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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Klinischer Hintergrund

1.1.1 GefaRe

Die Arteriosklerose (von altgriechisch: arteria fiir ,,Gefd* und sklérynse fir ,,Verhdrtung*)
ist eine Erkrankung, die zur Einengung der GefalR6ffnung (Stenosierung) fiihrt. Hochgradi-
ge Stenosen fiihren zu einer Sauerstoffschuld (grch.: ,,Hypoxie®) in den abhéngigen Ge-
weben, wodurch es zu Durchblutungs- und Funktionsstérungen kommen kann [1, 2]. Tritt
die Arteriosklerose in den Becken- und Beinarterien auf, so wird von der peripheren arteri-
ellen Verschlusskrankheit (pAVK) gesprochen. Oft resultieren eine schmerzbedingte Re-
duktion der Gehstrecke, Wundheilungsstérungen und auch Ruheschmerzen. Hypoxie-
bedingter Zelltod (grch.: ,,Nekrosen®) [1] und Amputation kénnen die Folge sein [2].
Hochgradig stenosierte oder verschlossene GefélRe der Extremitat konnen mit korpereige-
nen Venen (autolog) oder kinstlichen, polymeren GefaRprothesen operativ ersetzen wer-
den. Als Goldstandard gilt hierbei der Einsatz autologer Venen [3], die aber bei 30-40 %
der Patienten nicht zur Verfligung stehen [4]. In diesem Fall sind Kunstprothesen, zum
Beispiel aus Polyethylenglykolterephthalat (PET) oder gerecktem Polytetrafluorethylen
(ePTFE), eine Alternative [5, 6].

O O
C C—

O=—C=—C—0

|

H H

Abbildung 1: Strukturformel PET

PET ist ein Polyester, welches als Dacron® im Handel erhaltlich ist (Abb.1). Es wurde
erstmals 1957 von DeBakey als GefaRersatz verwendet [7]. Gewebe aus PET werden in
gewebter (,,waved®) oder gestrickter (,,knitted”) Form zum Gefi3ersatz mittlerer und gro-
Rerer Gefélle (z.B. Aorta und lliakalgefaRe) und als Bypass zur Umgehung von Engstellen

der unteren Extremitat verwendet [8].
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Abbildung 2: Strukturformel ePTFE

Kunstliches, weiches Gewebe aus ePTFE ((C,Fs)n,, Abb.2) das auch als Gore-Tex® im
Handel erhéltlich ist, wird seit 1975 als GefaRersatz verwendet [6]. Gerecktes PTFE-
Gewebe ist aus Knoten und Fibrillen aufgebaut. Diese Grundstruktur des ePTFE und die
daraus resultierende Oberflachenporositat sind bei GefaRprothesen wichtig, um den Hei-
lungsprozess und die Integration der Prothese in kdrpereigenes Gewebe zu gewahrleisten.
Bei portsen Oberflachen kann das Blut jedoch durch eine Leckage in der Prothesenwand
in das umliegende Gewebe gelangen und, zum Beispiel durch H&matom- und Thromben-
bildung, zu einem Verschluss der GeféaRprothese fuhren. Als guter Kompromiss zwischen
Leckage und Zellanlagerung, beziehungsweise Gewebsintegration, hat sich beim ePTFE

eine Fibrillenlange von 22 um und eine PorengrélRe von 30 um gezeigt [9, 10].

Gerecktes Polytetrafluorethylen wird, analog zum PET, zum Ersatz mittlerer und groler
GefaBe mit hohen Flussraten, flir Bypésse der unteren Extremitédt, aber auch zur Rekon-
struktion von Bindegewebsdefekten verwendet. Es gab verschiedene Studien, die sowohl
fiir das PET und als auch fiir das ePTFE eine Uberlegenheit in der Offenheitsrate von Ge-
faRersatzen oder peripheren Bypéassen gegeniiber dem jeweils anderen Material zeigten.
Aktuellere Metaanalysen zeigten keinen signifikanten Unterschied in der Offenheitsrate
zwischen peripheren Bypéssen aus PET oder ePTFE [11, 12]. Bei kleinen GefaRen mit
einem Durchmesser unter sechs Millimeter liegt jedoch die Offenheitsrate einer PET- oder

ePTFE-Prothese noch deutlich unter der Offenheitsrate eines autologen GeféaRersatzes [3].

1.1.2 Herzklappen

Im menschlichen Herzen befinden sich insgesamt vier Herzklappen. Der rechte VVorhof und
die rechte Kammer (Ventrikel) werden durch die Trikuspidalklappe, eine Klappe mit drei
Segeln, getrennt, der linke Vorhof und der linke Ventrikel durch die Mitralklappe, eine

Klappe mit zwei Segeln. Die Pulmonalklappe mit ihren Taschen trennt das Herz vom Lun-
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genkreislauf, die Aortenklappe vom Korperkreislauf. Die Herzklappen garantieren einen

gerichteten Blutfluss im Korper.

Mit zunehmendem Alter kommt es im Rahmen immunologischer und atherosklerotischer
Prozesse an den Herzklappen zu Lipidablagerungen und Verkalkungen [1]. Immunologi-
sche Prozesse sind auch Ursache fir die niedrige Haltbarkeit von biologischen Herzklap-
penprothesen bei Kindern und jungen Erwachsenen [13, 14]. Andere Ursachen von Klap-
penveradnderungen, zum Beispiel Mitralklappenstenosen durch rheumatisches Fieber, wer-
den heutzutage seltener [2]. Je nach betroffener Klappe, Schweregrad und Art der Verén-
derung kommt es zu Stenosen bzw. Insuffizienzen.

Ist die Aortenklappe betroffen, kdnnen bei einer Stenose Mudigkeit, eingeschrénkte Be-
lastbarkeit, Schwindel, Luftnot (Dyspnoe), kurze Bewusstlosigkeit (Synkope), supraventri-
kuldre und ventrikuldre Herzrhythmusstérung sowie Brustschmerzen (Angina pectoris)
auftreten. Bei Insuffizienz kann es zu Leistungsminderung, Herzklopfen (Palpitationen),
Flussigkeitsansammlungen in den Lungen (Lungentdem) und Dyspnoe kommen. Synko-
pen, Angina pectoris, Herzrhythmusstérungen und plotzlicher Herztod sind bei
Aortenklappenstenosen haufiger beschrieben [15].

Ist die Mitralklappe betroffen, kénnen bei einer Stenose Herzrhythmusstérungen, Dyspnoe,
ein Rickstau des Blutes in die Venen, blauliche Verfarbungen der Haut (Zyanose) durch
Hypoxie, Leistungsminderung und Lungenddem auftreten. Beim Auftreten von Vorhof-
flimmern kdnnen sich Blutgerinnsel (Thromben) im Herz bilden, welche dann ins Gehirn
gelangen kénnen (Embolie) und dort gegebenenfalls einen Schlaganfall auslésen. Bei einer
Mitralklappeninsuffizienz konnen Herzklopfen, Dyspnoe und Lungenddem auftreten [15].

Herzklappen mit fortgeschrittener Schéadigung, die nicht operativ rekonstruiert werden
kdnnen, werden durch mechanische oder biologische Herzklappenprothesen ersetzt. Welt-
weit werden pro Jahr ungefahr 250.000 Herzklappenprothesen eingesetzt. Etwa 70 Prozent
dieser Herzklappenprothesen werden hierbei durch biologische Herzklappenprothesen
(z.B. vom Schwein oder Rind) ersetzt. Wahrend mechanische Herzklappen prinzipiell le-
benslang halten, ist die Haltbarkeit biologischer Klappen auf durchschnittlich zehn bis
zwolf Jahre beschréankt, wonach sie erneut operativ ersetzt werden miissen [16]. Mechani-
sche Herzklappen fiihren jedoch im Gegensatz zu biologischen Herzklappenprothesen zu
einer erhohten Gerinnungsaktivierung mit Bildung von Blutgerinnseln (hohe Thromboge-
nitat) und bendtigen daher eine lebenslange medikamenttse, blutverdiinnende Therapie
(Antikoagulation).
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Im Rahmen der therapeutischen Antikoagulation bei mechanischen Herzklappenprothesen
traten jedoch schwere Blutungskomplikationen in 2,6 Prozent pro Jahr und
Thromboembolien in 2,1 Prozent pro Jahr im ambulanten Monitoring auf [17]. Die kumu-
lierte Zehnjahresmortalitdt unter therapeutischer oraler Antikoagulation mit Cumarinen
nach Herzklappenersatz im ambulanten Monitoring war im Jahr 2006 mit 10,1 Prozent bei
45-jahrigen und bis zu 55,9 Prozent bei 85-jahrigen gegenutber der Normalbevolkerung
erhoht [17].

1.2 Stand der Wissenschaft

Seit mehreren Jahren wird eine Verbesserung kinstlicher GefaRprothesen, vor allem bei
kleinkalibrigen Gefédllen mit einem Durchmesser unter sechs Millimetern, angestrebt. Das
Hauptziel bei den kinstlichen Geféal3prothesen ist die Verbesserung der Offenheitsrate. Die
Offenheitsraten von PET und ePTFE in peripheren Bypéassen unterscheiden sich nicht sig-
nifikant voneinander [12]. Die Funfjahresoffenheitsrate von Bypéssen zwischen Ober-
schenkel und Knie (femoropopliteal) lag fir Gefaprothesen aus PET bei 49,3% und fur
GeféaBprothesen aus ePTFE bei 38,4% [11]. Da in dieser Arbeit ePTFE verwendet wurde,
beschrénken sich die weiteren Abschnitte auf dieses Material.

Die Verbesserung biologischer Herzklappenprothesen ist ebenfalls Bestandteil der derzei-
tigen Forschung mit dem Hauptziel die Haltbarkeit zu verbessern ohne eine erhohte Gerin-

nungsaktivierung zu bedingen.

1.2.1 GefaBprothesen aus gerecktem Polytetrafluorethylen

Kinstliche Gefalprothesen aus gerecktem Polytetrafluorethylen (ePTFE) haben im Ver-
gleich zu autologen Venenersatzen beim arteriellen Geféllersatz der unteren Extremitaten
niedrige Offenheitsraten [18]. So lag die Finfjahresoffenheitsrate von ePTFE in
femoropoplitealen Bypassen mit 49 Prozent signifikant unter der Finfjahresoffenheitsrate
autologer Venenbypéssen mit 69 Prozent [19]. Nach vier Jahren betrug die Offenheitsrate
eines Bypasses aus ePTFE unterhalb des Knies (infragenikulér) 54 Prozent [20], beim Er-
satz von Mikrogeféalien (unter einem Millimeter) 20-25 Prozent [8].

1.2.1.1 Beeinflussung der Offenheitsrate durch Thrombose und intimale Hyperplasie
Eine Ursache flr Stenosierungen und Thrombenbildungen mit resultierender niedriger
Offenheitsrate bei GefaBRprothesen aus ePTFE ist der Kontakt mit Blut. Dieser Blutkontakt

fahrt zur Adsorption von Proteinen aus dem Blut auf der ePTFE-Oberfléache. An die absor-
4
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bierten Proteine lagern sich wiederum Blutplattchen an, die dann aktiviert werden [5]. Zu-
sétzlich infiltrieren neutrophile Granulozyten und Monozyten das ePTFE, die eine Prolife-
ration von glatten Muskelzellen, Extrazellularmatrix und Endothelzellen bewirken. Dieser
Prozess wird als intimale Hyperplasie bezeichnet [5, 6]. Die intimale Hyperplasie findet
vor allem im Bereich der Ubergange zwischen nativen GefaB und GefaRprothese, der
Anastomose, statt, wo es aufgrund der verschiedenen Materialsteifigkeiten (Compliance)
von nativen GeféaR und Prothese sowie niedrigen Blutflussgeschwindigkeiten zu turbulen-
ten Blutflissen kommt [18, 21]. Die turbulenten Strémungen und die konsekutive intimale
Hyperplasie [22] beguinstigen Stenosen und Thrombosen in dem Bereich der Anastomosen,
welche wiederum bis zum Verschluss des GefaRes fihren konnen. Die Offenheitsrate der
Gefaliprothesen aus ePTFE ist daher durch intimale Hyperplasie und Thrombose vermin-
dert [18, 23-25]. Aus diesem Grund wird versucht durch chemische, biologische und phy-
sikalische Modifikationen die intimale Hyperplasie sowie die Thrombogenitét eines Ge-

falersatzes aus ePTFE zu verringern und so die Offenheitsrate zu verléangern.

1.2.1.2 Reduktion der Thrombogenitat und intimalen Hyperplasie durch Prothesenbe-
schichtungen

Um die Thrombogenitat zu senken und den Prozess der intimalen Hyperplasie zu inhibie-
ren, wurden verschiedene Beschichtungsmadglichkeiten von ePTFE-Prothesen in Studien

analysiert.

Ein Verfahren war die Beschichtung von ePTFE-Gefaliprothesen mit Heparin. Heparin
bildet einen Komplex mit Antithrombin. Die gerinnungshemmende Wirkung des
Antithrombins, also die Inaktivierung von Gerinnungsfaktoren und von Thrombin, wird
durch diese Komplexbildung beschleunigt [26]. Lin et al. zeigten, dass bei
heparinbeschichteten Gefalprothesen in femorofemoralen Bypéassen nach 24 Stunden die
Thrombozytenadhésion um 72 Prozent sank. Zudem war die Ausbildung der intimalen
Hyperplasie zusatzlich signifikant reduziert. Folglich verbesserte sich auch die Offenheits-
rate der Bypasse, welche von 44 Prozent auf 89 Prozent stieg [23]. Die Offenheitsraten
kleinlumiger GefaRersdtze waren nicht hepariniserten Prothesen uberlegen [27]. Auch fir
heparinbeschichtete infragenikuldre Bypésse gab es hinsichtlich der Offenheitsraten gute
Langzeitergebnisse [28]. Heparinisierte Bypasse zeigten jedoch weiterhin Nachteile ge-
genuiber autologen Venen [29, 30]. Dartiber hinaus ergab sich eine erh6hte Rate an Spat-

thrombosen bei Verwendung heparinisierter Prothesen [5].
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Die Leckage einer porésen Gefallprothese in das umliegende Gewebe wird durch die ge-
rinnungshemmende Eigenschaft von Heparin verstarkt. Eine Moglichkeit, die Durchlassig-
keit pordser GeféaBprothesen zu verringern, ist die Versiegelung der Prothese. Bei dem so-
genanntem ,,preclotting® wird die Prothese mit dem Blut des Patienten versiegelt, welches
ohne Antikoagulation zu hohen Verschlussraten fiihrt. Heparin inhibiert durch seine
antikoagulatorische Wirkung das ,,preclotting®. Ein Gleichgewicht zwischen Leckage,
Versiegelung und antikoagulatorischen Effekt des Heparins zu finden, ist schwierig [3].

Um die Leckage zu reduzieren, wurden weitere Versiegelungsstrategien entwickelt. Eine
Strategie beruht auf Protein-basierten Hydrogelen, die die GeféaRprothese nach innen ver-
siegeln und auf die mittels verschiedener Techniken Medikamente wie zum Beispiel Hepa-
rin so binden kdnnen, dass sie nicht inaktiviert werden und an der Innenseite der Prothese
liegen [3]. Hydrogele binden Wasser, schwellen an und Iésen sich langsam auf, sodass ein

Medikament, welches tber ein Hydrogel gebunden wird, langsam abgegeben wird.

Eine Beschichtung von ePTFE mit Hirudin, einem direkten Thrombinantagonisten [26],
allein oder in Kombination mit lloprost, einem Inhibitor der Thrombozytenaggregation und
einem Vasodilatator, senkte in Studien ebenfalls die Thrombogenitdt und die intimale
Hyperplasie von GeféRprothesen aus ePTFE [3, 18, 31]. Als Versiegelungsschicht wurden
hier Albumin oder Polyethylenglycol (PEG) verwendet, an welche dann das Hirudin bzw.
zusatzlich das lloprost gebunden wurde [5, 18, 31]. Ebenso wurde eine verringerte Throm-
bogenitat und intimale Hyperplasie nach Beschichtung mit Thrombomodulin, einem anti-
koagulatorisch wirkendem Protein, oder durch inkorporierte Stickstoffmonoxidgruppen
nachgewiesen. Stickstoffmonoxid wird normalerweise von intaktem Endothel freigesetzt
und hemmt die Gerinnung und die intimale Hyperplasie [18, 32]. Ein Vorteil karbonbe-
schichteter ePTFE-Prothesen konnte in Studien nicht nachgewiesen werden [18, 33].

Weitere Substanzen werden in verschiedenen Studien getestet. Der schutzende Effekt einer
Prothesenbeschichtung mit Enzymen, Medikamenten oder Proteinen ist jedoch zeitlich
limitiert. Zudem wurde eine erhéhte Rate an Spatthrombosen bei medikamentenbeschich-
teten Prothesen nachgewiesen [18].
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1.2.1.3 Verbesserung der Offenheitsrate durch Endothelzellbesiedlung

Eine intakte Endothelschicht hemmt die Thrombozytenadhédsion kontinuierlich durch Sek-
retion unter anderem von Prostacyclin, Thrombomodulin, heparindhnlichen Glycoamin-
glycanen, Stickstoffmonoxid und ADPase. Zusatzlich wird die Proliferation von glatten
Muskelzellen und die Ablagerung von Extrazellularmatrix inhibiert, welche flr die intima-
le Hyperplasie verantwortlich sind [5, 32]. Ziel ist es daher, die kunstlichen ePTFE-
Prothesen mit Endothelzellen zu besiedeln und so die Offenheitsrate zu verbessern.

Eine Kombination aus kiinstlichem Material und lebenden Zellen wird ,,Bioartifizielles
Organ“ (,,Artificial Organ®) genannt [34]. Die Verbesserung der Offenheitsrate von kunst-
lichen Prothesen aus ePTFE mit Endothelzellbesiedlung wurde bereits mit mehreren Studi-
en belegt [5, 6, 21, 22]. Bordenave et al. beschrieben eine Verbesserung der Offenheitsrate
endothelialisierter femoropoplitealer Bypasse nach drei Jahren von 55,4 Prozent auf 84,7
Prozent [34]. Kannan et al. zeigten eine Offenheitsrate von 76 Prozent nach finf Jahren bei

einem infrapoplitealen GeféaRersatz [8].

Die Besiedlung der Kunststoffprothesen mit Endothelzellen kann vor (in vitro) und nach
(in vivo) Implantation erreicht werden. Bei der in-vitro-Besiedlung muss die Prothese auf-
wandig vorbesiedelt werden und ist daher schlecht verfligbar [34]. Beim Einbringen der
vorbesiedelten Prothese in den Blutfluss muss zudem mit einem Zellverlust gerechnet wer-
den [35]. Zur in-vivo-Besiedlung der ePTFE-GefaRprothesen wird das Prinzip der gesteu-
erten Gewebeziichtung (,,guided tissue engineering*) verwendet, bei dem die Besiedlung
der luminalen Prothesenseite nur mit korpereigenen Vorlauferzellen (z.B. Progenitorzellen)
des Endothels, nicht aber z.B. mit Leukozyten oder Thrombozyten, beglnstigt wird. Die

Progenitorzellen kdnnen sich dann in ein intaktes Endothel umwandeln.

Sipehia et al. ermdglichten die Ausbildung einer diinnen Endothelschicht durch ein neuar-
tiges Verfahren, welches Amino- und Amidgruppen sowie Stickstoff- und Sauerstoffgrup-
pen mittels einer Plasma Reaktortechnologie in das ePTFE inkorporierte [4]. Cikirikcioglu
et al. beschichteten ePTFE durch magnetische Zerstaubung mit Titan. Nach einem Monat
gab es keinen signifikanten Unterschied beziglich der Offenheitsrate zwischen einem ti-
tanbeschichteten und einem nicht beschichteten Karotidenersatz. Es zeigte sich jedoch ein

nicht signifikanter Trend zu einer Verbesserung der Endothelzellbesiedlung [36].
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1.2.1.4 Erhohte Endotheladh&sion durch Verwendung der Plasma-aktivierten chemi-
schen Gasphasenabscheidung

Mit der konventionellen chemischen Gasphasenabscheindung (CVD) koénnen polymere
Filme auf flexible Oberflachen aufgebracht werden [37]. Das Substrat wird hierbei makro-
skopisch nicht verandert, da es keine Tiefenpenetration gibt, aber die molekulare Oberfla-
chenstruktur kann durch Einfugen von chemischen Gruppen und Ablation von Seitenketten
umgewandelt werden [38]. Dazu wird ein instabiles, reaktives, thermisches Gas mit einem
inerten Tragergas in einen Reaktor geleitet, wo es auf einem festen Substrat eine dinne
Beschichtung bildet. Da die CVD-Prozesse meist endotherm ablaufen, werden hohe Akti-
vierungsenergien benotigt. Bei der konventionellen, thermischen CVD werden hohe Tem-
peraturen Uber 1000 °C verwendet [37, 39, 40]. Bei diesen Temperaturen werden jedoch
organische Stoffe degradiert und Proteine denaturiert [37]. Durch Hinzunahme der Vaku-
umverdampfung kénnen die Gasteilchen tber bis zu 30cm ohne Kollision das Substrat
erreichen. Die Beschichtung ist zwar noch von der thermischen Energie abhangig, aber
durch die Reduktion der Kollision wird das Substrat weniger beschadigt [37].

