
mg/Tag lebenslang und Clopidogrel je nach Dringlichkeit des Eingriffs und
Begleiterkrankungen®® praktiziert wird), hatte moglicherweise bessere Durchfluf3-
raten in den Karotiden zeigen kdnnen. Allerdings wéare dann insbesondere der zu
untersuchende Effekt des Titanisierungsvorgangs maoglicherweise nicht so deutlich

bei der Erhebung der FluRBwerte in Erscheinung getreten.

5.5 KarotisfluBmessungen

Die Flowmessungen mit den perivasalen Ultraschallmel3kdpfen konnten bei den
glutaraldehydfixierten Arterien direkt am Interponat durchgefuhrt werden, wegen
der Materialeigenschaften des ePTFE mufite die Messung hier jedoch
fluBabwarts, also im unmittelbar der Prothese anschlieenden nativen Gefald
erfolgen. Auf die FluBraten hat diese Verlagerung wegen der
Kontinuitatsgleichung keinen EinfluR®; FluBgeschwindigkeit und Driicke kénnten
sich hingegen unterscheiden — diese wurden aber nicht untersucht. Durch die
Wahl einer Prothesengrof3e, die ohne Kalibersprung mit dem nativen Gefal
harmoniert, sind Unterschiede in FluBgeschwindigkeit und Blutdruck
weitestgehend minimiert worden.

Andere Arbeitsgruppen haben die Durchgangigkeit der Prothesen mittels

angiographischer Methoden gepruft™ ™"

. Dieses Verfahren ist organisatorisch
deutlich aufwendiger. Zwar generiert die Angiographie eine bildliche Darstellung,

was als Vorteil gesehen werden kann; insbesondere kann bei einer Stenose
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festgestellt werden, wo genau im Prothesenabschnitt sich diese befindet. Die
quantitative Interpretation einer angiographischen Methode ist aber deutlich
schwieriger als bei der direkten Ableitung eines fir die Durchgangigkeit des

Gefalies entscheidenden MeRRwertes (ml/min) wie in dieser Arbeit.

Die mittleren FluRBraten waren bei den titanisierten ePTFE-Prothesen mit 153,38 +
72,81 ml/min signifikant um 151 % hoher als bei den nicht speziell vorbehandelten
ePTFE-Prothesen mit 61,03 £ 42,11 ml/min (p < 0,028); auch bei den
SpitzendurchfluBraten fanden sich signifikant (um 165%) hohere Werte (416,17 +
257,67 ml/min vs. 157,25 + 112,29 ml/min; p < 0,028).

Die GroRRenordnung der mittleren Fluf3raten entspricht derjenigen in vergleichbarer
Literatur (Cikirikcioglu et al. berichten bei Schweinen mit einem Gewicht von 30 £
2 kg intraoperative FluRraten von 170 + 108 ml/min bis 200 + 73 ml/min)®>.

Bei den glutaraldehydfixierten Biografts waren die FluRraten allesamt niedrig;
lediglich bei je einer Prothese der titanisierten und der nicht-titanisierten Gruppe
war Uberhaupt ein adaquater Flu3 feststellbar. Somit lagen auch keine
signifikanten Unterschiede vor. Diese niedrigen FluRraten erklaren sich durch
Reaktion des Korpers auf die Biografts. Trotz der Glutaraldehydfixierung laufen
noch erhebliche immunologische Reaktionen ab®® (siehe Abschnitt 5.7), die im
Wesentlichen fur die Schrumpfung mit Lumenverlegung und entsprechend

niedrigen Durchfluf3raten verantwortlich gemacht werden kdnnen.

5.6 Morphologische Evaluation

Die ePTFE-Prothesen waren von auf3en gut ins umgebende Bindegewebe des
Halses eingewachsen. lhre Form und Struktur haben sie dabei stabil erhalten
koénnen; sie lieRen sich fur die AbschluZevaluation problemlos praparieren.

Das ePTFE wirkt nach au’en hin wie eine ,Barriere“ gegen einwachsendes
Bindegewebe. Dies ist fur andere Prothesenmaterialien wie etwa Polyester nicht
gegeben: wegen der Ausgestaltung mit maschenformiger Textur kann es zum
Einwachsen perivaskularen Gewebes nach intraluminal kommen. Auch von aul3en
sind Verziehungen und Schrumpfungen der Prothese mdglich. So kommt es
insgesamt zur Stenosierung der Prothese von innen und aufRen mit erheblich

erniedrigten DurchfluRraten bis hin zum TotalverschluR .
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Auch die glutaraldehydfixierten Biografts sind in der hier vorliegenden Arbeit
einem Schrumpfungsprozel3 unterlegen, es kam zu Verziehungen und Stenosen
bis hin zum vollstdndigen Verschlul3. Die Ursache ist hier aber eine deutlich
andere: trotz Glutaraldehydfixierung sind die Prothesen noch einer erheblichen
immunologischen Antwort unterworfen, vornehmlich durch Granulozyten®®. Auch
bei der titanisierten Prothese ist diese Immunantwort noch vorhanden, wenn auch
reduziert®: eine Ursache hierfiir kann die unvollstandige Titanbedeckung sein,
die aus Dehnungsprozessen nach dem Einbringen des Biografts in Flussigkeit
resultiert (siehe auch Abschnitt 5.7)@°.

5.6.1 Histologie

Bei der Auswertung der Histologie ist zunachst zu bedenken, dal3 sich von den
glutaraldehydfixierten Biografts problemlos Paraffinschnitte anfertigen lassen, dies
aber wegen der Materialeigenschaften (das zu schneidende Material muf3 weicher
als das Einbettmedium sein) beim ePTFE nicht mdglich ist. Deshalb wurden die
ePTFE-Prothesen zur Acryleinbettung und zur Herstellung der Praparate in die
Abteilung fur Kinderkardiologie der Universitdt Gottingen abgegeben, wo die

technischen Voraussetzungen flir dieses Verfahren vorliegen.

Die histologischen Schnitte der glutaraldehydfixierten Arterien zeigen grof3tenteils
ganzlich mit Bindegewebe und thrombotischem Material verschlossene Lumina.

Evaluierbare Blutkontaktflachen finden sich nicht.

In  den histologischen Schnitten der ePTFE-Prothesen erkennt man
verschiedentlich Zellen an der Blutkontaktflache. Beim unbehandelten ePTFE
erscheinen diese Zellen zwar vom Phanotyp wie Endothelzellen, sind aber
hdchstwahrscheinlich Abkémmlinge glatter Muskelzellen, wie bei Mellander
ausfuhrlich dargelegt wurde®?. Sie haben damit aber als ,unechte Endothelzellen*
wahrscheinlich nicht die gleichen athrombogenen Eigenschaften, die eine echte
Endothelzelle aufweist®?.

Hingegen konnten in zwei Arbeiten beim titanisierten ePTFE Endothelzellen
nachgewiesen werden® “®). Die Charakterisierung der Zellen in den vorliegenden

Praparaten unserer Untersuchungen steht noch aus.

-44 -



Auch unter Berucksichtigung speziesabhéngiger Unterschiede im Wachstum
verschiedener Zellgruppen auf Prothesenmaterialien'’” 14Rt sich feststellen, daR
auf ePTFE-Prothesen Zellen wachsen kénnen, die aber keine Endothelzellen sind,
wahrend die Titanisierung der Prothesen die Ausbildung einer geschlossenen
Endothelzelldecke fordert. Dabei ist anzunehmen, dald sich Progenitorzellen aus
dem Knochenmark bevorzugt auf Titanoxid ablagern und dann in Endothelzellen

transformieren (Hypothese unserer Arbeitsgruppe, vergl. Guldner et al.®)

5.6.2 Rasterelektronenmikroskopie

In den exemplarischen REM-Aufnahmen der titanisierten ePTFE-Oberflachen
(Abbildungen 13 und 14) sieht man flachige konfluente Endothelzellen, die eine
glatte Oberflachen bilden; hier ist mit einem ungestorten Blutflu3 zu rechnen.

Bei dem nicht-titanisierten ePTFE (Abbildung 12) erscheint die Oberflache indes
zerkliftet. AulBerdem liegen bindegewebige Strukturen und Fibrin mit einzelnen
Zellen in den Zwischenraumen ungeschutzt an der mit dem Blutstrom in Kontakt
tretenden Oberflache. Hier kann es regional zu turbulenter Stromung kommen.
Beide Phanomene bedingen eine erhéhte Thrombogenitét.

Interessant sind in diesem Zusammenhang die morphologischen Unterschiede der
Titanisierungsverfahren. Bei Cikirikcioglu et al. wird von tiefen Kypten berichtet;

diese lassen sich auch auf den REM-Bildern in der Verdffentlichung®®

gut
erkennen und sind fur das Magnetronsputtern charakteristisch. Hingegen scheint
die Titanisierung mit dem PACVD-Verfahren (siehe Abschnitt 5.2.2) eine Glattung
der Oberflache unter Beibehaltung der eigentlichen Oberflachenstruktur zu

bedingen (siehe Abbildung 2, Seite 11).
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5.7 Zusammenschau der Ergebnisse bei glutaraldehydfixierten Arterien

Die in unserer Untersuchung gewonnenen funktionellen und histologischen
Ergebnisse bei den glutaraldehydfixierten Arterien zeigen durchweg schlechte
Offenheitsraten und rechtfertigen daher zunachst keine weiteren Versuche im

Groftiermodell.