Zur Reduktion der bendtigten thermischen Energie fuhrt die Verwendung eines hochfre-
quenten Elektromagnetischen Feldes bei der Plasma-aktivierten chemischen Gasphasenab-
scheidung (PACVD, Gesellschaft fir Elektrometallurgie GmbH, Patentnummer:
EP0997997A1). Durch das hochfrequente elektromagnetische Feld entsteht mittels Anre-
gung eines Reaktionsgemisches Plasma, fast komplett ionisierte Materie [40]. Die verwen-
deten Temperaturen kénnen so auf etwa 250 °C reduziert werden. Durch die erstmalige
Erzeugung nonthermaler Plasmen, welche hohe Elektronen-, aber niedrige Neutronen- und
Positronentemperaturen besitzen, konnte die Plasma-aktivierte chemische Gasphasenab-
scheidung (PACVD) bei 30-35 °C durchgefiihrt werden [41].

Bei der PACVD wird ein Ausgangsstoff (Substrat, z.B. ePTFE) mit einem anderen Materi-
al dinn (ca. 30-50 nm) beschichtet. Als Vorlaufersubstanz wird fur diese Arbeit
Tetrakis(dimethylamido)titan in die Gasphase gebracht und mittels Transportgas in den
Reaktor transportiert. Im Reaktor wird durch das hochfrequente elektromagnetische Feld
die Vorlaufersubstanz im Vakuum dissoziiert und auf dem Substrat abgeschieden (Abb.3)
[40, 41]. Titan wird mittels Elektronenpaarbindung an die Kohlenstoffatome des ePTFE
gebunden und so auf der Oberflache fixiert [41-43].
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Plasma-aktivierten chemischen Gas-
phasenabscheidung (PACVD). Titanisierte organische Molekilen werden bei
32-35 °C durch ein hochfrequentes elektromagnetisches Feld dissoziiert und an
das Substrat (hier ePTFE oder die Kollagenoberflache des Rinderperikards) ge-
bunden [41].

Pareta et al. konnten flir ePTFE zeigen, dass es nach nanotechnologischer Beschichtung
mit Titan (Titanisierung) mittels Anwendung der Plasma-aktivierten chemischen Gaspha-
senabscheidung (PACVD) zu einer erhdhten Endothelzelladh&sion auf dem ePTFE kommt
[44]. Durch die mdgliche Ausbildung einer intakten Endothelschicht auf den GefaRprothe-
sen aus ePTFE konnte so die Thrombozytenadhésion und die intimale Hyperplasie ge-

hemmt werden.

1.2.1.5 Fibrinkleber zur Versiegelung und Blutstillung

Fibrinkleber ist ein biologischer Zweikomponentenkleber, der zum einen aus einer Hu-
manplasmaproteinfraktion mit Fibrinogen, Blutgerinnungsfaktor XIII, Plasmafibronectin
sowie Aprotinin und zum anderen aus Thrombin sowie Kalziumchlorid besteht. Wenn die-
se zwei Komponenten sich verbinden, wird das Gemisch binnen weniger Sekunden fest
[45]. Der Fibrinkleber bildet einen weillen, nicht transparenten ,,Klumpen* (,,clot®), der
relativ dick ist [45].

Fibrinkleber wird zur Gewebeklebung, Blutstillung und zur unterstiitzenden Wundheilung
genutzt. Er wird zusétzlich, unter dem Aspekt der Gewebeklebung, zur Abdichtung oder
Fixierung von Implantaten (z.B. ePTFE-GefalRersatz) verwendet [46, 47]. Zilla et al. ver-

wendeten Fibrinkleber, um eine verbesserte Endotheladhasion auf ePTFE zu erreichen

9
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[48]. Wird Fibrinkleber auf Gefaliprothesen aufgebracht, die in Bereichen mit hohen Blut-
flussraten eingebracht werden, wird zwar ein komplikationsloser Verlauf postuliert [49],
jedoch zeigte sich bei Operationen, in denen Fibrinkleber verwendet wurde eine erhdhte
30-Tagesmortalitat [45, 46]. Vermutet wird, dass Fibrinkleber durch die Geféal3prothese,
das GefaR sowie das umliegende Gewebe diffundiert und bei Kontakt mit Blut tber die
Thrombozytenaktivierung und -aggregation eine akute oder subakute Thrombose oder
thrombembolische Ereignisse auslosen kann [45, 46, 49, 50]. So zeigte sich zum Beispiel
bei Lappenplastiken eine Verkiirzung der Uberlebenszeit durch Mikrothromben, wenn Fib-
rinkleber verwendet wurde [49]. Die genannten Studien lassen auf ein prokoagulatorisches
Potential des Fibrinklebers schliel3en, die direkte Thrombogenitat des Klebers wurde je-
doch bis jetzt in keiner Studie getestet.

1.2.2 Biologische Herzklappenprothesen aus Rinderperikard

Analog zu den GeféaRprothesen wirkt bei den biologischen Herzklappenprothesen die Aus-
bildung einer regenerationsfahigen Endothelschicht protektiv. Sie schiitzt vor
artherosklerotischen und thrombotischen Verédnderungen und kann daher die Haltbarkeit
der Prothesen verlangern [51, 52].

Fur diese Arbeit wurde Rinderperikard, welches aus kollagenen und elastischen Fasern
besteht [53] und als Ausgangsmaterial zum Tissue Engineering von biologischen Herz-

klappenprothesen dient, verwendet.

1.2.2.1 Dezellularisierung mit Trypsin und EDTA

Ein Ansatzpunkt, der zur Verbesserung der Haltbarkeit von biologischen Herzklappenpro-
thesen Uberpruft wird, ist die Zerlegung von Oberflachenproteinen und die Entfernung von
Zellen auf der kollagenen Rinderperikardoberflache (Dezellularisierung), die eine immu-
nologische Abwehrreaktion im menschlichen Korper hervorrufen konnen [54]. Zudem
werden dezellularisierte Bioprothesen im Vergleich zu nicht dezellularisierten schneller
mit Endothelzellen besiedelt [55].

Die Dezellularisierung von biologischen Herzklappenprothesen wird durch Inkubation der
Prothese mit trypsinhaltiger EDTA-LOsung (Ethylendiamintetraessigsdure) erreicht. Tryp-
sin ist ein Verdauungsenzym, das Uber eine Vorstufe aus der Bauchspeicheldriise gebildet
wird. Es spaltet Peptidbindungen und zerlegt so die immunogenen Oberflachenproteine des

Rinderperikards. Nach der Dezellularisierung wird das Rinderperikard fixiert.

10
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EDTA ist ein Chelator und kann unter anderem mit Kalzium Komplexe bilden. EDTA hilft
dabei, Zellen aus einem Gewebematerial (hier: Rinderperikard) zu l6sen
(Azellularisierung). Der genaue Mechanismus ist dabei unbekannt. Eine zu lange Inkubati-
on mit Trypsin-EDTA sollte jedoch vermieden werden, da sich sonst Kollagen und Elastin
herauslésen und das Gewebe dadurch an mechanischer Festigkeit verliert [54, 55]. Der

Einfluss dieser Methode auf die Thrombogenitdt wurde bislang nicht analysiert.

1.2.2.2 Fixierung des Rinderperikard mit Glutaraldehyd

Derzeit werden biologische Herzklappenprothesen mit Glutaraldehyd fixiert. Die Fixierung
erfolgt hierbei durch Quervernetzung (,,Cross-linking®) Uber Bildung einer Schiff’schen
Base. Die Anzahl an Quervernetzungen ist hierbei proportional zur Konzentration des ver-
wendeten Glutaraldehyds [56-59]. Nach Implantation wird Glutaraldehyd kontinuierlich
aus der Herzklappenprothese freigesetzt [60] und kann bis zu sechs Monate im Gewebe
nachgewiesen werden [57]. Die Fixierung mit Glutaraldehyd bewirkt zwar einerseits einen
Schutz der Bioprothese vor enzymatischen, chemischen und physikalischen Veranderun-
gen sowie eine Verminderung der Thrombozytenaggregation [57-59, 61], andererseits hat
Glutaraldehyd aber auch zytotoxische Eigenschaften. Die Zytotoxizitat von Glutaraldehyd
wird hauptsachlich auf die freien Aldehydgruppen, die auf der Oberflache der Bioprothese
bei der Fixierung entstehen, zurtickgefuhrt [57, 62].

Damit es zur Ausbildung einer schiitzenden Endothelschicht kommen kann, mussen daher
diese freien Aldehydgruppen reduziert werden. Guldner et al. gelang es mittels chemischer,
enzymatischer und nanotechnologischer Verfahren erfolgreich die Zytotoxizitat von bovi-
nen Herzklappenprothesen zu senken und in vivo mit Endothelzellen zu besiedeln [41].
Die Thrombogenitat des glutaraldehydfixierten Rinderperikards kénnte durch diese Ver-
fahren zur Reduktion der Zytotoxizitat (Detoxifizierung) beeinflusst werden. Sollte die
Thrombogenitét steigen, ware das Risiko fur thrombotische Ereignisse nach Prothesenim-
plantation erhoht. Es ist deshalb Gegenstand dieser Arbeit, den Einfluss der
detoxifizierenden MaRnahmen auf die Thrombogenitat zu analysieren, weshalb diese im

Folgenden kurz erldutert werden.

1.2.2.3 Detoxifizierung durch Aldehyd-Dehydrogenase
Eine Methode zur Verminderung freier Aldehydgruppen an der Oberflache der biologi-
schen Herzklappenprothese ist die enzymatische Behandlung der biologischen Prothese

mit Aldehyd-Dehydrogenase (ALDH) nach der Glutaraldehyd-Fixierung [41].
11
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Die ALDH Kkatalysiert hauptsdchlich die Reaktion von Acetaldehyd, Nicotinamid-adenin-
dinucleotid (NAD) und Wasser (H,O) zu Essigsdure, NADH und Wasserstoff [63]:

Acetaldehyd + NAD* + H,0 A" | Essigséure + NADH + H"

Das Enzym ALDH kann nicht nur die Reaktion von Acetaldehyd zu Essigsdure beschleu-
nigen. Es kann auch andere Aldehydgruppen, wie die toxischen freien Aldehydgruppen auf
der Oberflache der Bioprothesen, abbauen, jedoch mit einer langsameren Geschwindigkeit
[63-65].

1.2.2.4 Detoxifizierung und Reduktion der Verkalkung durch Zitronensaure

Eine weitere erfolgreiche Methode zur Reduktion der freien Aldehydgruppen, und so der
Zytotoxizitat, ist die Inkubation der Bioprothese mit Zitronensaure (Abb.4) nach der Fixie-
rung mit Glutaraldehyd [41].

O OH O

oo

O~ OH

Abbildung 4: Strukturformel Zitronensaure

Zitronensaure (2-Hydroxypropan-1,2,3-tricarbonsdure) kann zudem mit Kalzium Komple-
xe bilden [66]. Die Formation von Kalzium-Phosphat-Komplexen, die proportional zu den
durch Glutaraldehyd gebildeten Cross-links entsteht [67] und durch GroRenprogredienz
Verkalkungen bildet [68], wird so ebenfalls durch Zitronensdure gehemmt [41, 69, 70].
Verkalkte Herzklappenprothesen kénnen zum Einen stenosieren und zum Anderen im
Blutkreislauf, aufgrund der dort herrschenden hohen Scherkrafte, reien [70, 71], wodurch

ein erneuter Klappenersatz notwendig werden kann.

1.2.2.5 Detoxifizierung durch Titanisierung mittels Plasma-aktivierter Gasphasenab-
scheidung

Eine verbesserte Detoxifizierung glutaraldehydfixierter Rinderperikardproben gelingt mit
einer Kombination aus der Postfixationsbehandlung mit zehnprozentiger Zitronensaure,

ALDH und der Beschichtung mit Titan durch die Plasma-aktivierte chemische Gasphasen-

12
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abscheidung (PACVD, Abs.1.2.1.4) [41]. Auf dem so behandelten Material konnte in vivo
eine Endothelbesiedlung nachgewiesen werden [41].

Abbildung 5: Titanisiertes und Endothelbeschichtetes Rinderperikard. REM von
Glutaraldehyd-fixiertem dehydriertem Perikard mit einer Vergrolierung von
5000X (links), und mit kompletter Titanoberflachenbeschichtung (Mitte), und mit
kompletter Endothelbeschichtung (rechts) [13].

Nach Implantation titanisierter Herzklappen in eine Ziege kam es nach sechs Monaten zu
einer vollstandigen Zellbesiedlung der Herzklappen (Abb.5). Einen makroskopischen An-

halt fir Thromben gab es zudem nicht [72].

1.3 Hamostase und Fibrinolyse
Die Blutvertraglichkeit (Hamokompatibilitat) von Geféalprothesen und Herzklappen wird
hauptsachlich durch die Blutgerinnung beeinflusst. Es ist daher wichtig zu verstehen, wie

und wo die Blutgerinnung ablauft.

Die physiologische Gerinnung befindet sich im gesunden Korper im Gleichgewicht zwi-
schen den gerinnungsfordernden (prokoagulatorischen) und gerinnungshemmenden
(antikoagulatorischen) Faktoren. Das prokoagulatorische System wird als Hamostase, das
antikoagulatorische als Fibrinolyse bezeichnet. Die Hamostase beinhaltet alle Mechanis-
men, die zur Blutstillung fuhren. Die Mechanismen sind komplex, laufen z.T. parallel ab
und werden durch vielféaltige Faktoren beeinflusst. Klassisch wird eine primare
(thrombozytére) und eine sekunddre Ha&mostase unterschieden [73-75]. Die Fibrinolyse
schitzt vor Gbermé&Riger Thrombenbildung, baut Fibringerinnsel nach Blutstillung ab und

ist durch Rekanalisation des Gerinnsels an der Wundheilung beteiligt.
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1.3.1 Primére Hamostase

Die primdre Hamostase umfasst die thrombozytare Adhasion, die Sekretion der
thrombozytéren Granula und die anschliefende Thrombozytenaggregation. Unter Throm-
bozytenadhdsion wird das Anhaften von Blutplattchen (Thrombozyten) an die GefaBwand
verstanden. Unter physiologischen Bedingungen adhérieren Thrombozyten nicht an eine
intakte GefalRwand. Werden jedoch Plattchen-aktivierende Substanzen freigesetzt, kollage-
ne Oberflachen oder subendotheliale Strukturen durch GeféaRRverletzung freigelegt, kdnnen
sich die Thrombozyten an Kollagen oder mit Hilfe ihres GPIb/IX-Komplexes an den von
Willebrand-Faktor des subendothelialen Gewebes binden. Auch Fibronectin, Vitronectin

und Fibrinogen konnen Gber Integrinrezeptoren an Thrombozyten binden.

Thrombozytenpropfbildung bei GefaRverletzung im laminarem Blutfluss

QO

O

Thrombozytenadhasion Thrombozytenaggregation

\3 Scheibenférmiger inaktivierter
Thrombozyt

o ..
4~ Aktivierter Thrombozyt

Abbildung 6: Thrombozytenadhésion und —aggregation: Bei GefaRverletzung heften sich die
diskoidalen Thrombozyten an die GefaRwand, werden aktiviert und bilden Pseudo-
podien aus. Sie sezernieren ihre Speichergranula und bilden mit Fibrinogen einen

Thrombozytenpropf. Modifiziert nach Jackson et al. [76]. (TxA,= Thromboxan, ADP=
Adenosindiphosphat)

Durch Thrombozytenadhédsion werden die Thrombozyten aktiviert (Abb.6). Sie kdnnen
aber auch durch einen turbulenten Blutfluss zum Beispiel an stenotischen Gefalien aktiviert
werden. Ihre Speichergranula (Abb.7) werden dann innerhalb von 10-120 Sekunden sezer-
niert. Die Inhaltsstoffe der Speichergranula verstarken die VVasokonstriktion sowie die wei-

tere Thrombozytenadhé&sion und -aktivierung [73].
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Stimuli und Sekretion der thrombozytiren Speichergranula

Stimulus Sekretion

ATP
ADP
Caz"
Serotonin

ADP

TXA,
Adrenalin Tl . S
PAF el

- B-Thromboglobulin

T~ -7 8-Granula Pliittchenfaktor 4
FaktorV

Von Willebrand-Faktor

- - i Fibrinogen
Kolla PRl | S O > =
orasen <~~~ 77° > Thrombospondin

Thrombin Tl o- Granula
R Fibronectin
-] Vitronectin
I\~ Cytosol
. ytose PAI-1
* PDGF
. TGF-pB

| Faktor XTIT |

| Saure Hydrolase |

Abbildung 7: Stimuli der Thrombozytenadhasion und -aggregation mit Inhalten der
thrombozytaren Speichergranula, modifiziert nach Thomas et al. [75].

Bei der Thrombozytenaggregation lagern sich Thrombozyten untereinander an. Die Form-
anderung der Thrombozyten mit Ausbildung von Pseudopodien bei ihrer Aktivierung, ist
die Grundvoraussetzung fur die Thrombozytenaggregation. Es gelangen hierbei die
GPlIb/1lla-Komplexe auf die Oberflache der Thrombozyten. Diese Komplexe binden Fib-
rinogen und bilden dartiber Briicken mit anderen aktivierten Thrombozyten. Es entsteht ein
Thrombozytenpfropf (Abb.6) [73-75, 77].

1.3.2 Sekundare Hamostase

Bei der sekundaren Gerinnung wird Fibrinogen, welches wie oben beschrieben an den
Thrombozyten haftet, in unlésliches Fibrin umgewandelt und stabilisiert so den
Thrombozytenpfropf. Die sekundare H&mostase wird parallel zur primdren Hamostase
aktiviert. Hierfr gibt es zwei Wege: das intrinsische und das extrinsische System, in wel-

chen kaskadenartig verschiedene Faktoren aktiviert werden (Abb.8 u. Tab.1).

Das intrinsische (endogene) System wird durch subendotheliale, negativ geladene Struktu-
ren aktiviert. Faktor (F) XII wird nach subendothelialem Kontakt zu FXIla aktiviert (Index
a), welcher dann Prékallikrein (PKK) zu Kallikrein (KK) umgewandelt. Da Kallikrein
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wiederum FXII aktiviert, handelt es sich hierbei um eine positive Rickkopplung. Hochmo-
lekulares Kininogen (HK) verstérkt diese Riickkopplung [73-75, 78, 79].

Gefillverletzung

e W

Veiletzung Subendothel Endothelverlust
vWEF ¢
\ Exogene Altivierung Endogene Aktivierung Hemmung Fibrinolyse
(Gewebsverletzung) (K ollagenkontalt)
Thrombozytenadhiision Ca?* IIT VI Kontaktphase
L —
IME FE 4—FPEE

I —» Xlla

v

XNla 44— X1

[rer | L4 Ot 1

ADE—p

"

IXa 44— T [Plasmin]

<+ 1
T A —W 4—' PL-Ca®* IXa-VIIa |1—1.— W

A 4

| Thromb ozytenageregation | v

Xa ';*4——
l | PL-Ca*-Xa-Va |
| Thromb ozytenpfropf | Prothrombin (ID‘/
— Fibrinbildung — ==
Fibrinogen (T}
/ _ . v FDP
Fibrinmonomer —————— Vernetztes Fibrin | [ ]

e

——»  bewirkt
Thrombozyten - Fibrin - Gerinnsel . )
N —» wirdzu

—A—» henunt

Abbildung 8: Thrombozytenaktivierung und Aktivierung der sekundaren intrinsischen und
extrinsischen Gerinnungskaskade, modifiziert nach Thomas und Silbernagel et al.
[74, 75]. (vWF= von-Willebrandt-Faktor, Ca*"= Kalziumionen, PL= Phospholipid, TxA,=
Thromboxan, ADP= Adenosindiphosphat, HMK= hochmolekulares Kininogen, KK= Kallikrein, PKK=
Prékallikrein, 1-XI1= einzelne Gerinnungsfaktoren, Index a= aktivierter Faktor, FDP= fibrinolytische
Degradationsprodukte)

FXlla aktiviert zudem FXI zu FXla, welcher FIX zu FIXa umwandelt, und der wiederum
FVIII zu FVIlla. Zusammen mit Kalizum (Ca®*") und Phospholipiden (PL) bildet FVIIla
einen Komplex, der FX zu FXa aktiviert. Die Aktivierung von FX kann auch durch das
extrinsische System bewirkt werden. Bei dem folgendem gemeinsamen Ablauf bewirkt
FXa eine Aktivierung des FV. FVa bildet zusammen mit FXa, Phospholipiden und Ca*

den Prothrombinase-Komplex, welcher Prothrombin zu Thrombin spaltet.
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Thrombin wandelt Fibrinogen zu I6slichem Fibrin um. Mit Hilfe der Transamidase, Faktor
Xllla, wird das l6sliche Fibrin in unldsliches Fibrin umgewandelt und quervernetzt. Der
Thrombus erhélt so seine Stabilitat (Abb.8) [73-75, 78, 79].

Das extrinsische System (exogene) wird durch Kontakt von Gewebethrombokinase (Fl1II),
welche aus verletztem Gewebe freigesetzt wird, aktiviert. Fl1 aktiviert zusammen mit Ca**
FVII zu FVIla, der in einem Komplex aus Phospholipiden und Ca®* sowohl die Umwand-
lung von FIX zu FIXa, als auch von FX zu FXa bewirkt. Dann wird wiederum der soge-
nannte Prothrombinase-Komplex gebildet. Die weitere Gerinnungskaskade ist wie oben
beschrieben mit der intrinsischen identisch (Abb.8) [73-75, 78, 79].