Bei der Ursachensuche fir die hohen VerschluBraten mul3 besonderes
Augenmerk auf die Immunologie und die potentielle Zytotoxizitat des
Glutaraldehyds gelegt werden. Auch die morphologischen Eigenschaften der
Titanbeschichtung muissen genauer betrachtet werden. Diese Untersuchungen

kénnen in vitro durchgefuhrt werden.

Wirde man Xenografts in vivo testen, kame es zu einer erheblichen
Immunreaktion bis hin zur GewebeabstoBung®®. Durch die Glutaraldehydfixierung
der Materialien (Herzklappen oder Gefal3e) wird die Immunreaktion des Kdrpers
auf das Fremdmaterial zwar reduziert, dabei allerdings nicht komplett
ausgeschaltet (siehe unten). Gleichzeitig kommt es aber zu einer Zytotoxizitat des
Materials®®. Es missen deshalb Verfahren zur Detoxifizierung angewandt
werden; in der Literatur finden sich Madoglichkeiten mit Aminosduren und
Zitronensaure. Guldner et al. haben eine Verfeinerung dieses Verfahrens
beschrieben®); Neben Zitronensaure wird auch Aldehyddehydrogenase nach
einem speziellen Protokoll verwandt, das auch in dieser Arbeit (siehe Abschnitt
3.1.2) Anwendung gefunden hat. Bis zu diesem Zeitpunkt ist jedoch noch keine
Endothelialisierung der Oberflache zu erwarten.

Durch die Erzeugung einer ultradinnen Titanschicht (30 nm) auf dem
Prothesenlumen soll die Toxizitat weiter reduziert werden (Reduktion der
Aldehydgruppen auf 17,3% des Werts fur unbehandelte glutaraldehydfixierte Bio-
grafts(35)) und gleichzeitig Endothelzellen erméglicht werden, sich anzusiedeln.
Auch die immunologische Komponente wird durch die Behandlung beeinfluft:
durch die Glutaraldehydfixierung wird bereits die Lymphozyten- und Monozyten-
antwort herabgesetzt®®. Guldner et al. konnten weiter zeigen, daf durch die
Detoxifizierung und Titanbeschichtung die Immunantwort (Granulozytenaktivierung

bzw. Anlagerung von Komplementfaktoren) auf 6,3% (siehe Abbildung 15) bzw.
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38,5% im Vergleich zum unbehandelten glutaraldehydfixierten Perikard gesenkt

werden konnte.

PNM [%]
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Abbildung 15: Die Titanisierung (GROUP IV) reduziert die Granulozytenaktivierung signifikant im
Vergleich zum nicht-titanisierten Biomaterial (PNM: polymorphonuclear leukocytes — Granulozyten;
Quelle: Guldner NW et al.: Nanocoating with titanium reduces iC3b- and granulocyte-activating
immune response against glutaraldehyde-fixed bovine pericardium: a new technique to improve
biologic heart valve prosthesis durability? J Thorac Cardiovasc Surg. 2012;143:1152-1159)

Diesen Ergebnissen lag eine mit Rissen behaftete Titanoberflache mit
freiliegendem Kollagen zu Grunde, das noch eine immunogene Wirkung entfalten
konnte. Dieser Mechanismus wird im Folgenden ausfuhrlich beschrieben. Das
glutaraldehydfixierte Biomaterial muf3 nach dem Detoxifizieren dehydriert werden,
um der Titanbeschichtung im PACVD-Verfahren (siehe Abschnitt 5.2.2) zugefuhrt
werden zu kénnen. Kommt das Biomaterial nach der Titanisierung in Kontakt mit
Flassigkeit (korpereigener oder kiunstlicher), findet eine Rehydratation statt. Dabei
schwillt das Biomaterial an, das Titan kann sich aber nicht ausdehnen; es kommt
zu Rissen in der Titanschicht, so dal3 elektronenmikroskopisch eine Oberflache
mit Schollen und Graben abzubilden ist®® (sieche Abbildung 16).
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Abbildung 16: REM-Aufnahme rehydrierten titanisierten Perikards — deutlich sind Risse in der
Titanbeschichtung zu erkennen (Quelle: Zentrum fiir Werkstoffanalytik Lauf GmbH, Lauf a.d.
Pegnitz)

Eine Titanschicht, die tatsachlich die gesamte Prothesenoberflache Uberdeckt,
wirde potentiell die Toxizitdt und die Immunreaktion noch weiter reduzieren.
Moglicherweise ist die Titanschicht mit 30 nm fur die Beschichtung der
glutaraldehydfixierten Oberflache zu dick; die optimale Schichtdicke muf3 noch
evaluiert werden (Forschungsergebnisse Prof. Guldner, mundlich kommuniziert).
Von erheblich dinneren Schichten wird im Nanometerbereich eine Elastizitat

erwartet, die der des Gewebes gleichkommt und somit eine RiRbildung verhindert.