Eine Reihe von Serinprotease-Inhibitoren (Serpine) inhibieren die plasmatische Hamostase
durch Bildung von Komplexen mit Gerinnungsfaktoren. Dazu geh6ren Antithrombin, He-
parin-Kofaktor II, TFPI (tissue factor pathway inhibitor), aj-Proteinaseinhibitor, C;-
Esteraseinhibitor und ay-Makroglobulin [75]. Die Inhibition verhindert eine tberschiel3en-

de Gerinnungsaktivierung.

1.3.3 Fibrinolyse
Bei der Fibrinolyse steht der Abbau von loslichem und unléslichem Fibrin durch die
Serinprotease Plasmin im Vordergrund. Analog zur Gerinnungskaskade kann die Fibrino-

lyse in einen intrinsischen und extrinsischen Aktivierungsweg eingeteilt werden (Abb.9).

Der intrinsische Weg der Fibrinolyse wird, analog zur intrinsichen Gerinnungsaktivierung,
durch FXIlla, Prakallikrein und Hochmolekulares Kininogen aktiviert. Der exogene Weg
wird durch die Plasminogenaktivatoren Urokinase und tPA (Gewebs-[tissue]
plasminogenaktivator) aus dem Endothel oder umliegenden Gewebe ausgelost.

Die intrinsischen und extrinsischen Plasminogenaktivatoren férdern die Umwandlung von
Plasminogen in Plasmin, welches dann Fibrin spaltet. Plasmin wird direkt durch op-
Antiplasmin gehemmt (Abb.9) [73-75].
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Fibrinolyse
Intrinsischer Weg Extrinsischer Weg
Xila -—I— Xl Urokinase t-PA
PKK —l—@}q« ‘

‘ +———PAl——¢

Y
Plasminogen » Plasmin

a,-Antiplasmin ———+
——— bewirkt
— Wird ZU -
——— hemmt “Vernetztes Fibrin, Fibrinspaltprodukte ‘

Abbildung 9: Der intrinsische und extrinsische Weg der Fibrinolyse. Analog zur sekundaren
Hémostase wird bei der intrinsischen Fibrinolyse Kallikrein (KK) aus Prakallikrein
(PKK) gebildet. Urokinase und Gewebsplasminogenaktivator (t-PA) bewirken (ex-
trinsische Fibrinolyse), ebenso wie KK, die Umwandlung von Plasminogen in
Plasmin, welches dann quervernetztes Fibrin spaltet. Plasminogenaktivator-Inhibitor
(PAI) und a,-Antiplasmin inhibieren diese Prozesse. Modifiziert nach Thomas und
Silbernagel et al. [74, 75].

I

1.4 Messung der Gerinnungsaktivierung
Die folgenden drei Gerinnungsparameter werden in dieser Arbeit zur Messung der Gerin-
nungsaktivierung durch das Prothesenmaterial verwendet. Sie dienen zum Nachweis von

Zustanden mit erhohter Gerinnungsaktivierung (hyperkoagulatorisch).

1.4.1 Plattchenfaktor 4 als Parameter der primaren Hamostase

Plattchenfaktor 4 (PF4) kommt in den a-Granula der Thrombozyten (Abb.7) vor und wird
bei Aktivierung der Thrombozyten freigesetzt. Die PF4-Konzentration gilt daher als Mal}
fur die Thrombozytenaktivierung und somit als indirektes Mal} fur die Aktivierung der
primaren Hamostase. Nach der Freisetzung wird PF4, bestehend aus vier Untereinheiten,
an Endothelzellen gebunden. Die Halbwertszeit im Blut ist kirzer als fiinf Minuten[80].
PF4 bindet mit hoher Affinitat an Heparin und an die Heparin-&hnlichen Molekile (,,hepa-
rin-like molecules) auf dem Endothel und neutralisiert so dessen antikoagulative Wir-
kung. Zudem inhibiert PF4 Antithrombin [81]. Die Gerinnung wird hierdurch auf der einen
Seite gefordert. Auf der anderen Seite aktiviert PF4 zusétzlich Protein C, welches die se-
kundare Gerinnung durch Inaktivierung der Faktoren V und VIII, hemmt [74, 82]. PF4
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wirkt auRerdem chemotaktisch auf neutrophile Granulozyten, Monozyten und Fibroblasten
[83].

1.4.2 Thrombin-Antithrombin-Komplexe als Marker der sekundaren Hamostase

Antithrombin inhibiert, durch Komplexbildung mit FIXa, FXa und Thrombin die sekundéa-
re Gerinnung. Bindet Antithrombin an Thrombin, so entstehen Thrombin-Antithrombin-
Komplexe (TAT). Heparin gilt als konzentrationsabhangiger Katalysator dieser Reaktion
[75]. Da neuentstandenes Thrombin meist direkt mit Antithrombin bindet, ist die Konzent-
ration an TAT-Komplexen proportional zum entstandenen Thrombin und damit indirekt
zur sekundéren Gerinnungsaktivierung. Die Messung der TAT-Konzentrationen dient so

zur Erkennung hyperkoagulatorischer Zustande wie zum Beispiel bei Thrombosen [84].

1.4.3 Prothrombinfragmente F1+2 als Marker der sekundaren Hamostase

Die Prothrombinfragmente eins und zwei (F1+2) entstehen zusammen mit Thrombin aus
der Spaltung von Prothrombin durch den Prothrombinase-Komplex. Die
Fragmententstehung ist proportional zum entstehenden Thrombin. Wahrend mit der TAT-
Komplex-Bestimmung nur hyperkoagulatorische Zustdnde gemessen werden kénnen, wer-
den mit der Konzentrationsbestimmung der Prothrombinfragmente zusétzlich Zustande mit
verminderter Gerinnungsaktivierung (hypokoagulatorisch) quantifiziert. Ursache hypo-
koagulatorischer Zustande ist unter anderem eine Therapie mit Heparinen oder oralen

Antikoagulatien wie Cumarinen [85, 86].
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1.5 Fragestellung/ Zielsetzung

Titanisierte Blutkontaktflachen aus ePTFE zur Herstellung von GefaRprothesen sowie aus
Rinderperikard zur Entwicklung biologischer Herzklappenprothesen kdnnen aus dem Blut-
strom heraus Zellen anlagern, die vermutlich Progenitorzellen aus dem Knochenmark sind
und sich in der Folge zu Endothelzellen umwandeln kénnen [41, 72]. Dieser VVorgang dau-
ert mehrere Wochen. Deshalb ist es von Interesse zu wissen, ob titanisierte Blutkontaktfla-
chen in dem Zeitraum bis zur Endothelialisierung thrombogen sind. Thrombenbildung
kann bei Kunststoffprothesen (ePTFE) zum Lumenverschluss bzw. bei biologischen Herz-

klappenprothesen (Kollagenoberflache) zu thromboembolischen Ereignissen fuhren.

Die vorliegende Arbeit behandelt daher den Einfluss der Titanisierung von Blutkontaktfl&-

chen auf die Thrombogenese unter zwei wesentlichen Fragestellungen:

1. Wie beeinflusst die Titanisierung von Blutkontaktflichen aus ePTFE zur Herstellung
von Gefallprothesen die Gerinnungsaktivierung?

2. Welchen Einfluss hat die Titanisierung von glutaraldehydfixiertem Rinderperikard zur

Entwicklung von biologischen Herzklappenprothesen auf die Gerinnungsaktivierung?

Um diese Fragestellungen zu untersuchen, werden unter in-vitro-Bedingungen Thrombo-
genitatsanalysen an ePTFE- und glutaraldehydfixierten, kollagenen Oberflachen mit und
ohne Titanisierung bei Kontakt mit frischem, humanem Blut von sechs gesunden Proban-

den vorgenommen.
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2. Material und Methoden

Die folgenden Abschnitte der vorliegenden Arbeit beschreiben das verwendete Material,

die jeweilige Probenvorbereitung und die Analysemethoden zur Untersuchung der Throm-

bogenitét von titanisiertem ePTFE zur Entwicklung von Geféal3prothesen bzw. von gluta-

raldehydfixiertem Rinderperikard zur Entwicklung biologischer Herzklappenprothesen.

2.1 Material

Es wurden flr diese Arbeit nachstehende Laborgeréte, Verbrauchsgegenstande, Chemika-

lien und Matrices verwendet:

2.1.1 Verwendete Laborgerate

Dampfsterilisator
Gefrierkombination
Inkubator

Plattenleser
Microtitierplattenschwenker
Schwenker

Sterilbank

Spannkasten

Stanzzylinder

Wasserbad

Zentrifugen

Systec GmbH, Wettenberg, Deutschland
Bosch, Minchen, Deutschland

Thermo Scientific,

Heraeus, Hanau, Deutschland

Dynex MRX TC Revelation Microplate Reader,
Dynex Technologies, Denkendorf, Deutschland
Schdttler Titramax 100,

Heidolph GmbH, Schwabach, Deutschland
Hassan, Libeck, Deutschland

NuAire Inc., Plymouth, USA

Universitat Libeck, Lubeck, Deutschland
Universitét Libeck, Lubeck, Deutschland
Julabo Wasserbad SW-20C,

Julabo, Seelbach, Deutschland

Heraeus Biofuge Pico,

Heraeus, Hanau, Deutschland

Heraeus Megafuge 1.0,

Heraeus, Hanau, Deutschland
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2.1.2 Verwendete Verbrauchsgegenstande

Blutentnahmerdhrchen
FACS-Ro6hrchen
Falcon-Rohrchen
Halbmikrokivetten

Kryo Aufbewahrungsbox
Pipettenspitzen
Pipettierhilfe
Mechanische Mikropipetten
Reaktionsgefale
Skalpelle

Vacutainer 21G

Zentrifugenréhrchen

Sarstedt AG & Co., Numbrecht, Deutschland
BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland
Brand, Wertheim, Deutschland

Neolab, Heidelberg, Deutschland

Sarstedt AG & Co., Numbrecht, Deutschland
Brand, Wertheim, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Feather Safety Razor Co., Ltd, Japan

Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland

2.1.3 Verwendete Testkits, Chemikalien und Reagenzien

ALDH und -Pufferlésung

,,Asserachrom® PF4‘

,»Enzygnost F 1+2 (monoclonal)*
»Enzygnost TAT micro*
Fibrinkleber Tissucol S Immuno
Glutaraldehyd

PBS-Puffer

1M Schwefelsaure
Trypsin/EDTA

Zitronensaure, 10%ig

Enzymatic BioAnalysis;

R-Biopharm, Darmstadt, Deutschland
Siemens Healthcare Diagnostics GmbH (ehmals
Diagnostica Stago), Diisseldorf, Deutschland
Dade Behring, Eschborn, Deutschland

Dade Behring, Eschborn, Deutschland
Baxter, Unterschleiheim, Deutschland
Sigma, Rodermark, Deutschland

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland

PAA, Pasching, Deutschland

Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen,

Deutschland

Sofern Chemikalien und Reagenzien nicht einzeln aufgelistet sind, befanden sich diese in

den entsprechenden Testkits.
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2.1.4 Verwendete Matrices

ePTFE

Rinderperikard

Gore Tex Soft Tissue Patches,

W.L. Gore & Associates, Inc., Flagstaff, AZ, USA
Schlachterei Thomsen, Kellinghusen, Deutschland
NFZ Pronat, Bad Brahmstedt, Deutschland

Die Rinderperikarde wurden direkt am Abholungstag aus dort frisch geschlachteten Rin-

dern gewonnen und vom betriebseigenen Tierarzt auf BSE kontrolliert. Der Transport er-

folgte gekihlt und die Weiterverarbeitung geschah am selben Tag.

2.2 Methoden

EPTFE zur Erzeugung von GeféaRprothesen bzw. Rinderperikard als kollagene Matrix zur

Herstellung von biologischen Herzklappenprothesen wurden entsprechend der folgenden

Abschnitte vorbereitet, mit Blut von gesunden Probanden inkubiert und auf ihre Thrombo-

genitat untersucht. Eine Ubersicht (iber die Probenvorbereitung zeigt die nachfolgende
Abbildung (Abb.10):

Schema zur Probenvorbereitung
von ePTFE und Rinderperikard

¢PTFE

Rinderperikard

!

| Freipriparieren |

Stanzen auf 9 x 4 mm

l Stanzen auf 9 x 4 mm |

Dezellularisierung mit Keine
Trypsin und EDTA Dezellularisierung
{ 1

| Sterilisieren | | Fixierung mit Glutaraldehvd |

| ! ! ! |
Keine Titanbeschichtung mittels Plasma- | | Detoxifizierung mit Detoxifizierung Keine
Behandlung aktivierter Gasphasenabscheidung ALDH mit Zitronensiure Behandlung

| ! !
Beschichtung mit Titanbeschichtung mittels Plasma-

Fibrinkleber

aktivierter Gasphasenabscheidung

| |

Thrombogenitatsanalysen

Abbildung 10: Schematische Darstellung der Probenvorbereitung von ePTFE und glutaral-

dehydfixiertem Rinderperikard zur Analyse ihrer Thrombogenitat. (ePTFE = ge-
recktes Polytetrafluorethylen, EDTA = Ethylendiamintetraessigséure, ALDH = Aldehyd-
dehydrogenase)
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2.2.1 Praparation und Fixierung des Rinderperikards

Das Rinderperikard wurde von Fett- und anderen Geweben mit einem Skalpell und einer
stumpfen Pinzette vorsichtig freiprapariert. Die eine Halfte wurde direkt, die andere nach
dem Entfernen der Oberflachenproteine und dem Herauslosen von Gewebezellen (Dezellu-
larisierung, Abs.2.2.3.1), in einen extra hergestellten metallischen Spannkasten aufge-
spannt. Die optimale Aufspannung war durch in den Boden eingearbeitete Metallspitzen
gewabhrleistet, die in einem Abstand von 4 cm zueinander standen. Nach dem Einspannen
erfolgte die vollstandige Uberschichtung mit einer 0,25 %igen Glutaraldehyd-Lésung zur
Fixierung. Das Rinderperikard wurde mindestens 24 Stunden bei Raumtemperatur darin

inkubiert.

2.2.2 Stanzen von gerecktem Polytetrafluorethylen (ePTFE) und Rinderperikard

Sowohl alle ePTFE- als auch die Rinderperikardproben missen hinsichtlich ihrer GroRe,
ihrem Gewicht und ihrer Oberflache vergleichbar sein. Dazu wurden die Materialen mit
Hilfe einer Stanze und einem Hammer auf die Grofze von 9 x 40 mm gestanzt. Es wurde
eine keimarme Stanzunterlage verwendet, um die Gefahr einer Kontamination gering zu
halten. Die glutaraldehydfixierten Perikardstiicke wurden aufgrund toxischer Dampfe unter
dem Abzug gestanzt. Nach dem Stanzen wurden die Perikardstiicke in einer sterilen 0,9
%igen Natriumchloridldsung (NaCl-Lsg.) gewaschen und zur Aufbewahrung in eine neu
angesetzte 0,25 %ige Glutaraldehyd-Losung gegeben (Abb.11). Das ePTFE wurde nach

dem Stanzen bei 121 °C im Wasserdampf mit 2 bar sterilisiert (autoklaviert).

Abbildung 11: Glutaraldehydfixiertes Rinderperikard nach dem Stanzen.
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2.2.3 Verschiedene Behandlungsstrategien fiir ePTFE und Rinderperikard

Um den Einfluss der verschiedenen Behandlungsmethoden auf die Gerinnung zu testen,
wurden die ePTFE-Proben und Rinderperikardproben mit und ohne Trypsin- und EDTA-
Behandlung jeweils in verschiedene Gruppen aufgeteilt und unterschiedlichen Verfahren
zugeteilt. Eine Kombination an Behandlungsstrategien zur Beurteilung der Gerinnungsbe-

eintrachtigung fand ebenfalls statt.

2.2.3.1 Dezellularisierung des Rinderperikards mit Trypsin und EDTA

Ein Teil der Rinderperikarde wurde fir die Studie vor Fixierung dezellularisiert. Zur De-
zellularisierung wurde das Rinderperikard nach Praparation und vor Fixierung zweimal 10
Minuten mit 0,02 %iger PBS-EDTA-L6sung gewaschen und 48 Stunden bei 37 °C mit
einer Trypsin-haltigen EDTA-L6sung auf einem Schwenker inkubiert. Nach der Inkubati-
on wurde PBS-Puffer zum Waschen der Proben (3-mal a 10 Minuten) verwendet. Danach
wurden die Proben in 0,25 %iger Glutaraldehyd-L6sung fixiert (Abs.2.2.1).

2.2.3.2 Behandlung des Rinderperikards mit 10%iger Zitronensaure

Fur eine Testreihe wurde dezellularisiertes und nicht dezellularisiertes, glutaraldehyd-
fixiertes Rinderperikard mit Zitronensaure inkubiert. Dazu wurden die glutaraldehydfixier-
ten Proben dreimal 10 Minuten mit PBS-Puffer gewaschen, um sie weitgehend von der
zytotoxischen Glutaraldehyd-Losung zu reinigen. Danach wurde pro Probe 50 ml einer 10
%igen Zitronensaure unter sterilen Kautelen in ein 50 ml-Réhrchen gegeben und fur 30
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die Losung verworfen, das Réhr-
chen mit 50 ml PBS-Puffer gefullt und 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dieser

Schritt wurde mehrmals wiederholt bis ein neutraler pH-Wert im Réhrchen vorherrschte.

2.2.3.3 Behandlung des Rinderperikards mit Aldehyd-Dehydrogenase

Fur eine weitere Testreihe wurde ein Teil dezellularisierter und nicht dezellularisierter,
glutaraldehydfixierter Rinderperikarde enzymatisch mit Aldehyd-Dehydrogenase (ALDH)
inkubiert. Fur 3,6 ml einer ALDH-L6sung wurde hierbei eine Tablette aus 0,8 mg NAD in
3 ml Kaliumdiphosphat-Puffer (pH9) und eine Flasche gefriergetrocknetes ALDH (4
Units) in 0,6 ml doppelt entionisiertem Wasser gelést. Dann wurde das geldste ALDH in
die NAD-L0sung pipettiert und die Rinderperikardstlicke vorsichtig damit beschichtet. Die
Probenstiicke inkubierten 24 Stunden bei Raumtemperatur. Diese Inkubationszeit war no-

tig, um sicherzustellen, dass die Aldehydreste ausreichend gespalten wurden.
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2.2.3.4 Titanisierung von ePTFE und Rinderperikards mittels Plasma-aktivierter chemi-
scher Gasphasenabscheidung

Die Titanisierung der ePTFE- sowie der glutaraldehydfixierten Rinderperikardproben wur-
de von der Pfm Medical Titanium GmbH in Nurnberg durchgefihrt. Dort wurden die
Oberflachen, mit Hilfe der Plasma-aktivierten chemischen Gasphasenabscheidung
(PACVD), gleichméRig im Vakuum bei 30-35 °C mit 30-50 nm Titan beschichtet. Das
Titan verbindet sich hierbei fest mit dem Kollagen der biologischen Herzklappenmateria-
lien oder mit der polymeren Oberflache der ePTFE-Proben (Abs.1.2.1.4 u. Abs.1.2.2.5).
Zusétzlich wurden einige Rinderperikardstiicke der PACVD zugefihrt, ohne dass sie mit

Titan beschichtet wurden.

2.2.3.5 Fibrinkleberbeschichtung von gerecktem Polytetrafluorethylen

Die Stanzstlicke aus gerecktem Polytetrafluorethylen (ePTFE) wurden mit dem Fibrinkle-
ber ,,Tissucol Duo S der Firma Baxter beschichtet. Bei diesen Versuchen wurde jeweils
eine Seite eines ePTFE-Stlickes mit drei Tropfen Kleber beschichtet, getrocknet und wie

beschrieben im Blut auf die Aktivierung der Gerinnung getestet (Abs.2.2.4).

2.2.4 Thrombogenitatsanalysen

Zur Bestimmung der Thrombogenitét der vorbereiteten ePTFE- und Rinderperikardproben
wurden diese mit Blut inkubiert und die Konzentrationen an Plattchenfaktor 4 (PF4), an
den Thrombin-Antithrombin-Komplexen (TAT) und an den Prothrombinfragmenten F1+2
(F1+2) gemessen.

2.2.4.1 Blutentnahme und Probenvorbereitung

Um die Vertraglichkeit der verschiedenen ePTFE- und Rinderperikardproben in vitro tes-
ten zu kénnen, wurde Blut von sechs gesunden Blutspendern verwendet. Die Blutproben
stammten von jungen mannlichen, nichtrauchenden Probanden ohne chronische Erkran-
kungen, die keine Medikamente einnahmen und 24 Stunden vor Probenentnahme keinen
Alkohol getrunken haben. Die Probanden erhielten eine schriftliche und mindliche Auf-

klarung und willigten schriftlich ein. Die Ethikkommission stimmte der Studie zu.

Zur Probenvorbereitung wurde vendses Blut mit einem 21G Blutentnahmesystem aus einer
Kubitalvene in die entsprechenden Kunststoffentnahmerohrchen gegeben. Fur die TAT-
bzw. F1+2-Messungen wurden zitrathaltige R6hrchen (Verhaltnis 9:1) verwendet, fir die

PF4-Messung CTAD-haltige (Natriumzitrat, Theophyllin, Adenosin, Dipyridamol) Rohr-
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chen, da diese die Granulasekretion aus den Thrombozyten hemmen. Die Réhrchen wur-
den dann kurz geschwenkt, damit sich der Zusatz mit dem Blut mischen konnte.