Fur glutaraldehydfixierte kleinkalibrige Gefal3prothesen finden sich in der Literatur
kaum Angaben uber Offenheitsraten; Oblath et al. berichten bereits 1978 bei
glutaraldehydfixierten  Nabelvenen (Durchmesser 4-5 mm) von 20%
durchgangigen, 33% stenosierten und 47% verschlossenen Prothesen®®. In
anderen Arbeiten wurden gleichfalls sehr niedrige Offenheitsraten von
glutaraldehydfixierten GefaBen als Xenografts (beim Hund)®® und Allografts
(kurzfristige ~ Offenheitsraten  unter 50%) beschrieben. Die  wenigen
Veroffentlichungen in den letzten Jahren bezeugen, dal3 zumindest fir
unbehandelte kleinkalibrige Prothesen aus glutaraldehydfixiertem GefaRmaterial
eine praxistaugliche Modifikation nicht moglich erschien. Insofern ist die hier
gewahlte Titanisierung als Versuch zu werten, diese ,Entwicklungspause“ zu
beenden. Es konnte aber gezeigt werden, daf3 die Titanbeschichtung allein nicht
zu einer Besserung dieses Problems fiihrt.
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5.8 Zusammenschau der Ergebnisse bei ePTFE-Prothesen

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dal3 die Titanbeschichtung
kleinkalibriger ePTFE-Prothesen mittels PACVD-Verfahren (siehe Abschnitt 5.2.2)
auch im Langzeitversuch deren Blutdurchflul3rate signifikant erhoht. Dald eine
Titanbeschichtung die Neo-Endothelialisierung einer kleinkalibrigen ePTFE-
Prothese bessert, war bereits bekannt; Ubersichtshalber erfolgt hier ein

tabellarischer Vergleich mit der Arbeit von Cikirikcioglu®®:

hier durchgefuhrter
Cikirikcioglu et al.*®
Versuch
Versuchstier Hausschwein Hausschaf
Gewicht Versuchstier 30 +2Kg 47,4 + 8,2 kg
Prothesenmaterial ePTFE ePTFE
Beschichtungsverfahren | Magnetronsputtern PACVD
Schichtdicke 5-20 pum 30 nm
Versuchsdauer 30 £ 3 Tage 124 £ 2 Tage
Anzahl nicht-titanisierter
5 6
ePTFE-Prothesen
Anzahl titanisierter
5 6
ePTFE-Prothesen
Funktion der nicht- mittlerer EluR
titanisierten ePTFE- Offenheitsrate 80%
61,03 + 42,11 ml/min
Prothesen
Funktion der titanisierten mittlerer FlulR
PTFE-Proth Offenheitsrate 80%
e -Prothesen 153,38 + 72,81 mi/min

Tabelle 4: Vergleich unserer Ergebnisse mit einer Titanbeschichtungsstudie auf ePTFE von
Cikirikcioglu et al.™®
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Betrachtet man die Unterschiede zwischen den Arbeiten, so fallen insbesondere
die Verfahren zu Titanbeschichtung ins Auge. Wahrend Cikirikcioglu et al. das
Magnetronsputtern wahlten, bei dem bis zu 1000fach dickere Titanschichten
generiert werden, die zudem nur an das Prothesenmaterial physikalisch
angelagert wurden, wurde in unserer Arbeit mit der ,Plasma-Activated Chemical
Vapor Deposition for Titanium” ein Prinzip mit der kovalenten chemischen Bindung
einer sehr diinnen Titanschicht von 30 nm an das Prothesenmaterial gewahlt. Nur
beim erstgenannten Verfahren besteht die Gefahr, dal3 Titanbruchstiicke im
Mikrometerbereich durch Verschleppung mit dem Blutstrom Mikroembolien in
Endstromgebieten mit Kapillardurchmessern unter 15 um“® verursachen. Diese

Komplikation ist bei einer Schichtdicke von 30 nm und weniger nicht zu erwarten.

Ein ganz wesentlicher Aspekt fur die klinische Nutzung einer kunstlichen
Gefal3prothese ist die Mdoglichkeit zur natirlichen Endothelzellbesiedlung
derselben®. Auf unbehandeltem ePTFE wachsen zwar vereinzelt Zellen oder
Zellgruppen, jedoch keine typischen Endothelzellen® %9, Auf titanisiertem ePTFE
konnten CD31-positive Endothelzellen nachgewiesen werden®). Auch Guldner et
al. konnten auf biologischen Herzklappen, die im Nanometerbereich mit kovalent
gebundenem Titan beschichtet waren, Endothelzellenwachstum zeigen

9 Auch an den im

(immunhistochemische Farbung von-Willebrand-Faktor)
Rahmen dieser Arbeit entstandenen histologischen Praparaten erscheint eine
Nachschau lohnend zu sein, ob sich bei den titanisierten im Vergleich zu den
unbehandelten ePTFE-Prothesen Endothelzellen finden lassen; diese

Nachuntersuchung ist bereits vorgesehen.