Die gefullten CTAD-haltigen R6hrchen mussten zur Stabilisation des Plasmas direkt nach
Beflllung mit Vollblut 15 Minuten in Eiswasser inkubieren. Das zu testende Material
(Rinderperikard oder ePTFE) wurde dann mit Hilfe steriler anatomischer Pinzetten in die
entsprechenden Blutentnahmerdhrchen gegeben (Abb.12). Das erstabgenommene Rohr-
chen diente als Leerwert der Messreihe und wurde daher im Gegensatz zu den anderen
Kunststoffréhrchen nicht mit ePTFE oder Rinderperikard versetzt. Der Leerwert ist der
Ausgangswert des Probanden und musste bei jeder Testung im Normalbereich liegen. War

dies nicht der Fall, wurde die Testung nicht gewertet.

Die gefillten Blutentnahmerdhrchen und die Leerproben wurden 30 Minuten bei 37 °C im
Inkubator horizontal geschwenkt. In diesen 30 Minuten konnten die ePTFE- und Rinderpe-
rikardproben mit dem Blut des Probanden interagieren. Danach wurden die Blutentnahme-
réhrchen in einer Zentrifuge 20 Minuten bei 4000 Umdrehungen/Minute und 8 °C zentri-
fugiert um pléttchenreiches Zitratplasma zu erhalten (Abb.12). Dieses wurde zur TAT- und
F1+2-Messung bendétigt. Hierfir wurden 500 pl des Plasmatberstandes in ein bereits be-
schriftetes Eppendorfgefal pipettiert und bei —18 °C eingefroren. Fir die PF4-Messung
wurde plattchenarmes Plasma benétigt. Dafiir werden ein Milliliter Uberstand aus dem
zentrifugierten CTAD- Rohrchen genommen und in ein Eppendorfgefa gegeben. An-
schlieRend wurde es in der Biofuge fiir 20 Minuten bei 13000 U/Minute zentrifugiert. Da-
nach wurden 500 pl vorsichtig entnommen und bei —18 °C eingefroren.

BRI

NP T VI

L.‘.-.,...m
Abbildung 12: Gestanztes Rinderperikard im Blut eines Probanden vor (links)
und nach (rechts) dem Zentrifugieren.

2.2.4.2 Konzentrationsbestimmung von Thrombin-Antithrombin-Komplexen
Zum immunhistochemischen Nachweis der Thrombin-Antithrombin-Komplexe (TAT)

wurde der ELISA-(,,Enzyme-linked-immunosorbent Assay) Testkit ,,Enzygnost TAT
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micro“ der Firma Dade Behring genutzt. Normalerweise wird der Testkit zur Diagnostik
von thrombotischen Ereignissen verwendet [87]. Zur Beurteilung einer nicht symptomati-
schen Aktivierung der Koagulation gilt dieser Test als sensitiv [87].

Die eingefrorenen Proben wurden 30 Minuten bei Zimmertemperatur aufgetaut und 2 Mi-
nuten bei 13000 U/Minute in der Biofuge zentrifugiert. Die 0.g. Testkitpackung wurde auf
Raumtemperatur gebracht, das Wasserbad auf 37 °C vorgewarmt und die Testplatte vorbe-
reitet. Dann wurden die Plasmastandards 1-4 aus dem Testkit mit einer Konzentration von
2 pg/l, 6 pg/l, 20 pg/l und 60 pg/l TAT und das Kontrollplasma aus dem Testkit mit 1 ml
destiliertem Wasser (Aqua dest.) geldst und mindestens 30 Minuten stehen gelassen, damit
sich das Trockenkonzentrat vollstandig 16sen konnte. Danach wurde die Waschldsung, eine
1:20 Verdinnung einer Tween-haltigen (18 g/l) Phosphat-Pufferlésung (90 mmol/l) mit
Agua dest., angesetzt. Mit der Waschlosung konnte anschlieBend die Waschstation vorbe-
reitet werden. In jede Vertiefung der Mikrotitrationsplatte wurde jeweils 50 pl Probenpuf-
fer pipettiert. Zusétzlich wurden entweder 50 pl Probenpuffer fir den Nullwert (Blank-
wert), 50 pl des jeweiligen Standards zur spateren Erstellung einer Standardkurve, 50 pl
der Kontrollprobe, 50 ul unseres Plasmaleerwertes oder 50 ul der Plasmaprobe gegeben.
Die Platte wurde dann mit Folie abgedeckt und 15 Minuten bei 37 °C im Wasserbad inku-
biert, damit sich vorhandene TAT-Komplexe an die mit Human-Thrombin-Antikorper be-
schichteten Vertiefungen der Mikrotitrationsplatten binden konnten.

Parallel zur Inkubation wurde das Konjugat bestehend aus Anti-Human-Antithrombin,
konjugierter Peroxidase und Phenol, als Konservierungsmittel, mit Konjugatpuffer in L06-
sung gebracht. Hierfir wurden 200 ul Konjugatkonzentrat in eine 11 ml Flasche
Konjugatpuffer (50 mM Tris-Pufferlésung, Serumalbumin vom Rind, Phenol als Konser-
vierungsmittel) gegeben und durch Schwenken vermischt. Nach dem Inkubieren wurde die
Flussigkeit in den Vertiefungen der Platte abgesaugt und mit Waschldsung gefillt. Diese
wurde dann erneut abgesaugt und dieser Vorgang mindestens dreimal wiederholt. Danach
wurde 100 ul Konjugatlésung in alle Vertiefungen gegeben und erneut abgedeckt 15 Mi-
nuten bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. In dieser Zeit banden die Peroxidase-konjugierten
Antikorper an eine freie TAT-Bindungsstelle. Vor Ende der Inkubationszeit mit der
Konjugatlésung wurde die Substrat-/Chromogenldsung angesetzt, indem 10 ml Substrat-
puffer zu einer Flasche Substrat-Chromogen aus dem Testkit gegeben wurde. Diese Lo-
sung musste lichtgeschitzt aufbewahrt werden. Nach der Inkubation mit Konjugatlésung
wurde die Platte dreimal gewaschen (s.0.) und mit 100 ul Substrat-/Chromogenlésung ver-

setzt. Die so behandelte Platte wurde dann 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, da-
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mit die Substrat-/Chromogenldsung und die Peroxidase reagieren konnten. Es fand eine
Farbreaktion statt, die nach Zugabe von 100 pl einer 0,5 N Schwefelsdure gestoppt und mit
Hilfe des Dynex-Plattenlesers quantifiziert wurde.

Die Messung der optischen Dichte (Extinktion) mit dem Dynex-Plattenleser erfolgte inner-
halb einer Stunde bei 492 nm. Mit Hilfe der Standards und des Blankwertes rechnete das
Computerprogramm des Dynex-Plattenlesers die Extinktionen der Proben in Konzentratio-

nen um, deren Einheit pg/dl war. Der Referenzbereich lag zwischen 1,0 pg/l und 4,1 pg/dl.

2.2.4.3 Konzentrationsbestimmung von Prothrombinfragmenten F1+2
Der Nachweis der Prothrombinfragmente 1 und 2 (F1+2) gelang mit Hilfe des ELISA

»Enzygnost F 142 (monoclonal)* der Firma Dade Behring.

Die vorbereiteten Plasmaproben wurden, analog zu Absatz 2.2.4.2, aufgetaut. Die Wasch-
I6sung, das Kontrollplasma und die Plasmastandards, die jeweils 20 pmol/I; 80 pmol/l; 400
pmol/l und 1200 pmol/l an F1+2 beinhalteten, aus dem Testkit wurden nach Anleitung in 1
ml entionisiertem Wasser geldst und 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie-
Rend erfolgte die Belegung der Mikrotitrationsplatten mit jeweils 50 pl Puffer (Blankwert),
Standard, Kontrolle oder Probe. Dann wurde die Platte mit Folie abgedeckt und 30 Minu-
ten bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Nach Ablauf dieser Zeit wurden die Vertiefungen
abgesaugt mit der vorbereiteten Waschlésung gefillt und erneut abgesaugt. Dieser Vor-
gang wiederholte sich dreimal. 100 pl Konjugat wurde in die Vertiefungen gegeben und 15
Minuten bei 37 °C im Wasserbad inkubiert, woran sich ein erneuter Waschvorgang (s.0.)
anschloss. Danach wurden 100 pl der Chromogen-Puffer/Substrat-Losung hinzugegeben
und lichtgeschitzt 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die schwefelhaltige Stopp-
I6sung unterbrach, nach Zugabe von 100 pl in die Vertiefungen, die Farbreaktion und die
Mikrotitrationsplatte konnte mit dem Dynex-Plattenleser bei 450 nm ausgewertet werden.
Der Referenzbereich lag zwischen 69 pmol/l und 229 pmol/l, der Messbereich des Platten-

lesers zwischen 20 pmol/I und 1200 pmol/Il.

2.2.4.4 Konzentrationsbestimmung von Plattchenfaktor 4

Die Konzentration von Plattchenfaktor 4 (PF4) einer Probe wurde mit dem Elisa-Testkit
,Asserachrom® PF4“ der Firma Diagnostica mit Hilfe eines ELISA bestimmt. Diagnostica
Stago hatte wahrend der verschiedenen Messungen den Testkit verandert, sodass die ePT-

FE-Versuche mit dem alten Testkit und die Rinderperikardversuche mit dem neuen durch-
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gefiihrt wurden. Die neuen Veranderungen sind in eckigen Klammern an den entsprechen-
den Durchfiihrungsschritten gekennzeichnet. Die Probenvorbereitung hatte sich mit Ein-
flhrung des neuen Testkits nicht veréndert.

Fur die Durchfuhrung beider Testverfahren wurde eine Standardverdinnungsreihe ange-
legt, die zur Erstellung einer Standardkurve bendtigt wurde. Das doppelt zentrifugierte
CTAD-Plasma sowie die aufgeldsten Kontrollproben wurden 1:10 [neu: 1:21] mit Puffer
vorverdinnt und zusammen mit der Standardreihe und dem Blankwert (nur Puffer) auf die
Mikrotitrationsplatte, die mit einem PF4-Antikoérper (Anti-human PF4 F(ab’),) beschichtet
waren, aufgebracht. Nach einer sechzigminitigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde
die Mikrotitrationsplatte abgesaugt und mit der Waschlosung des Testkits befullt. Dieser
Vorgang wiederholt sich finfmal. Dann wurden 200 pl eines mit Peroxidase-gekoppelten
Kaninchen Anti-human-PF4-Antikdrpers hinzugegeben und wiederum 60 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Es folgte ein erneuter Waschvorgang, der fiinfmal wiederholt
wurde. Je Vertiefung kamen 200 pl Substratlésung, bestehend aus O-Phenyldiamin und
Peroxid, hinzu, die 3 Minuten [neu: 5 Minuten] bei Raumtemperatur inkubierten. Die Re-
aktion wurde mit 50 pl 2-3 M [neu: 1 M] Schwefelsdure gestoppt. Nach einer weiteren
Inkubation von 30 Minuten konnte man die Extinktion mit Hilfe den Dynex-Plattenlesers
bei 492 nm [neu: 450 nm] messen. Dieser erstellte dann mit Hilfe der Standardreihe eine
Standardkurve, anhand welcher die Proben einer Konzentration zugeordnet werden konn-

ten. Der Referenzbereich lag zwischen 0-10 U/ml.

2.3 Ethik-Kommission
Die durchgefiihrten Untersuchungen wurden von der Ethik-Kommission der Universitét zu
Libeck am 30.03.2010 begutachtet und genehmigt (Aktenzeichen: 10-042).

2.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Programms Microsoft Excel Version
2003. Die statistische Signifikanz wurde mit dem Wilcoxon-Test fur zwei unabhéngige
Variablen getestet. Das Signifikanzniveau lag bei p < 0,05. Die Ergebnisse werden als Mit-

telwert + Standardabweichung (SD) angegeben.
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3. Ergebnisse

Die folgenden Blutvertraglichkeitsuntersuchungen in vitro zeigen, welche Auswirkungen
verschiedene Behandlungsweisen von gerecktem Polytetrafluorethylen (ePTFE) oder glu-
taraldehydfixiertem Rinderperikard auf die Gerinnungsaktivierung haben, wenn noch kein

Endothel vorhanden ist.

Es wurden nur Versuche gewertet, bei denen das jeweilige Kontrollplasma im angegebe-
nen Kontrollbereich lag, der Ausgangswert des Probanden in einem festgelegten Referenz-
bereich war und die doppelbestimmten Einzelwerte nicht mehr als 15 % voneinander ab-

wichen. Der Referenzbereich gilt im klinischen Gebrauch als festgelegter Normalbereich.

3.1 Titanisiertes gerecktes Polytetrafluorethylen

In dieser Arbeit wurde die Thrombogenitat von derzeit verwendetem gerecktem Polytetraf-
luorethylen (ePTFE) im Vergleich zu ePTFE analysiert, welches durch die Plasma-
aktivierte Gasphasenabscheidung (PACVD) mit Titan beschichtet wurde. Zusatzlich wird
die Auswirkung von Fibrinkleber auf die Gerinnungsaktivierung untersucht, wenn er auf
der ePTFE-Oberflache in direkten Kontakt mit Vollblut kommt. Zur Analyse der Throm-
bogenitat wurden die Konzentrationen an Plattchenfaktor 4, an Thrombin-Antithrombin-
Komplexen und an den Prothrombinfragmenten F1+2 nach Inkubation mit unbehandeltem
ePTFE, titanisierten ePTFE sowie zusatzlich mit Fibrinkleber-beschichtetem ePTFE ge-

messen.

3.1.1 Plattchenfaktor 4

Je hoher der Gehalt an Plattchenfaktor 4 (PF4), desto mehr Thrombozyten wurden aktiviert
und deren Vesikel freigesetzt. Die Konzentration von PF4 im Blutplasma nach Inkubation
mit unbehandeltem ePTFE (n = 6) war deutlich héher als nach Inkubation mit titanisiertem
ePTFE (n=6, Abb.13). Der Mittelwert und die dazugehérige Standardabweichung fiir die
unbehandelte ePTFE-Oberflache liegt mit 35,928 + 12,305 IU/ml signifikant (p < 0,05)
uber denen der titanisierten Proben mit 6,582 + 1,774 IU/ml (Tab.3). Hieraus ergab sich

eine Reduktion durch die Titanisierung von 82 %.
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Abbildung 13: Konzentrationsbestimmung von Plattchenfaktor 4 (PF4) nach Inkubation mit
unbehandeltem (n = 6) und titanisiertem (n= 6) ePTFE. Vergleich des PF4-
Gehaltes anhand der Mittelwertbestimmung und der Standardabweichung im
Blutplasma mit Kennzeichnung statistisch signifikanter Unterschiede (* p < 0,05).

3.1.2 Thrombin-Antithrombin-Komplexe

Die Konzentrationen an Thrombin-Antithrombin-Komplexen (TAT) des unbehandelten (n
= 6) und des titanisierten (n = 6) ePTFEs wiesen keinen signifikanten Unterschied auf
(Abb.14). Mittelwert und Standardabweichung der unbehandelten ePTFE-Proben lagen bei
1,919 £ 0,147 pg/l, der titanisierten Proben bei 3,035 * 1,266 pg/l (Tab.4).
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Abbildung 14: Thrombin-Antithrombin-Konzentrationen nach Inkubation mit un-
behandeltem (n = 6) und titanisiertem (n = 6) ePTFE. Vergleich der TAT-
Konzentrationen nach Inkubation mit unbehandeltem und titanisiertem ePTFE,

anhand der Bestimmung von Mittelwert und Standardabweichung. (TAT= Throm-
bin-Antithrombin-Komplex)
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3.1.3 Prothrombinfragmente F1+2

Die Konzentrationen der Prothrombinfragmente F1+2 im Blutplasma, nach Inkubation von
Blut mit unbehandelten (n = 6) oder titanisiertem ePTFE (n = 6), waren vergleichbar
(Abb.15). Mittelwert des unbehandelten ePTFE (167,080 + 8,604 pmol/l) und des titani-
sierten ePTFE (171,598 = 31,712 pmol/l) lagen eng beieinander (Tab.5). Mit Hilfe des
Wilcoxon-Tests konnte kein signifikanter Unterschied ermittelt werden.
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Abbildung 15 :Prothrombinfragment F1+2-Konzentrationen nach Inkubation mit un-
behandeltem (n = 6) und titanisiertem ePTFE (n = 6). Vergleich der F1+2-
Konzentrationen unbehandelter und titanisierter ePTFE-Proben anhand der Be-
stimmung von Mittelwert und Standardabweichung im Blutplasma.

3.1.4 Einordnung der Ergebnisse in den Referenz-/ Normalbereich

Die Referenzbereiche der drei verschiedenen Gerinnungsparameter wurden spezifisch fur
den jeweiligen Testkit von den Herstellern vorgegeben (Tab.2). Als Referenz- oder Nor-
malbereich wurde der Bereich der physiologisch vorkommenden Gerinnungsaktivierung
definiert.

Samtliche PF4-Messwerte und folglich Mittelwert und Standardabweichung der titanisier-
ten ePTFE-Proben (6,582 £+ 1,774 1U/ml) lagen, im Gegensatz zu den unbehandelten Pro-
ben (35,928 + 12,305 1U/ml), innerhalb des Referenzbereichs von unter 10 1U/ml (Abb.16
u. Tab.3). Die TAT-Plasmakonzentrationen nach Inkubation mit unbehandelten und titani-
sierten ePTFE lagen unterhalb der oberen Referenzgrenze von 4,1 ug/l, mit der Ausnahme
eines Einzelwertes von 5,616 pg/l (Tab.2 u. 4). Der erhohte Einzelwert ging als Ausreil3er
nicht in den Wilcoxon-Test ein. Die Prothrombinfragment F1+2-Konzentrationen befanden
sich bei beiden ePTFE-Gruppen innerhalb des Referenzbereiches von 69-229 pmol/l

(Abb.16 u. Tab.5).
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Konzentrationsbestimmung der Gerinnungsparameter PF 4, TAT und F1+2
nach Inkubation mit unbehandeltem (n = 6)und titanisiertem ePTFE (n = 6)
mit farblicher Hinterlegung des Referenzbereiches. Vergleich unbehandelter
und titanisierter ePTFE-Proben anhand der Bestimmung von Mittelwert und Stan-
dardabweichung des Gehaltes an PF4, TAT und F1+2 im Blutplasma mit farblicher
Hinterlegung des Referenzbereichs (grau) und mit Kennzeichnung statistisch signi-

fikanter Unterschiede (* p < 0,05). (PF4= Pléttchenfaktor 4, TAT= Thrombin-Antithrombin-
Komplex, F1+2= Prothrombinfragmente F1+2)
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3.1.5 Fibrinkleberbeschichtung

Die Verwendung von Fibrinkleber fiihrte beim unbehandeltem und beim titanisiertem
ePTFE zu einer Erhéhung der Konzentration an PF4, TAT und F1+2 (Tab.3-5). Fir
fibrinbeschichtetes, unbehandeltes ePTFE lagen die Blutplasmakonzentrationen an PF4
zwischen 19,844 1U/ml und 102,971 1U/ml (Tab.3). Der Mittelwert lag bei 62,627 *
38,166 1U/ml. Hieraus ergab sich keine Signifikanz gegenuber dem unbehandeltem ePTFE
ohne Fibrinkleberbeschichtung, aber ein signifikanter Unterschied zu den Konzentrationen
(6,582 £ 1,774 IU/ml) der titanisierten Proben ohne Fibrinkleberbeschichtung (Tab.3).
Wahrend sich nach der Fibrinkleberbeschichtung von unbehandeltem ePTFE die Konzent-
rationen an PF4 im Messbereich des ELISA-Testkit (2 bis 120 1U/ml) befanden, lagen
nach Fibrinkleberbeschichtung titanisierter ePTFE-Proben einige Messwerte Uber den
Messbereich des Testkit und wurden vom Computer aus extrapolierten Standardkurven
berechnet. Die Blutplasmakonzentrationen von PF4 fir titanisiertes und fibrinbeschichtetes
ePTFE lagen zwischen 72,717 IU/ml und 126,331 1U/ml, mit einem Mittelwert von
104,097 £ 21,046 1U/ml (Tab.3) und somit oberhalb des oberen Referenzbereiches.

Nach Zusatz von Fibrinkleber waren die Konzentrationen an TAT und F1+2 nach Inkuba-
tion von unbehandeltem sowie titanisiertem ePTFE deutlich iber den Messbereich erhoht,
sodass das Dynex-Analysegerat die Messwerte nicht mehr aus Extrapolation errechnen

konnte.
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3.2 Glutaraldehydfixiertes Rinderperikard

In dem folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse der Thrombogenitatstestungen an glu-
taraldehydfixiertem Rinderperikard aufgezeigt. Zuerst wurde unbehandeltes, glutaralde-
hydfixiertes Rinderperikard untersucht, welches derzeit zur Erzeugung biologische Herz-
klappenprothesen verwendet wird, und mit glutaraldehydfixiertem Rinderperikard vergli-
chen, welches zur Detoxifizierung mit Aldehyd-Dehydrogenase (ALDH) inkubiert und
titanisiert wurde. Um den Einfluss einer Inkubation mit Zitronenséure oder ALDH als ein-
zelne Detoxifizierungsmethoden auf die Gerinnungsaktivierung zu untersuchen, wurde
jeweils das entsprechend inkubierte glutaraldehydfixierte Rinderperikard mit dem derzeit
verwendeten glutaraldehydfixiertem Rinderperikard verglichen. Zuletzt wurde die Beein-
flussung einer Dezellularisierung von Rinderperikard vor Fixierung mit Glutaraldehyd auf

die Gerinnungsparameter tberpruft.

3.2.1 Titanisiertes, glutaraldehydfixiertes Rinderperikard
Im Folgenden werden die Konzentrationen der Gerinnungsparameter fir glutaraldehyd-

fixiertes Rinderperikard ohne und mit Titanbeschichtung dargestellt.

3.2.1.1 Plattchenfaktor 4

Die Zusatzbehandlung glutaraldehydfixierter Rinderperikarde mit ALDH und Beschich-
tung mit Titan zur Reduktion der freien Aldehydgruppen, und somit zur Verringerung der
Zytotoxizitét, reduzierte den Gehalt an Plattchenfaktor 4 (PF4) signifikant (p < 0,05) ge-
gendiber nur mit Glutaraldehyd fixiertem Rinderperikard (Abb.17). Mit 7,798 + 2,284
IU/ml lagen die PF4-Konzentrationen nach Titanisierung signifikant (n = 6, p<0,05) unter
den Werten der Gruppe ohne Titanisierung (n = 6) mit 40,984 + 25,184 IU/ml (Tab.6).
Hieraus ergibt sich eine Reduktion der PF4-Konzentration von 81 %.
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Abbildung 17: Konzentrationsbestimmung von Plattchenfaktor 4 von unbehandeltem (n = 6)
und titanisiertem Rinderperikard (n = 6). Vergleich glutaraldehydfixierter Peri-
karde ohne (GA) und mit zusétzlicher ALDH-Behandlung und Titanbeschichtung
(GA-AT) anhand der Bestimmung des Mittelwertes und der Standardabweichung
im Blutplasma und mit Kennzeichnung statistisch signifikanter Unterschiede (* p <
0,05). (PF4= Plattchenfaktor 4, ALDH= Aldehyd-Dehydrogenase)

3.2.1.2 Thrombin-Antithrombin-Komplexe

Der Gehalt an Thrombin-Antithrombin-Komplexen (TAT) im Blutplasma unterschied sich
durch eine detoxifizierende Titanisierung und ALDH-Behandlung (n = 6) nicht von dem
unbehandelten glutaraldehydfixiertem Rinderperikard (n = 6, Abb.18). Die Konzentratio-
nen an TAT bei unbehandeltem Perikards lag bei 2,237 £ 0,263 pug/l, bei titanisiertem bei
2,385 £ 0,343 pg/l (Tab.7).

Thrombin-Antithrombin-Komplex

Konzentration [ug/l]

Perikard GA Perikard GA-AT

Abbildung 18: Thrombin-Antithrombin-Komplex-Konzentrationen nach Inkubation mit
unbehandeltem (n =6) und titanisiertem Rinderperikard (n=6). Vergleich glu-
taraldehydfixierter Perikarde (GA) ohne und mit ALDH-Behandlung und Titanbe-
schichtung (GA-AT) anhand der Bestimmung von Mittelwert und Standardabwei-
chung. (TAT= Thrombin-Antithrombin-Komplexe, ALDH= Aldehyd-Dehydrogenase)
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3.2.1.3 Prothrombinfragmente F1+2

Im Blutplasma der zusétzlich mit ALDH-behandelten, titanbeschichteten, glutaraldehyd-
fixierten Perikarde waren signifikant hohere Konzentrationen an Prothrombinfragmenten
F1+2 (F1+2) nachweisbar als bei den glutaraldehydfixierten Perikarden ohne Zusatzbe-
handlung (Abb.19). Mit einem Mittelwert von 298,062 + 48,719 pmol/l war die Konzentra-
tion an F1+2 beim Perikard mit Zusatzbehandlung signifikant hoher als beim Perikard oh-
ne Zusatzbehandlung mit 119,871 + 8,454 pmol/l (Tab.8). Es wurde jeweils eine Anzahl
von sechs Proben verglichen.
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Abbildung 19: F1+2-Konzentrationen nach Inkubation mit unbehandeltem (n = 6) und titani-
siertem (n = 6) Rinderperikard. Vergleich glutaraldehydfixierter Perikarde (GA)
ohne und mit zusatzlicher ALDH-Behandlung und Titanbeschichtung (GA-AT)
anhand der Bestimmung von Mittelwert und Standardabweichung des Gehaltes an
F1+2 im Blutplasma, mit Kennzeichnung statistisch signifikanter Unterschiede (* p
< 0,05). (F1+2= Prothrombinfragmente F1+2, ALDH= Aldehyd-Dehydrogenase)

3.2.1.4 Einordnung der Ergebnisse in den Referenz-/ Normalbereich
Die Inkubation des glutaraldehydfixierten Rinderperikards mit ALDH und die anschlie-
Rende Titanisierung senkten den Blutplasmagehalt an PF4 signifikant. Die Konzentratio-

nen an PF4 lagen nach dieser Zusatzbehandlung innerhalb des Referenzbereiches
(Abb.20).

Die TAT-Konzentrationen beider Gruppen unterschieden sich nicht signifikant voneinan-
der (Tab.7). Die Werte lagen bei beiden Gruppen innerhalb des Referenzbereiches. Die
Prothrombinfragment F1+2-Konzentrationen waren nach Inkubation mit den glutaralde-
hydfixierten, ALDH-behandelten und titanisierten Perikarden signifikant hoher als bei den
unbehandelten, glutaraldehydfixierten Perikarden und lagen oberhalb des Referenzberei-
ches (Abb.20, Tab.2 u. 8).
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Abbildung 20: Konzentrationsbestimmung der Gerinnungsparameter PF 4, TAT und F1+2
nach Inkubation mit unbehandeltem (n = 6) und titanisiertem (n = 6) Rinder-
perikard mit farblicher Hinterlegung des Referenzbereiches. Vergleich gluta-
raldehydfixierter Rinderperikarde ohne (GA) und mit zusétzlicher ALDH-
Behandlung und Titanbeschichtung (GA-AT), anhand der Mittelwerte und Stan-
dardabweichungen des Gehaltes an PF4, TAT und F1+2 im Blutplasma mit farbli-
cher Kennzeichnung des Referenzbereichs (grau hinterlegt) und statistisch signifi-

kanter Unterschiede (* p < 0,05). (PF4= Plattchenfaktor 4, TAT= Thrombin-Antithrombin-
Komplexe, F1+2= Prothrombinfragmente F1+2, ALDH= Aldehyd-Dehydrogenase)
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3.2.2 Detoxifiziertes, glutaraldehydfixiertes Rinderperikard

Nach Inkubation des Blutes mit glutaraldehydfixiertem Rinderperikard, welches zur Deto-
xifizierung mit zehnprozentiger Zitronensdaure oder mit ALDH behandelt oder zusétzlich
zur ALDH-Behandlung titanisiert wurde, zeigte sich jeweils eine signifikante Reduktion
der PF4-Konzentrationen im Vergleich zu glutaraldehydfixierten Perikarde ohne Zusatzbe-
handlung (p < 0.05). Nach der Postfixationsbehandlung mit ALDH (mit oder ohne Titani-
sierung) lagen die PF4-Konzentrationen innerhalb des Referenzbereichs, ohne Zusatzbe-
handlung oder nach Inkubation mit zehnprozentiger Zitronenséure auflerhalb des Refe-
renzbereichs (Abb.21 u. Tab.6).

Die Konzentrationen an TAT-Komplexen im Blutplasma der verschieden behandelten
Perikardgruppen unterschieden sich nicht signifikant voneinander und die einzelnen Werte

aller Gruppen lagen innerhalb des Referenzbereichs (Abb.21 u. Tab.7).

Eine signifikante Verminderung von F1+2 im Vergleich zu unbehandeltem, glutaraldehyd-
fixiertem Rinderperikard war jeweils nach Behandlung mit zehnprozentiger Zitronensaure
(92,667 + 6,548 pmol/l) oder mit ALDH (96,884 + 13,012 pmol/l) nachzuweisen (Tab.8).
Bei zusétzlicher Titanbeschichtung waren die Messwerte (298,062 + 48,719 pmol/l) ge-
genuber dem unbehandelten, glutaraldehydfixierten Rinderperikard signifikant erhéht und
lagen oberhalb des oberen Referenzbereichs (Abb.21).
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Abbildung 21: Konzentrationsbestimmung der Gerinnungsparameter PF 4, TAT und F1+2
nach Inkubation von verschieden detoxifiziertem, glutaraldehydfixiertem
Rinderperikard (je Gruppe: n = 6). Vergleich verschieden behandelter Rinder-
perikarde anhand der Bestimmung von Mittelwert und Standardabweichung des
Gehaltes an PF4, TAT und F1+2 im Blutplasma mit farblicher Hinterlegung des
Referenzbereichs und mit Kennzeichnung statistisch signifikanter Unterschiede
(* p <0,05) im Vergleich zu unbehandeltem, glutaraldehydfixiertem Rinderperi-
kard (GA). (PF4= Plattchenfaktor 4, TAT= Thrombin-Antithrombin-Komplexe, F1+2= Prothrom-

binfragmente F1+2, GA= Glutaraldehyd-fixiertes Rinderperikard, CA 10%= mit 10%iger Zitronen-

séure behandelt, ALDH= mit Aldehyd-Dehydrogenase behandelt, GA-AT= mit ALDH behandelt und
titanbeschichtet)
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3.2.3 Dezellularisiertes Rinderperikard

In einer Testreihe wurde glutaraldehydfixiertes Rinderperikard durch Inkubation mit Tryp-
sin und EDTA dezellularisiert und dann entweder nicht weiter modifiziert, mit zehnprozen-
tiger Zitronensaure oder mit ALDH inkubiert oder nach ALDH-Inkubation mit Titan be-
schichtet. Die Inkubation mit Zitronenséure bzw. ALDH diente zur Reduktion der freien
Aldehydgruppen und somit zur Reduktion der Zytotoxizitat glutaraldehydfixierter Rinder-
perikarde. Die so entstandenen dezellularisierten, glutaraldehydfixierten Rinderperikarde

wurden mit dem jeweils nicht dezellularisierten Pendant verglichen.

Nach der Dezellularisierung glutaraldehydfixierter Rinderperikarde durch Inkubation mit
Trypsin und EDTA erschien das Perikardparenchym weil, aufgelockert, dicker und wei-
cher. Das Gewicht war ungeféhr auf das Doppelte erhéht. Zur Standarisierung der Proben
wurden fur die Thrombogenitatstestungen nur Rinderperikardproben mit vergleichbaren

Gewichten zwischen 0,15 g und 0,4 g verwendet.

Die Dezellularisierung von glutaraldehydfixiertem und nicht weiter behandeltem Rinder-
perikard fuhrte zu keinen signifikanten Unterschieden gegeniiber den nicht dezellularisier-
ten Proben beziglich der Konzentrationen an PF4, TAT oder F1+2 (Abb.22, Tab.9-11).
Bei den glutaraldehydfixierten Rinderperikarden, die zusatzlich mit zehnprozentiger Zitro-
nenséure inkubiert wurden, waren die Konzentrationen an TAT bei den dezellularisierten
Proben von 1,715 + 0,187 pg/l signifikant gegentber den nicht dezellularisierten mit 2,543
+ 0,730 pg/l (p < 0,05) vermindert (Abb.21 u. Tab.10). Die Konzentrationen an PF4 und
F1+2 unterschieden sich mit und ohne Dezellularisierung sowie Inkubation mit Zitronen-
séure nicht signifikant voneinander.

Nach Dezellularisierung von Rinderperikard, welches mit ALDH detoxifiziert wurde, stie-
gen die Konzentrationen an PF4 von 10,684 + 4,164 U/ml der nicht dezellularisierten Pro-
ben signifikant (p < 0,05) auf 55,016 + 10,275 U/ml an(Abb.21, Tab.6 u. 9). Die Konzent-
rationen an TAT unterschieden sich nach Inkubation mit ALDH mit und ohne
Dezellulariserung nicht signifikant voneinander.

Der Gehalt an F1+2 stieg signifikant von 96,884 + 13,012 pmol/l bei nicht dezellularisier-
ten, ALDH-behandelten Proben auf 112,965 + 8,702 pmol/l, wenn diese dezellularisiert
wurden (Abb.22, Tab.8 u. 11).

Die Inkubation mit EDTA und Trypsin zur Dezellularisierung der glutaraldehydfixierten
Rinderperikarde, die zusétzlich zur ALDH-Inkubation mit Titan beschichtet wurden, fuhrte

zu keinen signifikanten Unterschieden beziiglich der Konzentrationen an PF4 und F1+2
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(Abb.22). Die Konzentrationen an TAT sanken von 2,385 + 0,343 ug/l bei titanisiertem,
nicht dezellularisiertem Rinderperikard auf 1,981 + 0,304pg/l bei titanisiertem,

dezellularisiertem Rinderperikard (Abb.22, Tab.7 u. 8). Die einzelnen Trends der verschie-

denen Modifikationsgruppen, wie in Absatz 3.2.2 beschrieben, blieben mit und ohne De-

zellularisierung jedoch in etwa gleich (Tab.9).
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Abbildung 22: Konzentrationsbestimmung der Gerinnungsparameter PF 4, TAT und F1+2
nach Inkubation mit dezellularisiertem Rinderperikard (n = 6). Vergleich der
Gerinnungsparameter mit (weil3) und ohne (blau) Trypsin und EDTA-Inkubation
(tryp.) der unterschiedlich modifizierten Perikarde, anhand der Mittelwertbestim-
mung und der Standardabweichung des Gehaltes an PF4, TAT und F1+2 im Blut-
plasma mit Einordnung in den Normalbereich und mit Kennzeichnung statistisch
signifikanter Unterschiede (*, p < 0,05) im Vergleich zur jeweiligen nicht dezellu-
larisierten Probe. (PF4= Plattchenfaktor 4, TAT= Thrombin-Antithrombin-Komplexe, F1+2= Pro-
thrombinfragmente F1+2, GA= Glutaraldehydfixiertes Rinderperikard, tryp= mit Trypsin und EDTA

behandelt, CA 10%= mit 10%iger Zitronensdure behandelt, ALDH= mit Aldehyd-Dehydrogenase
behandelt, GA-AT= mit ALDH behandelt und titanbeschichtet)
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4. Diskussion

Die Oberflachenbeschaffenheit von Blutkontaktflachen spielt eine entscheidende Rolle fur
die Offenheitsrate von polymeren GefaRprothesen und die Haltbarkeit von xenogenen
Herzklappenprothesen. Durch den Kontakt der jeweiligen Oberflache mit Blut kdnnen ei-
nerseits Thrombozyten aktiviert werden, die dann zu einem lI6slichen Thrombozytenpropf
aggregieren (primare Hamostase), und andererseits Gerinnungskaskaden ausgeldst werden,
die Uber die Bildung von unloslichem Fibrin den Thrombozytenpropf stabilisieren (sekun-
dare Hamostase). Thrombotische Ereignisse wie die Bildung von Thromben und Thrombo-
sen sind derzeit der hdufigste Grund eines Prothesenverschlusses synthetischer Gefalipro-

thesen [88] und konnen bei Herzklappenprothesen zu Embolisationen fuhren.

Durch den neuartigen Einsatz eines bestimmten hochfrequenten elektromagnetischen Fel-
des bei der Anwendung der Plasma-aktivierten chemischen Gasphasenabscheidung
(PACVD) konnten Blutkontaktflachen aus gerecktem Polytetrafluorethylen (ePTFE) und
Kollagen bei 32-35 °C mit Titan beschichtet (titanisiert) werden[41]. Die Analyse der drei
Gerinnungsparameter Plattchenfaktor 4 (PF4), der Thrombin-Antithrombin-Komplexe
(TAT) und der Prothrombinfragmente F1+2 (F1+2) dienten zur Ermittlung der Thrombo-
genitat dieser neuartig veranderten ePTFE- und Kollagenoberflachen bevor sich eine
schiitzende Endothelschicht gebildet hat.

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass die Titanisierung von
ePTFE nach Inkubation im Vollblut zu einer signifikanten Reduktion der Konzentrationen
an Plattchenfaktor 4 und somit der primdren Hamostase fiihrte, bei nicht signifikant veran-
derten Konzentrationen an TAT oder F1+2. Die Thrombogenitat von ePTFE wurde folg-

lich durch eine Titanisierung verringert.

Die Titanisierung von glutaraldehydfixiertem Rinderperikard fuhrte ebenfalls zu einer sig-
nifikanten Verminderung der PF4-Konzentrationen bei nicht signifikant verdnderten TAT-
Konzentrationen, aber zu einer signifikanten Erh6hung der F1+2-Konzentrationen. Die
Titanisierung von glutaraldehydfixiertem Rinderperikard bewirkte so eine Reduktion der

Thrombozytenaktivierung, jedoch eine tibermé&Rige Erhdhung der sekundaren Hamostase.
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4.1 Wahl des Titanisierungsverfahren

Mit einer chemischen Gasphasenabscheidung kann die molekulare Oberflache von Sub-
straten verandert werden. Durch die Entwicklung der Plasma-aktivierten chemischen Gas-
phasenabscheidung (PACVD) konnten die verwendeten Temperaturen von tber 1000 °C
bei der konventionellen chemischen Gasphasenabscheidung auf etwa 250 °C reduziert
werden. Auf diese Weise konnten bereits verschiedene funktionelle Gruppen wie zum Bei-
spiel Amine und Carboxylgruppen auf ein Substrat aufgebracht oder Biomolekile immobi-
lisiert werden [37]. Yeh et al. zeigten, dass eine Beschichtung von ePTFE mit
Hexaflouroethylen/H, mittels eines Plasmaverfahrens stabil war [89]. Die Inkorporation
von Stickstoff- und Aminogruppen auf einer ePTFE-Oberflache mittels PACVD gelang
Siphea et al. [4]. Nach einer Beschichtung von ePTFE durch Verwendung von Abschei-
dungsverfahren wie der PACVD konnten verschiedene Studien in vitro eine Verminderung
der Thrombozytenaktivierung und -aggregation oder der sekundéren Hamostase nachwei-
sen [38, 44, 89, 90].

Eine Oberflachenbeschichtung von biologischen Blutkontaktflachen, wie das Kollagen in
dem glutaraldehydfixierten Rinderperikard, zur Verringerung des thrombogenen Potenti-
als, ist daher von groflem Interesse. Bei den bisherigen PACVD-Verfahren waren die
Temperaturen jedoch zu hoch. Kollagen wére hierbei denaturiert und konnte daher nicht
als Substrat verwendet werden. Durch die Verwendung hochfrequenter elektro-
magnetischer Felder entstehen nonthermale Plasmen, welche hohe Elektronen-, aber nied-
rige Neutronen- und Positronentemperaturen besitzen, ist es nun gelungen die PACVD bei
30-35 °C durchzufihren [41-43]. Dies 6ffnet ein neues Feld an Mdglichkeiten, unter ande-
rem auch die Beschichtung von kollagenen Oberflachen. So konnte erstmals glutaralde-
hydfixiertes Rinderperikard als Substrat dienen und erfolgreich mittels PACVD mit Titan
beschichtet werden [40, 41].

Titan ist biologisch inert und wird erfolgreich als Metall oder Legierung in der
Endoprothetik angewendet. Aufgrund der guten Vertraglichkeit wird Titan ebenfalls zur
Beschichtung koronarer Stents eingesetzt, wobei nach einer Beschichtung koronarer Stents
mit oxidiertem Titan eine signifikante Abnahme der Thrombozytenadh&sion nachgewiesen
werden konnte [91]. Zudem inhibierte eine Titanbeschichtung koronarer Stents die intima-
le Hyperplasie [91] und férderte die Ausbildung einer Endothelbesiedlung beim Ersatz von
Carotiden [36]. Daher ist Titan als nanotechnologisches Beschichtungsmaterial interessant

flr die Entwicklung von polymerer oder biologischer Blutkontaktflachen.
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4.2 Einfluss von titanisiertem, gerecktem Polytetrafluorethylen auf die

Gerinnungsaktivierung
Die Titanisierung von gerecktem Polytetrafluorethylen (ePTFE) flihrte in unseren Analy-
sen zu einer signifikanten Abnahme der Konzentration an Plattchenfaktor 4 (PF4) nach
Inkubation mit Vollblut im Vergleich zu unbehandeltem ePTFE (Abb.13). Da PF4 aus den
Speichergranula der Thrombozyten ausgeschiittet wird, ist es ein indirektes Mal3 der prima-
ren H&mostase. Die Titanisierung von ePTFE ergab somit eine signifikante Reduzierung (p
< 0,05) der priméren Hamostase um 82 Prozent. Die Konzentrationen an gebildeten
Thrombin-Antithrombin-Komplexen und Prothrombinfragmenten F1+2, als Marker der
sekundaren Hamostase, waren mit und ohne Titanisierung des ePTFE jedoch nicht signifi-

kant verandert.

4.2.1 Beeinflussung der primaren Hamostase durch Titanisierung

Die Konzentration an Plattchenfaktor 4 (PF4) war nach Inkubation des Vollblutes mit tita-
nisiertem ePTFE signifikant niedriger als nach Inkubation mit unbehandeltem ePTFE. Die
Hohe der PF4-Werte des titanbeschichteten ePTFE lagen, im Gegensatz zu dem nicht tita-
nisiertem, innerhalb des physiologischen PF4-Wertebereiches (Abb.16). Hieraus ergab sich

eine Verminderung der primédren Hamostase durch die Titanisierung von ePTFE.