Beim nicht weiter vorbehandelten ePTFE liegen in der Literatur Offenheitsraten
von geringen 12 — 14% nach 4 Jahren®® bis zu etwa 40% nach 5 Jahren!? vor.
Im kurzfristigen Zeitraum werden allerdings auch deutlich bessere Ergebnisse
berichtet (100% durchgangig nach 4 Wochen beim Pavian®Y, 70% durchgangig
nach 1 Monat beim Schwein’”). Um die Effekte der Intimahyperplasie, die nach
einem Monat noch nicht voll ausgebildet ist, beriicksichtigen zu kdnnen, wahlten
wir einen Versuchszeitraum von 120 Tagen*?.

Mit einer aus den funktionellen Ergebnissen abgeleiteten Stenosierungsrate von

2/6 subtotalen Stenosen der nicht-titanisierten (bei 2/6 weiteren deutlichen
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Stenosen) und 0/6 verschlossenen (bei 1/6 erheblich stenosierten) der titanisierten
ePTFE-Prothesen nach 124 + 2 Tagen liegen unsere Werte fur die nicht-
titanisierten ePTFE-Prothesen im Bereich der Literatur, flr die titanisierten

Prothesen konnten wir Uberdurchschnittlich gute Offenheitsraten erzeugen.

Die Titanbeschichtung hat auch einen Einflu® auf die primare Hamostase und
somit die Thrombogenitat der Prothese. Bisher nicht veréffentlichte Daten unserer
Arbeitsgruppe zeigen, dal3 die Freisetzung des Plattchenfaktors 4 (PF4) in vitro
bei titanisiertem ePTFE signifikant geringer als bei nicht-titanisierten ePTFE ist.
Der Plattchenfaktor 4 (PF4) findet sich in den a-Granula der Thrombozyten® 84,
Er wird bei der Thrombozytenaktivierung neben anderen Substanzen freigesetzt
und neutralisiert antikoagulatorisch wirkende Molekile auf dem Endothel sowie
Antithrombin. Folglich kommt es zu einer Gerinnungsaktivierung. Die
Konzentration von PF4 gibt also Aufschlu? Uber den Grad der Thrombozyten-
aktivierung.

Dabei lagen die Werte fur die titanisierten ePTFE-Prothesen im Bereich der
physiologischen Gerinnungsaktivierung, die der unbehandelten ePTFE-Prothesen
deutlich daruber (siehe Abbildung 16).

PF 4
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20

Konzentration [pmol/I]

10

i

PTFE unbehandelt PTFE titanisiert

Abbildung 17: Konzentration des gerinnungsaktivierenden Plattchenfaktors 4 (PF4) auf unbehan-
deltem und titanisiertem ePTFE; hellblau unterlegt ist der Normwertbereich bis 10 pmol/l (Quelle:
Prof. Guldner)
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5.9 Tissue-Engineering-Methoden

Tissue Engineering, also die Herstellung eines neuen GefaRes, das im
wesentlichen aus einer Matrix und lebenden Zellen besteht, ist
verstandlicherweise sehr aufwendig, wirde aber potentiell ein Gefal3 erzeugen,
das dem natirlichen am nachsten ist. Im Groben kann Tissue Engineering mit
oder ohne Gerust (degradierbar oder bleibend) und mit vorheriger Zellaussaat
oder ohne dieselbe stattfinden!?. Bisher hat kein Verfahren Einzug in die klinische
Praxis gehalten; hierzu miBte zunachst die Uberlegenheit (weniger
Thrombogenitat, weniger Gewebehyperplasie, bessere Offenheit) gegentber
anderen Verfahren gezeigt werden®®. Praktikabilitat und Kosten sind in gleicher
Weise fur eine klinische Anwendung von Bedeutung.

Am Menschen konnten Meinhart et al. fir ePTFE-Prothesen mit 6 oder 7 mm
Innendurchmesser fir die periphere Gefal3chirurgie zeigen, daf3 die Besiedlung
einer mit Fibrin beschichteten Prothese mit autologen Endothelzellen vor deren
Implantation® ) nach sieben Jahren zu einer merklich verbesserten Offenheits-
rate filhrt (62,8%)%* °3), wobei als Vergleich eine bereits 1986 verdffentlichte
Vergleichskohorte (nicht-vorbehandeltes ePTFE) mit 47% Offenheit nach vier
Jahren herangezogen wurde™. Laube et al. nutzen an 14 Patienten 4mm-PTFE-
Gefal3prothesen, die sie zuvor mit autologen Endothelzellen besiedelten, fiur
koronararterielle Bypéasse. Nach im Mittel 27,7 Monaten waren 90,5% der Bypasse

(47)

durchgéngig

Bei der Nutzung von korpereigenen Zellen (zur Besiedlung einer implantierten
Prothese in vivo, oder in vitro vor Interposition in den Korper), ist stets zu
bedenken, dal3 beim gefal3kranken Patienten haufig eine Endotheldysfunktion
vorliegt. Das ,Ernten und Aussaen® kranker Zellen kann zu einem neuen Endothel
fihren, das aber potentiell auf zellularer Ebene nicht gesund ist®®. Insbesondere
Zellvermehrung und Zellaussaat sind mit erheblichem Aufwand verbunden,
weshalb die Forschungsbemihungen zur Zeit eher dahin gehen,
Prothesenmaterialien zu entwickeln, die sich von selbst endothelialisieren'’”. Die
im Rahmen dieser Arbeit angewendete Prothese unterstitzt diesen Trend des

,guided tissue engineering"“.
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5.10 Implikationen der titanisierten ePTFE-Prothesen fiur die klinsche Praxis

Die Ergebnisse des hier durchgefiihrten Grol3tierversuchs stellen einen
wegweisenden Schritt bei der Optimierung von Oberflachen zukunftiger
Gefal3prothesen dar. Es konnte gezeigt werden, dall die plasmabasierte
Titanisierung bei ePTFE-Prothesen mit geringem Durchmesser im Vergleich zur

unbehandelten Prothese die Offenheitsrate signifikant erhoht.

Beim klinischen Einsatz am Menschen ist davon auszugehen, dal3 durch eine
suffiziente Antikoagulation (von der in dieser Arbeit der Vergleichbarkeit halber
Abstand genommen wurde) nach Implantation einer solchen ePTFE-Prothese die

Rate an Thrombosierungen nochmals reduziert werden kann.

Selbstverstandlich sind fir den Einsatz am Menschen noch einige
Untersuchungen notwendig.

Es sollte versucht werden, die in der Literatur umfangreich aufgezeigte
Intimahyperplasie, die zu Stenosierungen an den Anastomosenbereichen fuhrt, zu
verringern®®.

Die kovalente Titanbeschichtung erzeugt eine Schicht im Nanometerbereich. Da
die Nanotechnologie nach wie vor ein recht neues Forschungsgebiet ist, ist die
Zytotoxizitdt und damit potentielle Schadigung des menschlichen Organismus
noch Subjekt ausgiebiger Forschungsbemihungen, deren positiver Abschlul
Voraussetzung flr eine zukinftige klinische Anwendung der hier beschriebenen

mittels PACVD-Verfahren titanisierten Prothesen sein muR @’ 3% 79,

Als erste Stufe der klinischen Anwendung kleinkalibriger titanisierter ePTFE-
Prothesen konnte die periphere Gefalchirurgie (femoro-poplitealer Bypass oder
auch axillo-femoraler Bypass) oder die Shuntchirurgie fir Dialyseverfahren dienen.
Wenn sich die Prothesen dort bewahren, kénnten sie in einer zweiten Stufe in der
aortokoronaren Bypasschirurgie evaluiert werden. Bei der Herstellung einer
geeigneten Gefal3prothese fir die periphere Bypasschirurgie und/oder die
Koronarbypassversorgung spielen neben der optimalen Blutkontaktflache auch
mechanische Eigenschaften wie die Steifigkeit der Prothese (die mdglicherweise
durch die Titanisierung erreicht oder verandert werden) eine Rolle. Die Prothese

sollte diunnwandig sein und mufl3, gerade im Bereich des Knies oder als
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Koronarersatz wegen der standigen Bewegung des Herzes, elastisch sein.

Gegebenenfalls kommen auch ringverstarkte Prothesen in Frage.

Die in dieser Arbeit verwendete titanisierte Prothese zeigte sogar bei fehlender
Antikoagulation vergleichsweise hohe FluBraten. Weiterhin ist bekannt, daf} die
Titanisierung von ePTFE zu besserer Endothelialisierung fuhrt*® und die
Thrombogenitat reduziert. Hohere FluRraten lassen langere Offnungsraten
erwarten. Fur Patienten, bei denen ein autologer Gefal3ersatz nicht zur Verfiigung
steht, konnte die chirurgische Therapie durch die Umsetzung der Ergebnisse

dieser Untersuchung also eine Verbesserung erfahren.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Hintergrund: In der Gefalichirurgie ist die Verbesserung der Offenheitsrate
kleinlumiger Gefal3prothesen ein zentrales Forschungsthema. Da der Nachweis
einer geringeren Thrombogenitat von titanisiertem ePTFE in vitro gelungen war, ist
es von klinischem Interesse, im Grolitierversuch diese verminderte
Thrombogenitat zu evaluieren.