Eine Erklarung fur die erhohte Thrombogenitat des unbehandelten ePTFE liefert zum ei-
nen die inhomogene, raue Oberflachenstruktur von ePTFE mit seinen Fibrillen und Kno-
tenbereichen, da Thrombozyten an rauen Oberflachen aktiviert werden [89, 92]. Auch
wenn nach Anwendung der Plasma-aktivierten chemischen Gasphasenabscheidung
(PACVD) eine weitere Zunahme der Oberflachenrauheit beobachtet werden konnte [36,
38, 44], kam es wider Erwarten nicht zu einer erhohten Aktivierung der priméren Gerin-
nung. In dieser Arbeit konnte sogar eine Abnahme der primaren Gerinnungsaktivierung
durch Anwendung der PACVD nachgewiesen werden. Yeh et al. kamen zu ahnlichen Er-
gebnissen und zeigten bereits 1988 eine Reduktion der Thrombozytenadhdsion um 87 Pro-
zent, wenn ePTFE mittels Plasmabehandlung mit Hexafluoroethylen/H2 beschichtet wurde
[89]. Auch andere Beschichtungen, die mittels PACVD, lonen- oder Gasphasenabschei-
dung aufgebracht wurden, zeigten eine Reduktion der Gerinnungsaktivierung [90, 93].

Die Verwendung der PACVD, unabhangig vom Ausgangsmaterial, konnte eine Ursache
fur diesen Effekt sein. Die PACVD fihrt zu chemischen, hingegen nicht zu strukturellen,

Veranderungen des Ausgangsmaterials. Polymere haben eine hohe Rotationsmobilitat und
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mobile Seitenketten. Die Oberflachenkonfiguration ist bei ihnen abhangig von der Umge-
bung. Durch das Plasmaverfahren werden Quervernetzungen stabilisiert und Rotationsbe-
wegungen reduziert, was zu einer Stabilisierung der Oberflachenkonfiguration fiihrt. Diese
Stabilisierung der Oberflachenmolekiile des ePTFE sorgt unter anderem fir die Regulation
der initialen Proteinadsorption [89], die ein wichtiger Schritt in der Aktivierung von
Thrombozyten ist. Dies kdnnte zum Einen die Reduktion der primaren Gerinnung erklaren.
Zum Anderen flhrt auch die Stabilisierung der Oberflaichenmolekiile selbst, trotz der Zu-

nahme der Oberflachenrauheit, zu einer niedrigeren Interaktion mit Thrombozyten.

Hydrophilie reduziert, laut Sarkar et al., die Thrombogenitat [5]. Roy et al. bieten einen gut
nachvollziehbaren Erkl&rungsversuch fir diese Beobachtung. Auf hydrophilen Oberfla-
chen kommt es aufgrund elektrostatischer Wechselwirkungen zur Anlagerung von Albu-
min. Gleichzeitig wird die Anlagerung von Fibrinogen durch den Wettbewerb mit Albumin
vermindert. Albumin schitzt vor Plattchenadhésion und -aggregation, wahrend Fibrinogen
dies fordert [93]. Die Menge an adsorbiertem Fibrinogen an der Materialoberflache korre-
liert zudem direkt mit dem Ausmal} der Gerinnungsaktion [94]. An hydrophoben Oberfla-
chen wird vermehrt Fibrinogen, aber auch andere Proteine, gebunden, welche Uber ihre
Integrinrezeptoren Thrombozyten binden und aktivieren kénnen [5]. Bei dem PACVD-
Verfahren wurden hydrophile Gruppen in das ansonsten eher hydrophobe ePTFE inkorpo-
riert. Die Hydrophilie des ePTFE stieg, die Aktivierung der primaren Hamostase nahm
vermutlich konsekutiv ab. Titan verlieh der ePTFE-Oberflache zusatzlich einen hydrophi-
len Charakter, der auch zur Endothelzelladh&sion wichtig ist [36, 95]. Wahrend Titan die
Endothelzelladhésion begunstigt, hemmt es das Wachstum glatter Muskelzellen, was zu
einer Verringerung der intimalen Hyperplasie fuhrt, und in Folge weniger Re-Stenosen

auslost. Fir koronare Stents konnte dies bereits belegt werden [36, 95].

Die Hydrophilie alleine erklart jedoch die Abnahme der priméren Gerinnung nicht ausrei-
chend. Je nach Elektronegativitat und der molekularen Beschaffenheit des Materials kdn-
nen hydrophile Oberflachen auch thrombogen sein. Intaktes Endothel und Thrombozyten
haben eine leicht negativ geladene Oberflache, beschadigtes Endothel eine positive. Eine
Zunahme der Thrombozytenadhésion bei Verletzung des Endothels kann so erklart werden
[5]. Titan hat ebenfalls eine geringe bis mittlere Elektronegativitat, welche bei der Titani-
sierung auf das ePTFE ubertragen werden konnte und so zu einer verminderten

Thrombozytenanlagerung und -aktivierung fiihren kénnte. Mit Zunahme der Elektronega-
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tivitat von Blutkontaktflachen wird zudem die Fibrinogenadsorption, und konsekutiv die

Thrombozytenaktivierung, verringert [93].

Die Kombination aus einer zunehmenden Hydrophilie, einer steigenden Elektronegativitat
und der Verwendung der PACVD mit Titanbeschichtung kénnen die signifikante Redukti-
on der primaren H&mostase in vitro bei titanisiertem ePTFE erklaren.

4.2.2 Beeinflussung der sekundaren Hamostase durch Titanisierung

Die Konzentrationen der Thrombin-Antithrombin-Komplexe und der Prothrombin-
fragmente F1+2, als Mal} fir die sekundére Hamostase, differierten mit und ohne Titanisie-
rung von ePTFE nicht signifikant. Die gemessenen Konzentrationen der beiden Parameter
befanden sich zudem innerhalb des festgelegten physiologischen Bereiches. Die sekundare
Gerinnung wurde durch ePTFE folglich nicht tber das normale, physiologische Mal3 hin-

aus aktiviert.

Faktor XI1 (FXII, Hagemann- Faktor), der Initiator der intrinsischen sekundaren Gerinnung
(Kontaktaktivierung, Abb.8) [78], wird insbesondere durch Kollagen aktiviert. Kollagen ist
ein starker Aktivator der sekundaren Hdmostase [96], ist aber in ePTFE, im Vergleich zu
den xenogenen Bioprothesen, nicht vorhanden. Titanisiertes ePTFE hat jedoch, wie auch
Kollagen, eine leicht anionische Oberflache, an welche FXII, aufgrund seiner positiven
Oberflachenladung, binden kénnte. Lange wurde zudem eine vermehrte Aktivierung von
FXII an anionischen, hydrophilen Oberflachen postuliert [97]. Dieser Effekt kann nur fir
proteinhaltige Losungen gezeigt werden. Hier kommt es aufgrund des Wettbewerbs mit
anderen Proteinen auf hydrophoben Oberflachen zu einer relativen Verminderung der
FXII-Adsorption (,,Adsorptions-Verdiinnungseffekt [97]). Dieser Wettbewerb fehlt in
hydrophilen Lésungen. Bei proteinfreien Losungen wird FXII daher im gleichen Mafe von
hydrophoben und hydrophilen Oberflachen aktiviert [5, 64, 97]. Da titanisiertes ePTFE
leicht anionisch und hydrophile Oberflacheneigenschaften besitzt und mit Vollblut (Prote-
inreiche Lésung) inkubiert wurde, musste hier eine vermehrte Aktivierung von FXII erwar-
tet werden, die jedoch ausblieb. Warum eine erhohte Aktivierung der sekundéren Gerin-
nung bei Kontakt mit titanisierten ePTFE nicht vermehrt stattgefunden hat, bleibt letztend-

lich unklar.

Eine mogliche Ursache fir die nicht erhohte Gerinnungsaktivierung konnte die kurze In-

kubationszeit, aber auch die Verwendung von zitrathaltigem Blut sein, welches Uber die
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Komplexierung von Kalzium die sekundéare Gerinnung hemmt [73]. Zum Anderen kénnte
durch die Stabilisierung der molekularen Oberflache die Interaktion von FXII mit dem
titanisierten ePTFE reduziert sein. Bei nicht titanisierten Proben wére dann jedoch eine
Erhéhung der sekundaren Hamostase zu erwarten, welche ausblieb. Dies kdnnte einerseits
an der hydrophoben Oberflache mit verminderter FXII-Adsorption durch den Verdin-
nungseffekt liegen und andererseits kann es durch das Fehlen von Kollagen und anderen
prokoagulatorischen Substanzen wie Laminin, Fibronektin und Thrombospondin des Sub-
endothels bei diesem synthetischen Material, liegen. Zusatzlich kénnte die verminderte
Aktivierung der primaren Hamostase titanisierter ePTFE-Oberflachen einer GbermaRigen
Aktivierung der sekunddren H&mostase entgegenwirken, da die sekunddre Hdmostase auch
von Thrombozyten ausgeldst werden kann [75].

Zusammenfassend resultiert aus der signifikant verminderten primaren Hamostase bei un-
veranderter sekundérer Hamostase in vitro eine Reduktion der Thrombogenitat titanisierter
ePTFE-Oberflachen. Da Thrombozyten jedoch durch verschiedene Flusseigenschaften wie
die Flussgeschwindigkeit und die Scherspannung aktiviert werden kénnen [21], sind weite-
re Gerinnungsanalysen an titanisierten ePTFE-Gefalprothesen unter Flussbedingungen
unumganglich. Es gibt zahlreiche Faktoren und Interaktionen, die bei in-vitro-Studien nicht
bertcksichtigt werden kénnen. Es ist daher sehr wichtig Ergebnisse und Voraussagen aus
in-vitro-Versuchen, in vivo erneut zu analysieren [98, 99]. So kann schon die Implantation
allein, zum Beispiel durch Verletzung von GefaRen und Gewebe bei Einsatz der Prothese,
durch Verwendung von Nahtmaterial im Bereich der Anastomose oder durch die Verande-
rung der Flussbedingungen, prokoagulatorisch wirken. Die zumeist verminderte Dehnbar-
keit von einer Gefalprothese (Compliance) gegentber einem nativen Gefa kann ebenfalls
zur Ausbildung turbulenter Strdmungen und konsekutiv zur Plattchenaktivierung fuhren
[21].

Um auch langfristig das Risiko thrombotischer Ereignisse zu verkleinern, ist die Ausbil-
dung einer intakten Endothelschicht auf den polymeren Geféal3prothesen von grolier Bedeu-
tung. Das Prothesenmaterial muss deshalb nicht nur hdmokompatibel, sondern auch bio-
kompatibel sein. Die Anwendung von Plasmaverfahren verbessert auch die Biokompatibi-
litdt von ePTFE. Sipehia et al. zeigten eine ldngere Offenheit von plasmamodifizierten
ePTFE-Prothesen, die Endothelzellen auf der luminalen Seite, ohne Adhdsion von Blutzel-
len, aufwiesen [4]. Cikirikcioglu et al. konnten nach einem Monat CD31-positive Stamm-

zellen auf der Oberflache titanisierter Gefaliprothesen nachweisen, aus denen sich Neo-
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endothel bilden kdnnte. Einen Unterschied in der Offenheitsrate stellte er jedoch tber die-
sen Zeitraum nicht fest [36]. Pareta et al. gelang der Nachweis einer vermehrten Anlage-
rung von Endothelzellen, wenn eine Titanbeschichtung mittels Plasmaverfahren durchge-
fuhrt wurde [44]. Nabelschnurstammzellen bildeten zudem auf titanisiertem ePTFE, im
Gegensatz zu nicht titanisiertem ePTFE, ihre nattrliche Form und homogene Zellverbénde
aus [100].

Durch die Reduktion der priméren Gerinnung bei unverénderter sekundarer Gerinnung und
eine mogliche Verbesserung der biologischen Kompatibilitdt ist die Titanisierung von
ePTFE ein vielversprechendes Konzept zur Verminderung von Friihthrombosen und zur
langfristigen Verbesserung der Offenheitsraten von venosen und kleinkalibrigen arteriellen

GefaBprothesen.

4.2.3 Thrombogenitat der Fibrinkleberbeschichtung

Die Beschichtung des ePTFE mit Fibrinkleber flihrte zu einem starken Anstieg aller ge-
messenen Gerinnungsparameter und folglich zu einer erhéhten primaren und sekundéren
Gerinnungsaktivitat. Die Beschichtung mit Fibrinkleber flihrte bei unbehandeltem und tita-
nisiertem ePTFE zu einer deutlichen Zunahme der Konzentrationen an Plattchenfaktor 4
und folglich der priméren Gerinnungsaktivierung. Der Blutplasmagehalt von den Throm-
bin-Antithrombin-Komplexen und von den Prothrombinfragmenten F1+2 war nach Fib-
rinkleberbeschichtung des unbehandelten ePTFE so hoch, dass sie nicht mehr vom Dynex-
Analysegerat aus extrapolierten Standardkurven berechnet werden konnten, was zu der
beschrieben erhéhten Mortalitat und zur Bildung von Mikrothromben bei Verwendung des
Klebers bei Lappenplastiken passt [45, 46, 49].

Die hohe Thrombogenitét des fibrinkleberbeschichteten ePTFE kann damit erklart werden,
dass unter anderem Thrombin und Fibrinogen Bestandteile des Fibrinklebers sind, welche
die Thrombozytenaktivierung verstarken, die Freisetzungsreaktion triggern und in der Fol-
ge erneut Thrombozyten aktivieren. Gerinnungsfaktor XII ist ebenfalls ein Bestandteil des
Klebers und aktiviert die intrinsische sekundére Gerinnung [78, 97]. Die Gefahr einer
Thrombenbildung bis hin zum akuten Prothesenverschluss ist bei Diffusion des
Fibrinklebers in das Lumen, besonders im Anastomosenbereich, oder gar bei Beschichtung
der Prothese mit Fibrinkleber zur Anheftung von Endothel [48], deutlich erhoht [50]. Dies

wird durch die Beobachtungen von Lamm et al. bestatigt, die in den ersten Tagen nach
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Verwendung des Fibrinklebers die hdchste Anzahl an thrombogenen Ereignissen zeigten.

Diese korreliert mit der Halbwertszeit des Klebers [45].

Aufgrund der Resultate dieser Arbeit und den angefuihrten Studien sollte daher Fibrinkle-

ber nicht an Blutkontaktflachen angewendet werden.

4.3 Einfluss von titanisiertem, glutaraldehydfixiertem Rinderperikard

auf die Gerinnungsaktivierung

Glutaraldehydfixiertes Rinderperikard wird als kollagenes Grundgerlst zur Herstellung
von biologischen Herzklappenprothesen verwendet. Durch eine detoxifizierende Oberfla-
chenmodifikation, d.h. durch Reduktion der freien Aldehydgruppen auf dem Rinderperi-
kard nach Glutaraldehydfixierung, und Titanbeschichtung mittels Plasma-aktivierter che-
mischer Gasphasenabscheidung (PACVD) konnte bereits eine Endothelzellbesiedlung von
biologischen Herzklappen im Tierversuch nachgewiesen werden [72]. Die Endothelzellbe-
siedlung gilt als vielversprechende Methode durch Wachstums- und Regenerationsbereit-
schaft, sowie durch Regulation der Hdmostase die Haltbarkeit von biologischen Herzklap-
penprothesen zu erhéhen. Je hoher jedoch die Thrombogenitit des modifizierten Rinder-
perikards selbst, desto hoher ist das Risiko fur thrombotische bzw. thromboembolische
Ereignisse (z.B. Schlaganfalle mit Todesfolge) nach Implantation. Die Gerinnungsparame-
ter Plattchenfaktor 4 (PF4), die Thrombin-Antithrombin-Komplexe (TAT) und die Pro-
thrombinfragmente F1+2 (F1+2) wurden in dieser Arbeit als MaR fur die Gerinnungsakti-
vierung bestimmt. Eine Erh6hung der gemessenen Konzentrationen tber den physiologi-
schen Bereich hinaus gilt als Hinweis auf eine libermdaRig gesteigerte Aktivierung der Ha-
mostase und somit auf ein erhohtes Risiko fir die Bildung von Thromben.

Bei den durchgefiihrten Gerinnungsanalysen nach Inkubation von titanisierten, glutaralde-
hydfixiertem Rinderperikard mit Vollblut zeigten sich diskrepante Ergebnisse. So war die
Konzentration von PF4 als Marker der primdren H&mostase durch die Titanisierung signi-
fikant gesenkt, die Konzentration an TAT-Komplexen als ein Parameter der sekundaren
Hamostase unverandert, die Konzentration an F1+2 ebenfalls als ein Parameter der sekun-

daren H&mostase jedoch signifikant erhoht.
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4.3.1 Einfluss der Dezellularisierung auf die Thrombogenitat

Die Dezellularisierung mit Trypsin und EDTA begunstigt eine Endothelzellbesiedlung [55]
und konnte so eine langere Haltbarkeit der Bioprothesen zur Folge haben. Der Einfluss
einer Dezellularisierung auf die Thrombogenitat von glutaraldehydfixiertem Rinderperi-

kard wurde in dieser Arbeit erstmals gepruft.

Nach Dezellularisierung mit Trypsin und EDTA konnten zum Einen morphologische Un-
terschiede von dezellularisierten zu nicht dezellularisierten Rinderperikarden festgestellt
werden. Zum Anderen konnten signifikante Anstiege der PF4- und F1+2-Konzentrationen
nach Inkubation mit ALDH im Vergleich zu den nicht dezellularisierten, ALDH-
inkubierten Rinderperikarden, nachgewiesen werden. Wenn die dezellularisierten Perikar-
de zur Verbesserung der Biokompatibilitdt mit Zitronensdure inkubiert oder mit ALDH
behandelt und mit Titan beschichtet waren, war die Konzentration an TAT gegeniiber den
entsprechenden nicht dezellularisierten Proben signifikant reduziert. Einen signifikanten
Unterschied in den anderen Untergruppen gab es bei den Thrombogenitatsanalysen nicht.

4.3.1.1 Morphologische Veranderungen

Es ergaben sich deutliche morphologische Veranderungen des Rinderperikards durch die
Verwendung von Trypsin und EDTA zur Dezellularisierung. So wirkte das Gewebe nach
Dezellularisierung aufgelockert und dicker, war weich und von weiBlicher Farbe. Das Ge-
wicht nahm um etwa das doppelte zu. Ohne Dezellularisierung imponierte das Rinderperi-
kard hingegen derbe, elastisch, dinn und brdunlich. Levy et al. fihrten diese bréunliche
Verfarbung nach Fixierung mit Glutaraldehyd auf die Bildung von cyclischen
Chromophoren zuriick [101]. Diese Bildung schien nach Trypsin- und EDTA-

Vorbehandlung auszubleiben.

Die Zunahme des Gewichtes und die scheinbare Auflockerung des Gewebes nach Inkuba-
tion mit Trypsin und EDTA passen zu den Ergebnissen von Yang et al., welche 6dematdse,
aufgelockerte und gebrochene kollagene Fasern nach Inkubation mit Trypsin nachwiesen.
Zudem war die mechanische Stabilitat, durch Spaltung von Kollagen und Elastin durch
Trypsin, reduziert [54]. Schenke-Layland et al. kamen zu &hnlichen Ergebnissen und be-

schrieben sogar das Herauslosen von Kollagen [55].

Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Inkubationszeit kdnnte mit 48 Stunden zu lang

gewesen sein, sodass es bereits zum Abbau von Kollagen und Elastin, und damit zur Ver-
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minderung der mechanischen Stabilitat des Rinderperikards gekommen sein kénnte. Die
mechanische Stabilitét ist jedoch ein sehr wichtiger Faktor, da biologische Herzklappen im
Kdrper hohen Druckverédnderungen und den dort herrschenden Scherkraften standhalten
missen. Eine verbesserte Thrombogenitat oder Biokompatibilitdt darf die mechanische
Stabilitat deshalb nicht verschlechtern. Zukiinftige Studien zur mechanischen Stabilitét

sind empfehlenswert.

4.3.1.2 Beeinflussung der priméaren Hamostase durch Dezellularisierung

Vergleicht man die Aktivierung der primaren Hamostase anhand der Konzentrationen an
Plattchenfaktor 4 (PF4) von dezellularisierten, glutaraldehydfixierten Rinderperikarden,
die auf verschiedene Arten modifiziert wurden, mit dem nicht dezellularisierten Pendant,
so konnten nur nach Inkubation mit ALDH signifikante Unterschiede in den Konzentratio-
nen an PF4 nachgewiesen werden. Dies passt zu den Ergebnissen von Kasimir et al., die
eine starke Gerinnungsaktivierung durch dezellularisierte Proben beim Kontakt mit Blut
beschrieben und ebenso eine Plattchenaktivierung und -aggregation in Bereichen ohne
Endothelbesiedlung [102], sowie zu den Ergebnissen von Zhou et al., die den thromboge-
nen Charakter dezellularisierter Grundgeriste bestatigten [103]. Nach anderen Modifikati-
onen, wie zum Beispiel die Inkubation mit Zitronensaure oder der Titanisierung, unter-
schieden sich die Konzentrationen an PF4 mit und ohne Dezellularisierung jedoch nicht

signifikant voneinander.

Die Erh6hung der primédren Hamostase nach Dezellularisierung und Inkubation mit ALDH
kdnnte zum Einen auf praanalytische Fehler wie zum Beispiel ungeniigendes Auswaschen
und eine damit verbundene vermehrte Thrombozytenaktivierung zurlickgefiihrt werden.
Zum Anderen konnte eine inhomogene Dezellularisierung stattgefunden haben. Wahrend
der Inkubation mit EDTA und Trypsin gelangten einzelne Perikardanteile an die Oberfla-
che der Losung. Sie wurden deshalb in regelmaRigen Abstdnden vorsichtig wieder in die
LOsung eingebracht. Die Trypsinierung kénnte daher aber inhomogen abgelaufen sein mit
Folge einer ungentigenden Spaltung der Oberflachenproteine, die dann die Thrombozyten
aktivierten. Durch die inhomogene Dezellularisierung kénnten auch kollagene Bindungs-
stellen hinzukommen oder verloren gegangen sein, welche die Thrombozytenaktivierung

beeinflussen.