Material und Methoden: Hausschafe wurden einer beidseitigen Karotisoperation
unterzogen, wobei jeweils in dasselbe Tier auf der einen Seite eine nicht
vorbehandelte, auf der anderen Seite eine titanbeschichtete Prothese interponiert
wurde. Als Prothesenmaterial diente bei der ersten Gruppe von sechs Schafen
ePTFE, bei der zweiten Gruppe aus sechs Schafen wurden glutaraldehydfixierte
Biografts implantiert. Nach 124 + 2 bzw. 123 + 4 Tagen wurden im Rahmen einer
AbschlufRevaluation funktionelle Melwerte erhoben und makroskopische und
histologische Ergebnisse gewonnen.

Ergebnisse: Bei kleinkalibrigen ePTFE-Prothesen fihrte die Titanbeschichtung
der Blutkontaktflache zu signifikant um 151% hdheren mittleren Durchflu3raten
(153,4 £ 72,8 ml/min fur die titanisierten vs. 61,0 £ 42,1 ml/min fir die nicht-
titanisierten Prothesen, p < 0,028) und signifikant um 165% hdheren
SpitzendurchfluRBraten (416,2 + 257,7 ml/min fur die titanisierten vs. 157,3 + 112,3
ml/min fur die nicht-titanisierten Prothesen, p < 0,028). Die morphologischen
Befunde entsprachen den funktionellen Ergebnissen. In der Elektronen-
mikroskopie zeigte sich beim titanisierten ePTFE bei den meisten
Blutkontaktflachen eine Endothelialisierung, bei den nicht-titanisierten ePTFE-
Blutkontaktflachen waren vor allem Fibrin- und Erythrozytenauflagerungen zu
sehen. Die titanisierten glutaraldehydfixierten Bioprothesen waren nach 123 + 4
Tagen subtotal bis total verlegt.

Schlu3folgerung: Zur Zeit eignen sich kleinlumige titanisierte glutaraldehyd-
fixierte Bioprothesen in keinster Weise flr eine prothetische Gefal3Bbehandlung.
Das neuartige Titanbeschichtungsverfahren fur Blutkontaktflachen kleinkalibriger
ePTFE-Prothesen tragt dazu bei, den Blutdurchflu® und die Endothelialisierung zu

verbessern.
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9. ANHANGE

9.1 Erklarung Uber genehmigte Tierversuche

Ministerium fur Landwirtschaft, -

Umwelt und iandliche Raume
des Landes Schleswig-Holstein _

Ministerium fur Landwirtschaft, Umwelt und landliche Raume
Postfach 50 09 | 24062 Kiel

Herrn
lhr Antrag vom: 05.12.2007
@ Prlof‘ Dr. Norbert_W. (_3uldner mit Erganzung vom 02.04.2008
Klinik fir Herzchirurgie Mein Zeichen: V 312-72241.122-6 (1-1/08)

Universitatsklinikum Schleswig-Holstein
Campus Libeck

Ratzeburger Allee 160 Telefon: 0431 988-7128
23538 Liubeck Telefax: 0431 988-7042

Herr Buttchereit

nachrichtlich;

Herrn Dr. R. Noégl
Gemeinsame Tierhaltung
der Universitéit zu Libeck
Ratzeburger Allee 160
23538 Libeck

3. April 2008

Genehmigung zur Durchfithrung von Versuchen an Wirbeltieren

Sehr geehrter Herr Prof. Guldner,

gemal § 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes in der Fassung der Bekanntmachung vom 18.
Mai 2006 (BGBI. | S. 1208, ber. S. 1313), zuletzt gedndert durch Gesetz vom 18. Dezem-
ber 2007 (BGBI. I S. 3001), erteile ich Ihnen die Genehmigung, im Rahmen des
Versuchsvorhabens

Endothelialisierung titanisierter Blutkontaktflachen aus Kollagen,
Polymer und Metall in ,Karotis-Position“ beim Schaf

zu Versuchszwecken Eingriffe und Behandlungen an Tieren vorzunehmen.
Die Genehmigung ist mit folgenden Nebenbestimmungen verbunden:
1. Es dirfen bis zu 48 Schafe verwendet werden.
2. Die Genehmigung ist bis zum 30. April 2010 befristet.
Sie kann auf formlosen, hinreichend begriindeten Antrag um ein Jahr verlangert

werden, sofern keine wesentlichen Anderungen der Genehmigungsvoraussetzungen
eingetreten sind.

Dienstgebdude Mercatorstrale 3, 5, 7, 24106 Kiel | Telefon 0431 988-0 | Telefax 0431 988-7239 | poststelle@mlur.landsh.de
www.landesregierung.schieswig-holstein.de | E-Mail-Adressen: Kein Zugang flr elektronisch signierte oder verschlilsselte Dokumente
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3. Leiter des Versuchsvorhabens:
Herr Prof. Dr. Norbert W. Guldner

4. Sein Stellvertreter:
Herr Dr. Martin GroRherr

5. Wechselt der Leiter des Versuchsvorhabens oder sein Stel[vertreter so ist mir diese
Anderung unverziglich anzuzeigen; die Genehmigung gilt weiter, wenn sie nicht inner-
halb eines Monats widerrufen wird.

6. Verantwortlicher Tierarzt nach § 9 Abs. 2 Nr. 8 Tierschutzgesetz:
Herr Dr. R. Nog&l

7. Weitere Nebenbestimmungen:
Keine.

Die Bestimmungen der §§ 8, 9 und 9a Tierschutzgesetz sowie der §§ 116 und 117 des
Landesverwaltungsgesetzes in der Fassung der Bekanntmachung vom 2. Juni 1992
(GVOBI. Schl.-H. S. 243) sind zu beachten.

Ich weise insbesondere darauf hin, dass Tierversuche nur durch den in § 9 Abs. 1
Tierschutzgesetz genannten Personenkreis durchgefithrt werden dirfen.

Rechtsbehelfshelehrung

Gegen diesen Bescheid kann innerhalb eines Monats nach Zustellung schrn‘thch oder zur
Niederschrift des Urkundsbeamten der Geschiftsstelle Klage beim Verwaltungsgericht
Schleswig-Holstein in 24837 Schleswig, Brockdorff-Rantzau-Strale 13, erhoben werden.

~ Mit freundlichen Griien

/}L 1
B/Lfchereit
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9.2 Flowkurven ePTFE

Schaf P1 rechts
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Anhang: Flow-Kurven PTFE 2/6

Schaf P2 rechts
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Anhang: Flow-Kurven PTFE 3/6

Schaf P3 rechts
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Anhang: Flow-Kurven PTFE 4/6

Schaf P4 rechts

1000
THD
500
250
Flow
mean: 11.5 mlimin

4]

P4 rechts (Kontrolle):

R 10
Maximalfluf} 20 ml/min
mittlerer Fluld 11,9 mi/min

Schaf P4 links

1000
200
[aa T
400
Flow
mean: 51.6 mlfmin
200
, MMMWM
o g 10 i5
P4 links (titanisiert): Maximalfluf3 117 ml/min
mittlerer Flul} 51,6 ml/min

- 69 -



Anhang: Flow-Kurven PTFE 5/6

Schaf P5 rechts
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Anhang: Flow-Kurven PTFE 6/6

Schaf P6 rechts
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Flow
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9.3 Flowkurven glutaraldeydfixierte Interponate

500
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Anhang: Flow-Kurven glutaraldehyfixierte Interponate 2/5
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136 ml/min
27,5 ml/min
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Anhang: Flow-Kurven glutaraldehyfixierte Interponate 3/5

Schaf G3 rechts

TED
500
Flow
mean: 0 mlmin
250
1]
0 5 10 5
G3 rechts (Kontrolle): Maximalflul3 0 ml/min
mittlerer Fluf 0 ml/min
Schaf G3 links
1000
750
500
Flow
mean: 0 mlmin
250
1]
a F, 10 5
G3 links (titanisiert): Maximalfluf3 0 ml/min
mittlerer Flu 0 ml/min
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Anhang: Flow-Kurven glutaraldehyfixierte Interponate 4/5

Schaf G4 rechts

1000
750
500
250 Flow
mean: 20.2 ml/min

At A ANt S AR AN A b el AN R

0 § 10 15
G4 rechts (Kontrolle): Maximalfluf3 54 ml/min
mittlerer Fluf3 20,2 ml/min

Schaf G4 links

1000
750
Flow

500 mean: 115.2 mlimin
250

0

3 B '.j T:
G4 links (titanisiert): Maximalfluf3 281 ml/min
mittlerer Fluf3 115,2 ml/min
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Anhang: Flow-Kurven glutaraldehyfixierte Interponate 5/5

Schaf G5 rechts

1000
TS0
500D Flow
mean: 121.2 mlimin
250 ]
wﬁwmwmmﬁ\
:| 1 1

0 ] 10
G5 rechts (Kontrolle): Maximalflul3 174 ml/min
mittlerer Fluf 121,2 ml/min
Schaf G5 links
1000
750
500
Flow
mean: 9.3 mlmin
250
] Il e e e e e S o S o S R e Y s WY W e

n

o 5 10
G5 links (titanisiert): Maximalflul3 17 mi/min
mittlerer Flul3 9,3 ml/min
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