Eine inhomogene Dezellularisierung oder eine Veranderung kollagener und elastischer

Bindungsstellen durch das Dezellularisierungsverfahren sowie praanalytische Fehler in der
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ALDH-Gruppe konnten den signifikanten Unterschied der Konzentrationen an PF4 fir

dezellularisiertes, mit ALDH enzymatisch verandertes Perikard erkléren.

4.3.1.3 Beeinflussung der sekundaren Hamostase durch Dezellularisierung

Die Konzentrationen der Thrombin-Antithrombin-Komplexe (TAT) als Marker der sekun-
déaren Gerinnung unterschieden sich in den einzelnen Gruppen, bis auf zwei Ausnahmen,
nicht signifikant voneinander. Eine Ausnahme war die signifikante Verminderung an ge-
bildeten TAT (p < 0,05) durch die Dezellularisierung glutaraldeyhdfixierter Rinderperikar-
de, die mit zehnprozentiger Zitronensaure inkubiert wurden. Die zweite Ausnahme bildete
die signifikante Reduktion (p < 0,05) des TAT-Plasmagehaltes nach Kombination aus De-
zellularisierung, ALDH-Inkubation und Titanisierung.

Durch die Dezellularisierung wurden nicht nur immunogene Oberflachenproteine gespal-
ten, sondern auch kollagene und elastische Fasern aus dem glutaraldehydfixiertem Rinder-
perikard herausgel6st [54]. Da kollagene Fasern uber die intrinsische Gerinnungsaktivie-
rung der sekundaren Hamostase zur Thrombenbildung fiihren kénnen [96], kénnte die Re-
duktion der kollagenen Fasern zur Abnahme der Thrombin-Antithrombin-Komplex-
Konzentration gefiihrt haben. Das Herauslosen der kollagenen Fasern war moglicherweise
die Ursache fir die makroskopische Auflockerung der Rinderperikarde. Die Auflockerung
des Rinderperikards konnte die Diffusion der Zitronensdure und der Aldehyd-
Dehydrogenase begunstigt haben, welches zu einer effektiveren Reduktion der freien Al-
dehydgruppen gefuhrt haben konnte. Eine verringerte Quervernetzung bei der Fixierung
von Rinderperikard mit Glutaraldehyd durch das Herauslosen kollagener Fasern ware
ebenfalls mdglich. Durch die Abnahme freier Aldehydgruppen auf der Oberflache des glu-
taraldehydfixierten Rinderperikards konnte die Proteinadsorption verringert werden, die
eine Gerinnungsaktivierung bewirken kann. Bei derzeit verwendetem glutaraldehydfixier-
tem Rinderperikard und nach Inkubation mit ALDH blieb eine Verringerung der Gerin-

nungsaktivierung durch Dezellularisierung jedoch aus.

Bei den Prothrombinfragmenten F1+2, ebenfalls Marker der sekunddren Hdmostase, kam
es durch Dezellularisierung ALDH-inkubierter, glutaraldehydfixierter Rinderperikarde zu
einem signifikanten Anstieg der Konzentrationen im Vergleich zu den nicht dezellularisier-
ten, ALDH-inkubierten Proben. Dieser Anstieg passt zu den Ergebnissen der
Thrombogenitétsanalyse der primdren Hamostase. Die thrombozytare Aktivierung kdnnte

zu einer Erhohung der sekundaren Hamostase gefiihrt haben [75]. Im Gegensatz zu den
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Prothrombinfragmenten, war der Blutplasmagehalt an Thrombin-Antithrombin-Komplexen
jedoch nicht signifikant erhoht, was an der niedrigeren Halbwertszeit der Thrombin-
Antithrombin-Komplexe liegen koénnte. Die differenten Ergebnisse konnten jedoch auch
mit der inhomogenen Dezellularisierung durch Schwimmen der Rinderperikarde an der

Oberfléche der Trypsinlésung und durch praanalytische Fehler erklért werden.

Zusammenfassend ergab durch die Dezellularisierung mit Trypsin und EDTA nur nach
Inkubation mit ALDH eine signifikante Erhéhung der Thrombogenitéat. Inwieweit dies
aufgrund préaanalytischer Fehler wie unzureichendes Auswaschen oder die inhomogene
Dezellularisierung zuruckzuftihren ist, muss weiter analysiert werden. Nach Inkubation mit
Zitronensaure oder nach Titanisierung zur Reduktion der freien Aldehydgruppen wiesen

die Ergebnisse auf eine Reduktion der Thrombogenitét durch Dezellularisierung hin.

4.3.2 Einfluss der Detoxifizierung auf die Thrombogenitat

Zur Detoxifizierung durch Reduktion der freien Aldehydgruppen wurde das
glutaraldehydfixierte Rinderperikard mit zehnprozentiger Zitronensdaure oder mit ALDH
zur weiteren Verringerung der freien Aldehydgruppen inkubiert. Nach Inkubation mit
ALDH wurde ein Teil der Perikarde zusétzlich mittels Plasma-aktivierter chemischer Gas-
phasenabscheidung (PACVD) mit Titan beschichtet. Die Gerinnungsaktivierung der ver-

schiedenen Gruppen wurde dann getestet und verglichen.

Hierbei zeigte sich sowohl nach Inkubation mit Zitronenséure zur Reduktion der freien
Aldehydgruppen nach Fixierung mit Glutaraldehyd und zur Verringerung von Verkalkun-
gen, als auch nach Inkubation mit ALDH zur weiteren Reduktion der freien Aldehydgrup-
pen eine signifikante Reduktion des Plasmagehaltes von Plattchenfaktor 4, als Parameter
fur die primére Gerinnungsaktivierung, und von den Prothrombinfragmenten F1+2, als

Marker der sekundaren Hamostase.

4.3.2.1 Beeinflussung der primaren Hamostase durch Detoxifizierung

Werden die Konzentrationen von Plattchenfaktor 4, als Mal3 der primaren Gerinnung, von
glutaraldehydfixierten Perikarden, mit denen verglichen, die nach Fixation mit ALDH oder
zehnprozentiger Zitronensaure behandelt wurden, so konnte auch ohne Anwendung der
Plasma-aktivierten chemischen Gasphasenabscheidung (PAVCD) eine signifikante Reduk-
tion der Thrombozytenaktivierung gegeniiber dem unbehandelten Perikard festgestellt

werden.
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Eine Erklarung fur die Reduktion der primaren Hamostase ist die Verminderung der Prote-
inadsorption, z.B. von Fibrinogen, durch Inkubation mit ALDH oder Zitronenséure. Zitro-
nensdure bindet zum Einen Kalzium und hemmt so die Bildung von Kalzium-
Phosphatablagerungen an der Bioprothese [69], die zu einer erhdhten Proteinadsorption
fihren [104]. Zum Anderen werden die freien Aldehydgruppen, die bei der Fixierung mit
Glutaraldehyd entstehen, durch die Inkubation mit Zitronenséure, aber auch durch die In-
kubation mit ALDH, reduziert. Die freien Aldehydgruppen begiinstigen wiederum Kalzi-

um-Phosphatablagerungen [62] und so die Proteinadsorption.

Die Anwendung von ALDH fiihrte gegenlber der Anwendung von Zitronensaure zu einer
weiteren Verringerung der primaren Hdmostase. Dies kann mit der hoheren Reduktion der
freien Aldehydgruppen durch ALDH im Vergleich zu Zitronensdure erklart werden [41].
Eine weitere Erklarung fir die Reduktion der primaren Hamostase kann die Abnahme
avitaler Zellen sowie Zelldetritus sein, welche durch die Fixierung mit Glutaraldehyd ent-
stehen. Bei der weiteren Behandlung von fixiertem Rinderperikard wurden die Proben ins-
gesamt haufiger gespult und Zelldetritus und avitale Zellen entfernt, die zu einer Aktivie-
rung von Thrombozyten fiihren kénnen [61]. Die Auswahl der Spillésung kénnte ebenfalls
die Gerinnung beeinflussen. So konnten Magilligan et al. eine signifikante VVerminderung
der Thrombozytenadhasion fur frisches Rinder- und Schweineperikard nach Waschen mit
Plasma, anstelle von Natriumchloridlésung nachweisen [61]. In der vorliegenden Studie
wurde glutaraldehydfixiertes Rinderperikard mit Natriumchloridlésung gespult, wahrend
es nach Inkubation mit Zitronensdure mit PBS-Puffer gewaschen wurde. Die verschiede-
nen Spullésungen konnten eine Reduktion der primédren Gerinnung nach Inkubation mit

Zitronensaure bewirkt haben.

Die Behandlung mit ALDH und Zitronensdure vermindert also nicht nur die freien Alde-
hydgruppen und damit die Zelltoxizitat glutaraldehydfixierter Bioprothesen [41], sondern
auch die Aktivierung der primaren Hamostase. Die erhebliche Reduktion des Thromboge-
nitat im Vergleich zu den bislang verwendeten Herzklappenprothesen aus glutaraldehydfi-
xiertem Rinderperikard muss in weiteren Studien getestet werden, um einen mdoglichen

klinischen Einsatz zu testen.

4.3.2.2 Beeinflussung der sekundaren Hamostase durch Detoxifizierung
Die Prothrombinfragmente F1+2 waren bei Anwendung dieser Detoxifizierungsverfahren,

anders als nach Anwendung der Plasma-aktivierten chemischen Gasphasenabscheidung
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(PACVD), signifikant reduziert (p < 0,05). Die Thrombin-Antithrombin-Komplexe dieser
Gruppen unterschieden sich nicht signifikant voneinander und lagen im Normalbereich.

Durch die Verminderung der priméren Hamostase durch Inkubation mit Zitronenséure und
ALDH wurde auch die sekundare Hamostase verringert, da aktivierte Thrombozyten an
ihren Oberflachen Bindungsstellen fir Gerinnungsfaktoren, z.B. fir FXII, bilden, welche
dann die sekunddre Hamostase aktivieren kénnen [75, 77]. Des Weiteren bildet Zitronen-
séure, wie bereits beschrieben, Chelate mit Kalzium, welches ein wichtiger Kofaktor fir
die sekundéare H&mostase ist. Wird das Kalzium an der Perikardoberflache durch Zitronen-
séure komplexiert, steht es fur die Gerinnung nicht zur Verfugung und erklart damit eine
Reduktion der sekundaren Gerinnung. Es ware denkbar, dass durch unzureichendes Wa-
schen Zitronensaure am Rinderperikard haften blieb, welches dann zusatzlich das Kalzium
aus dem Vollblut band [69]. Die Messung der sekundaren Gerinnung kénnte so nach Inku-
bation mit Zitronensédure falsch niedrig gewesen sein. Durch mehrfaches Waschen mit
PBS-Puffer nach Inkubation mit Zitronensdure sollte diesem préanalytischen Fehler vorge-

beugt werden.

Die Detoxifizierung von glutaraldehydfixiertem Rinderperikard durch Inkubation mit je-
weils zehnprozentiger Zitronenséure oder ALDH ohne Titanisierung zeigte sich in den
Thrombogenitéatsanalysen durch die signifikant reduzierte Gerinnungsaktivierung als eine
aussichtsvolle Methode das thrombogene Potenzial biologischer Herzklappenprothesen zu
senken. Das Risiko thrombogener Frihkomplikationen konnte durch die Inkubation mit
Zitronensaure oder ALDH maoglicherweise gesenkt werden. Durch die ebenfalls geringere
Zytotoxizitdt nach Inkubation mit Zitronensaure oder ALDH koénnte sich zusatzlich eine
intakte Endothelschicht auf den so verdnderten Bioprothesen ausbilden und hierdurch

eventuell zusétzlich das Risiko fiir thrombotische Spatkomplikationen senken.

4.3.3 Beeinflussung der primaren Hamostase durch Titanisierung

Die zusatzliche Titanisierung durch die Plasma-aktivierte chemische Gasphasenabschei-
dung (PACVD) nach Inkubation der glutaraldehydfixierten Rinderperikarde mit ALDH
bewirkte eine signifikante Senkung (um 81 Prozent) der Konzentration von Plattchenfaktor
4 (PF4) im Blut. Dies bedeutet folglich eine signifikante Reduktion der Aktivierung der
primdren Hamostase. Die PF4-Konzentrationen lagen nach Inkubation mit den titanisierten

Proben sogar im physiologischen Bereich.
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Die Thrombozytenadhdsion wird vor allem von kollagenen Fasern des Rinderperikards
ausgelost. Es bilden sich periodische Briicken zwischen den Fasern und den Thrombozyten
aus. Thrombozyten werden aktiviert und ihre Speichergranula sezerniert. Es folgt die Bil-
dung eines Thrombozytenpfropfes [73-75]. Allein die Fixierung des Rinderperikards mit
Glutaraldehyd fuhrt zu einer Verminderung der Thrombozytenaktivierung gegenuber
unfixiertem Perikard [61]. Als Ursache wird eine Veranderung der Tripelhelixstruktur des
Kollagens und so der kollagenen Bindungsseiten durch Glutaraldehyd gesehen [61]. Dies
passt zur Beobachtung, dass Thrombozyten nur an Kollagen binden, wenn dies in Form
von Fibrillen aus mehreren Tripelhelices (quartare Struktur) vorliegt [77]. Das PACVD-
Verfahren konnte durch Stabilisierung der Oberflachenmolekiile [89] und Quervernetzung
der kollagenen Fasern, ebenfalls die kollagenen Bindungsseiten verandern und die Interak-

tion mit Thrombozyten hemmen.

Die verbesserte primdre Gerinnung nach plasmavermittelter Titanbeschichtung kann, ana-
log zu den Beobachtungen beim ePTFE, zuséatzlich durch die Zunahme der Oberflachen-
hydrophilie [36, 44, 93], die anionische Oberflachenladung und die positiven Einfliisse von

Titan auf die Hamokompatibilitéat erklart werden [44].

4.3.4 Beeinflussung der sekundéaren Hamostase durch Titanisierung

Nach Inkubation mit ALDH und anschlieBender Titanisierung konnte kein Unterschied in
der Konzentration an Thrombin-Antithrombin-Komplexen (TAT) festgestellt werden. Die
Prothrombinfragmente F1+2 waren hingegen nach Titanisierung signifikant tiber den phy-
siologischen Bereich hinaus erhdht und wiesen somit auf eine berméRige Aktivierung der

sekundaren Gerinnung hin.

Die Ubermé&Rige Aktivierung der sekunddren Hamostase kann durch die Aktivierung der
Gerinnung bei Kontakt des Blutes mit der kollagenen Oberflache der Bioprothese erklart
werden. Kollagen ist stark prothrombogen und aktiviert Faktor XII (FXII) [96], welcher
wiederum die intrinsische sekunddre Hamostase auslost [78]. Auf hydrophoben Oberfla-
chen kommt es unter physiologischen Bedingungen durch den Verdunnungseffekt zu einer
geringeren Adsorption von FXII als auf hydrophilen Oberflachen [64]. So kdnnte FXII auf
den hydrophileren Oberflachen des titanisierten Rinderperikards, die durch Inkorporation
polarer Gruppen entstanden ist, vermehrt zu einer Gerinnungsaktivierung fihren. Die Stei-
gerung der sekundéren Gerinnung durch die Titanisierung von glutaraldehydfixiertem Rin-

derperikard konnte so erklart sein.
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Bei einer Erhohung der sekunddren Hamostase mussten jedoch auch die TAT-Werte er-
hoht sein. Es fand sich bei unseren Ergebnissen jedoch eine Diskrepanz zwischen den
Konzentrationen an Prothrombinfragmenten F1+2 und den TAT-Komplexen. Lange
Stauungszeiten und hohe Stauungsdriicke bei der Blutentnahme konnten die sekundare
Gerinnung aktivieren und so zu héheren Werten bei den Prothrombinfragmenten gefiihrt
haben [75]. Eine schlechte Durchmischung des Zitrates mit dem Blut ware eine weitere
potenzielle Fehlerquelle. Die Werte fir die Prothrombinfragmente und die TAT-Komplexe
wurden aber aus den gleichen Blutentnahmeréhrchen bestimmt, waren reproduzierbar und
mussten durch praanalytische Fehler in gleicher Weise verandert werden.

Thor et al. konnten eine signifikante Erhéhung von TAT-Komplexen im Vollblut gegen-
Uber plattchenreichen und -armen Plasma nachweisen. Sie erklarten dies mit dem Vorhan-
densein von roten Blutzellen (Erythrozyten), die zum einen die Aktivierung von FXII ver-
starken und zum anderen (ber Elastase an ihrer Oberflache zusatzlich FXII aktivieren
[105]. Die Inkubation des Rinderperikards wurde mit Vollblut durchgefiihrt, die Messung
der TAT-Komplexe erfolgte in Plattchenreichem Plasma. Eine Wechselwirkung mit Eryth-
rozyten ist daher theoretisch, zumindest wahrend der Inkubation, mdglich. Dieser Effekt

musste dann aber auch bei den nicht titanisierten Proben aufgetreten sein.

Die plausibelste Erklarung der aufgetretenen diskrepanten Ergebnisse, bezlglich der Akti-
vierung der sekundaren Hamostase, bieten die verschiedenen Halbwertszeiten der gemes-
senen Parameter. TAT hat mit 10-15 Minuten eine geringere Halbwertszeit als F1+2 mit 90
Minuten [75]. Da unsere Proben 30 Minuten mit Vollblut inkubiert wurden, kénnte es sein,
dass das gebildete TAT aufgrund der geringeren Halbwertszeit bereits nicht mehr in vol-
lem MaRe nachgewiesen werden konnte bzw. falsch niedrige Werte entstanden sind. Dies
konnte die Diskrepanz der beiden Parameter bezuglich der sekundaren Gerinnung erklaren.
Um diese Theorie zu bestéatigen, missten zukilinftige Messungen von TAT- und F1+2-
Konzentrationen in Intervallen durchgefiihrt werden. Die Intervallmessungen wurden im
Rahmen von &hnlichen Materialtestungen bislang nicht durchgefiihrt und konnten Auf-
schluss ber die Kinetik der Gerinnungsparameter und den Einfluss der Testmaterialien auf
die Thrombin-Antithrombin-Komplexe geben. AnschlieBend sollten analog zum ePTFE

zudem weitere Analysen unter Flussbedingungen und in vivo erfolgen.
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4.3.5 Beeinflussung der Oberflache und Thrombogenitéat durch Titanisierung

Eine weitere Erklarung fur die signifikant hohere Aktivierung der sekunddren Hdmostase
und der diskrepanten Ergebnisse im Vergleich zum ePTFE konnte die mikroskopische
Oberflachenbeschaffenheit bieten [13]. Um Rinderperikard titanisieren zu kdnnen, wird es
dehydriert und nach Titanbeschichtung wieder rehydriert. Elektronenmikroskopisch zeigen
sich Risse, die durch die Schwellung des Perikards wahrend der Rehydrierung gebildet
werden (Abb.23) [13]. In diesen Rissen liegt kollagenes Gewebe frei und kann die sekun-
dare Gerinnung aktivieren. In diesen Rissen kdnnten auch freie Aldehydgruppen an die

Oberflache gelangen und die Gerinnungsaktivierung weiter beglnstigen.

Durch neuere Trocknungsmethoden kann eine Schwellung des Kollagens, und folglich die
Rissbildung in der Titanschicht potenziell verhindert werden. Eine geschlossene Titan-
schicht auf der kollagenen Oberflache wirde dann einer UberméRigen sekundéren Gerin-
nungsaktivierung entgegenwirken. Unterbliebe die Interaktion mit dem Kollagen, lielen
sich ahnliche Ergebnisse wie beim ePTFE erwarten. Die Anderungen am PACVD-
Verfahren selbst konnten jedoch wiederum die Gerinnung beeinflussen. Da es bereits An-
satze zur Vermeidung einer Schwellung des Perikards durch De- und Rehydrierung bei der
PACVD gibt, mussten die vorliegenden Ergebnisse nach Anwendung des neu veranderten

Verfahrens reevaluiert werden.

s (A)

Abbildung 23: Oberflachenrisse bei rehydriertem titanisiertem, glutaraldehydfixiertem
Rinderperikard. REM von glutaraldehydfixiertem Rinderperikard mit einer
VergroRerung von 5000x, dehydriert mit kompletter Titanbeschichtung (A) und
rehydriert, geschwollenen mit aufgebrochener Titanschicht und Einkerbungen
(B) [13]. (REM = Rasterelektronenmikroskopie)
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Die freiliegenden kollagenen Fasern flihrten jedoch nicht zu einer Erhéhung der primaren
Gerinnung bei Kontakt von Blut mit glutaraldehydfixiertem Rinderperikard. Die Stabilisie-
rung der Oberflachenmolekdile und die Inkorporation polarer Gruppen durch die PACVD

kdnnten dort der Erhéhung der priméren Hamostase entgegenwirken.

4.4 Klinische Bedeutung einer Titanisierung von Blutkontaktoberflachen
Die Titanisierung von Blutkontaktflachen aus ePTFE und glutaraldehydfixiertem Rinder-
perikard ist von groBer Klinischer Bedeutung. In dieser Studie zeigten sich vielverspre-
chende Ergebnisse, wenn man die verringerte Thrombogenitét titanisierter ePTFE-
Blutkontaktflachen betrachtet. Sollte sich die hier nachgewiesene Verbesserung der
Thrombogenitéat von ePTFE-GefaBprothesen in vivo bestétigen, konnten ihre Offenheitsra-
ten steigen und erneute Durchblutungs- und Funktionsstérungen durch Thrombose und

Prothesenverschlusse verringert werden.

Die reduzierte Thrombozytenaktivierung nach Titanisierung von glutaraldehydfixiertem
Rinderperikard deutet zunéchst auf eine verringerte Thrombogenitét hin, die signifikant
erhohte sekunddre Gerinnungsaktivierung weist hingegen auf ein hoheres Risiko fir
thrombotische Ereignisse und Embolien hin. Der klinische Effekt ist daher nicht klar abzu-

schatzen.

4.4.1 Titanisiertes gerecktes Polytetrafluorethylen

GeféaBprothesen aus gerecktem Polytetrafluorethylen (ePTFE) werden zum Ersatz von
hochgradig stenosierten oder verschlossenen Arterien der Extremitaten verwendet, wenn
keine autologen GefaRe zur Verfugung stehen. Sie kdnnen nach Implantation durch
Thrombenbildung und intimale Hyperplasie Stenosieren, so dass die Offenheit der Prothe-
se eingeschrankt wird. Hieraus resultieren dann in den abhdngigen Geweben wieder
Durchblutungs- und Funktionsstérungen, welche sogar zur Amputation fiihren kénnen [1,
2]. Insbesondere beim Ersatz von kleinlumigen Gefél3en lagen die Vierjahresoffenheitsra-
ten von GefaRprothesen aus ePTFE bei nur etwa 25 Prozent in kleinlumigen GeféRersatzen
und bei nur zwolf Prozent in infragenikuldren Bypassen, wenn der Blutabfluss gehindert

war [8].

Durch die Titanisierung von ePTFE sank die Thrombogenitit von ePTFE im Vergleich zu
unbehandeltem ePTFE und somit das Risiko fur thrombotische Ereignisse. Durch die Re-

duktion der Thrombenbildung in titanisierten ePTFE-GeféalRprothesen koénnen hohere
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Offenheitsraten erwartet werden. Erneute Durchblutungs-, Funktionseinschrankungen oder
Operationen bis hin zur Amputation kénnten so vermindert werden. Durch die reduzierte
Thrombogenitéat ergdbe sich moglicherweise auch eine Erweiterung des Anwendungsge-
bietes von ePTFE-GefaRprothesen, zum Beispiel bei Dialyseshunts oder zum Ersatz von

koronaren Mikrogefalen.

Auf titanbeschichtetem ePTFE lagerten sich zudem autologe Zellen an, die sich in Endo-
thelzellen umwandeln kénnen [44]. Die Ausbildung einer intakten Endothelschicht hinge-
gen konnte die Offenheitsrate, insbesondere Uber langere Zeitrdume, steigern und vor al-
lem Spatthrombosen verringern. Die Zahl an Frihthrombosen kdnnte durch die geringere
Thrombogenitat von titanisiertem ePTFE vor Ausbildung der intakten Endothelschicht
gesenkt werden. Folglich kdnnte durch die Titanisierung von ePTFE sowohl das Risiko fir

Frih- als auch fir Spatthrombosen gemindert sein.

Vor dem Einsatz titanisierter ePTFE-Gefdl3prothesen miissen jedoch weitere Testungen
unter Flussbedingungen und in vivo stattfinden. Je nach AusmaR der Thrombogenitét tita-
nisierter ePTFE-GefaRprothesen in vivo, kann eine gerinnungshemmende lokale oder sys-
temische Therapie diskutiert werden bis sich das schiitzende Endothel gebildet hat. Die
lokale gerinnungshemmende Therapie durch medikamentenbeschichtete Gefaliprothesen
zeigt einerseits eine Reduktion der Thrombogenitat von Geféal3prothesen [5, 18]. Anderer-
seits werden zum Beispiel durch Heparin glatte Muskelzellen und somit die Integration der
Prothese in das umliegende Gewebe gehemmt [6]. Dies konnte dazu fuhren, dass sich
Neoendothel verzdgert ausbildet. Damit Gbereinstimmend ist nach Beschichtung mit Hepa-
rin ein erhohtes Risiko fur Spatthrombosen beschrieben worden [5]. Auch bei einer syste-
mischen Antikoagulation ist die Auswirkung auf die Endothelzellbesiedlung unklar und
kdnnte zwar die Zahl an Frihthrombosen reduzieren, aber durch Hinderung der Endothel-
zellbesiedlung Spatthrombosen fordern.

Auf die Verwendung von Fibrinkleber sollte nach Mdglichkeit verzichtet werden, da dies
ein groRes Risiko fir thrombotische Ereignisse, schwere allergische Reaktionen und sogar
plotzliche Todesfalle darstellen kann [106].

4.4.2 Titanisiertes, glutaraldehydfixiertes Rinderperikard
Biologische Herzklappenprothesen, welche im Gegensatz zu mechanischen Herzklappen-

prothesen keine therapeutische Antikoagulation erfordern, sind durch immunologische und
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thrombotische Prozesse in ihrer Haltbarkeit beschrankt. Eine Verminderung der Thrombo-
genitat und die Ausbildung einer regenerationsfahigen Endothelschicht konnten die Halt-
barkeit biologischer Herzklappenprothesen verldngern, was insbesondere bei jungeren Pa-

tienten relevant wird.

Durch das neuartige PACVD-Verfahren, welches durch die Verwendung niedriger Tempe-
raturen [41] erstmalig die nanotechnologische Beschichtung biologischer Gewebe ermdg-
lichte, konnte glutaraldehydfixiertes Rinderperikard mit Titan beschichtet werden. Durch
die komplette Oberflachenbeschichtung von glutaraldehydfixiertem Rinderperikard mit
Titan mittels PACVD war die Ausbildung eines intaktes Endothels méglich [72], welches
die Haltbarkeit biologischer Herzklappenprothesen aus glutaraldehydfixiertem Rinderperi-

kard erhéhen konnte.

Anders als beim titanisierten ePTFE zeigten sich differente Ergebnisse bei der Analyse der
Gerinnungsaktivierung durch titanisiertes, glutaraldehydfixiertes Rinderperikard. Die
Thrombozytenaktivierung wurde durch die Titanisierung gesenkt, die sekundére Hamosta-
se erhoht. Ob eine Verdnderung in der Durchfiihrung der Plasma-aktivierten chemischen
Gasphasenabscheidung zu einer kompletten Beschichtung des glutaraldehydfixierten Rin-
derperikards ohne freiliegendes Kollagen und somit zur Reduktion der sekundéren Gerin-
nung flhrt, ist Gegenstand nachfolgender Forschung. Dies sollte vor weitergehenden Ana-
lysen unter Flussbedingungen oder in vivo durchgefiihrt werden. Sollte sich dann, analog
zum ePTFE, eine Reduktion der Thrombogenitéat ergeben, kénnte sich die Haltbarkeit bio-
logischer Herzklappenprothesen hierdurch und durch Ausbildung eines Endothels deutlich
verbessern. Biologische Herzklappenprothesen kdnnten dann potenziell auch bei jingeren
Patienten verwendet werden, um Blutungskomplikationen durch die therapeutische Anti-

koagulation bei Verwendung mechanischer Klappen zu vermeiden.

Sollte sich hingegen unerwartet eine Erhéhung der Thrombogenitét der neuen, titanisierten
kollagenen Blutkontaktflachen weiteren Studien ergeben, musste eine Antikoagulation
oder eine thrombozytenaggregationshemmende Therapie diskutiert werden. Diese sollte
dann bis zur intakten Funktion des Neoendothels durchgefiihrt werden, um Friihthrombo-
sen vorzubeugen. Eine Re-Endothelialisierung von Gefallen nach Geféal3verletzung betragt
durchschnittlich sieben bis zehn Tage, wobei die Funktionsstérung des Endothels noch vier
bis zwo6lf Wochen andauern kann [32]. Fur Herzklappenprothesen aus menschlichem Ge-

webe konnte eine Endothelialisierung nach sechs bis zehn Tagen nachgewiesen werden
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[107], sodass sich flr detoxifizierte, glutaraldehydfixierte Herzklappenprothesen &hnliche

Zeiten vermuten lassen.

Eine gerinnungshemmende Therapie mit Phenprocoumon (Marcumar) ware bei einer Er-
héhung der sekundaren Hamostase bei titanisierten Oberflachen denkbar. Phenprocoumon
inhibiert durch Hemmung der Vitamin-K-abhéngigen y-Carboxylierung die Gerinnungs-
faktoren 11, VII, IX und X [26]. Fur die Einnahme von Warfarin, einem verwandten Wirk-
stoff des Phenprocoumons, konnte bereits eine daraus resultierende Verringerung der Pro-
thrombinfragmente nachgewiesen werden [108]. Eine Therapie mit Aspirin
(Acetylsalicylsaure), welches die Thrombozytenadhésion und -aggregation hemmt [26],
ware aufgrund der Reduktion der primdren Gerinnung in vitro durch die Titanbeschichtung
mittels PACVD nach den vorliegenden Ergebnissen nicht zielfiihrend. Neuere Gerin-
nungshemmer wie der Faktor Xa-Antagonist Rivaroxaban oder der Thrombininhibitor
Dabigatran waren als Alternative zur Cumarintherapie denkbar. Reduziert man durch eine
gerinnungshemmende Medikation das Risiko fur Frihthrombosen, konnte trotz erhohter
Thrombogenitét des titanisierten, glutaraldehydfixierten Rinderperikards, die Haltbarkeit
durch die Ausbildung einer intakten Endothelschicht verbessert sein. Eine endgiltige Aus-
sage Uber die Notwendigkeit einer Antikoagulation oder thrombozytenaggregations-

hemmenden Therapie kann aber erst nach weiteren Studien erfolgen.
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5. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss einer Titanisierung von heterologen
Blutkontaktflachen auf die Gerinnungsaktivierung zu untersuchen bevor sich eine korper-
eigene Endothelzellschicht darauf gebildet hat.

Hierzu wurden Blutkontaktflaichen zum Einen aus gerecktem Polytetrafluorethylen
(ePTFE), als Ausgangsmaterial von polymeren Geféal3prothesen, und zum Anderen aus
glutaraldehydfixiertem Rinderperikard, zur Herstellung biologischer Herzklappenprothe-
sen, mittels Plasma-aktivierter chemischer Gasphasenabscheidung mit Titan beschichtet.
Nach Inkubation des jeweiligen Materials mit Vollblut von sechs gesunden Probanden
wurde durch Bestimmung der Blutplasmakonzentrationen von Plattchenfaktor 4 (PF4), der
Thrombin-Antithrombin-Komplexe (TAT) und der Prothrombinfragmente 1+2 (F1+2) die
Thrombogenitét der Blutkontaktflachen getestet. PF4 diente hierbei als Marker fiir die pri-
mare H&mostase, TAT und F1+2 dienten als Parameter der sekundéren H&mostase.

Die Titanisierung von ePTFE bewirkte eine signifikante Reduktion der PF4-Konzentration
im Blutplasma von 35,928 + 12,305 IU/ml auf 6,582 = 1,774 1U/ml (p < 0,05). Die Plas-
makonzentration an TAT ohne (2,237 = 0,263 pg/l) und mit (2,385 + 0,343 ug/l) Titanisie-
rung von ePTFE sowie die Plasmakonzentration an F1+2 ohne (167,080 + 8,604 pmol/l)
und mit Titanisierung (171,598 + 31,712 pmol/l) unterschieden sich nicht signifikant.

Bei glutaraldehydfixiertem Rinderperikard bewirkte die Titanisierung erstens eine signifi-
kante Reduktion der Konzentration an PF4 von 40,984 + 25,184 IU/ml auf 7,798 + 2,284
IU/ml (p < 0,05), zweitens eine nicht signifikante Veranderung an TAT von 2,237 £ 0,263
pg/l auf 2,385 + 0,343 pg/l, und drittens eine signifikante Erhéhung der Konzentrationen
an F1+2 von 119,871 * 8,454 pmol/l auf 298,062 + 48,719 pmol/I (p < 0,05).

In den durchgefiihrten Thrombogenitatsanalysen zeigte sich demnach eine erhebliche Re-
duktion des thrombogenen Potenzials durch Titanisierung von ePTFE durch eine verringer-
te Aktivierung der primaren Hamostase. Die Titanisierung kann daher als potenziell weg-
weisender Ansatz zur Erhéhung der Offenheitsraten von polymeren GefaRprothesen aus
ePTFE gelten. Titanisiertes ePTFE sollte daher fiir den klinischen Einsatz weiter getestet
werden.

Die Titanisierung von glutaraldehydfixiertem Rinderperikard fuhrte hingegen zu einer
uberméaligen Aktivierung der sekundéren Hamostase und damit zur Zunahme des throm-
bogenen Potenzials biologischer Herzklappenprothesen, weshalb ein klinischer Einsatz
ungeeignet erscheint. Ob Veranderungen des Titanisierungsverfahrens zu einer Abnahme

der Gerinnungsaktivierung fihren kénnen, muss daher evaluiert werden.
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7. Tabellen

7.1 Gerinnungsfaktoren und Referenzbereiche

7. Tabellen

Tabelle 1: Auflistung der Gerinnungsfaktoren mit Bezeichnung und Eigenschaft, modifi-
ziert nach Schmidt et al. [73].

Bakior Bezelchnting, Eigenschaft, Funktion
(3] Synonym
I Fibrinogen l6sliches Eiweil, Vorstufe des Fibrins
I Prothrombin az-Globulin, Proenzym des Thrombins (Protease)
Gewebe- . . - . .
i thromboplastin Phospholipoprotein, aktiv im extrinsischen Gerinnungssystem
Y, Ca?* (Kalzium) rI\Ie?]twendlg bei der Aktivierung der meisten Gerinnungsfakto-
Proakzelerin 16sliches B-Globulin, bindet an die Thrombozytenmembran;
\V - aktiviert durch Faktor Il, und Ca®" Faktor V, , ist Bestandteil
Akzeleratorglobulin )
des Prothrombinasekomplex
VI Enfallt (aktivierter
Faktor V)
VII Prokonvertin a-Globulin, Proenzym (Protease); Faktor VII, aktiviert mit
Faktor 111 und Ca?* den Faktor X im extrinsischen System
Antihimonhiles Glo- B2-Globulin, bildet Komplex mit von Willebrand-Faktor; akti-
Vil bulinpAHG viert durch Faktor 11, und Ca*"; Faktor VIII, ist Kofaktor bei
’ der Umwandlung von Faktor X in Faktor X,
a-Globulin, kontaktsensibles (d.h. Forménderung bei Kontakt
. mit Oberflachen) Proenzym (Protease); Faktor 1X, aktiviert
IX Christmas-Faktor mit Plattchenfaktor 3, Faktor V111, und Ca®* den Faktor X im
intrinsischen System
X Stuart-Prower-Eaktor a-GIobulln_, Prognzym (Protease); Faktor X, ist Bestandteil des
Prothrombinaktivators
X| Plasmathrombo- y-Globulin, kontaktsensibles Proenyzm (Protease); Faktor Xl,
plastinantecedent, PTA | aktiviert mit Ca>* den Faktor IX
i B-Globulin, kontaktsensibles Proenzym (Protease); aktiviert
Xl Hageman-Faktor durch Kontakt mit Kallikrein
X1l Fibrinstabilisierender |B-Globulin, Proenzym (Transamidase); Faktor XIII, bewirkt
Faktor die Fibrinvernetzung
Prakallikrein B-Globulin, Proenzym (Protease); aktiviert durch Faktor Xllj;
PKK ' Kallikrein unterstutzt Aktivierung von Faktor XII und Faktor
Fletcher-Faktor X|
Hoch_m_olekulares a-Globulin; unterstiitzt Kontaktaktivierung von Faktor XII und
HMK Kininogen,

Fitzgerald Faktor

Faktor XI
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Tabelle 2: Referenz-/ Normalbereiche der analysierten Gerinnungsparameter Plattchenfak-
tor 4 (PF4), Thrombin-Antithrombin-Komplexe (TAT) und Prothrombinfrag-
menten (F1+2)

PF4 <10 U/ml
TAT 1,0-41 po/l
F1+2 69 - 229 pmol/l

7.2 Einzelwerte und statistische Daten fiir ePTFE

Tabelle 3: Vergleich der Blutplasmakonzentrationen von Plattchenfaktor 4 in 1U/ml nach
Inkubation mit unbehandeltem und titanisiertem ePTFE mit und ohne Zusatz

von Fibrinkleber im Blutplasma; Vergleich statistischer Daten.

ePTFE Unbehandelt Titanisiert Unbe_handelt, Fib- Titanisiert, Fib-
rinkleber rinkleber
Leerwert 13,948 4,553 5,501 5,630
1.Probe 45,615 9,902 27,566 126,331*
2.Probe 23,262 4,385 102,971 72,717
3.Probe 22,370 6,254 97,230 98,091
4.Probe 57,333 4,977 19,844 124,751*
5.Probe 33,030 6,861 26,319 82,627
6.Probe 33,956 7,111 101,833 120,065*
Statistische Daten
Mittelwert 35,928 6,582 62,627 104,097
Minimum 22,370 4,385 19,844 12,717
Maximum 57,333 9,902 102,971 126,331
SD 12,305 1,774 38,166 21,046

(SD = Standardabweichung; *Messwerte liegen oberhalb des oberen Messhereichs (>120 1U/ml) und wurden durch das
Dynex-Analysegrat aus extrapolierten Standardkurven erreichnet)
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Tabelle 4: Vergleich der Plasmakonzentrationen der Thrombin-Antithrombin-Komplexe
in pg/l nach Inkubation mit unbehandeltem und titanisiertem ePTFE mit und

ohne Zusatz von Fibrinkleber; Vergleich statistischer Daten

ePTFE Unbehandelt Titanisiert Lli?t?ﬁgi?gtfg F-Ii-;)tﬁ?ltlleekgte,r
Leerwert 2,515 2,699 2,056 1,777
1.Probe 2,219 2,560 > 60,000* > 60,000*
2.Probe 1,779 2,529 > 60,000* > 60,000*
3.Probe 1,918 2,416 > 60,000* > 60,000*
4.Probe 1,781 5,616 > 60,000* > 60,000*
5.Probe 1,888 2,595 > 60,000* > 60,000*
6.Probe 1,929 2,491 > 60,000* > 60,000*
Statistische Daten
Mittelwert 1,919 3,035 - -
Minimum 1,779 2,416 - -
Maximum 2,219 5,616 - -
SD 0,147 1,266 - -

(SD = Standardabweichung; *Messwerte oberhalb des Messbereichs (>60 pg/l) des Dynex-Analysegerates, keine Be-
rechnung durch Extrapolation der Standardkurven méglich)

Tabelle 5: Vergleich der Plasmakonzentrationen der Prothrombinfragmente F1+2 in
pmol/l nach Inkubation mit unbehandeltem und titanisiertes ePTFE mit und

ohne Zusatz von Fibrinkleber; Vergleich statistischer Daten.

o Unbehandelt, Titanisiert,
AZHTENEEL | TIRRSET Fibrinkleber | Fibrinkleber
Leerwert 178,644 148,056 151,039 135,93

1.Probe 179,098 155,366 > 1200,000* > 1200,000*

2.Probe 162,093 241,331 > 1200,000* > 1200,000*

3.Probe 179,050 160,077 > 1200,000* > 1200,000*

4.Probe 163,028 147,732 > 1200,000* > 1200,000*

5.Probe 158,300 167,086 > 1200,000* > 1200,000*

6.Probe 160,913 157,996 > 1200,000* > 1200,000*

Statistische Daten

Mittelwert 167,080 171,598 - -
Minimum 158,300 147,732 - -
Maximum 179,098 241,331 - -
SD 8,604 31,712 - -

(SD = Standardabweichung; * Messwerte oberhalb des Messbereichs (>1200 pmol//l) des Dynex-Analysegerétes, keine
Berechnung durch Extrapolation der Standardkurven maéglich)
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7.3 Einzelwerte und statistische Daten ftir Rinderperikard

7. Tabellen

Tabelle 6: Vergleich der Blutplasmakonzentrationen von Plattchenfaktor 4 in 1U/ml nach
Inkubation mit verschieden behandeltem Rinderperikard; Vergleich statisti-
scher Daten.

GA, ALDH,
GA GA, CA 10 % |GA, ALDH PAVCD, GA-AT
kein Titan
Leerwert 7,108 7,210 8,096 8,417 7,623
1. Probe 25,650 11,25 8,629 9,216 7,549
2. Probe 24,997 16,202 18,971 8,706 4,682
3. Probe 45,589 11,560 9,284 11,044 6,807
4. Probe 39,091 29,926 7,429 10,789 10,859
5. Probe 21,773 15,668 9,894 9,986 6,847
6. Probe 88,802 21,593 9,898 10,033 10,045
Statistische Daten
Mittelwert 40,984 17,700 10,684 9,962 7,798
Minimum 21,773 11,250 7,429 8,706 4,682
Maximum 88,802 29,926 18,971 11,044 10,859
SD 25,184 7,075 4,164 0,894 2,284

(GA = Glutaraldehydfixiertes Rinderperikard; CA 10 % = mit zehnprozentiger Zitronensdure inkubiertes GA; ALDH =
mit Aldehyd-Dehydrogenase inkubiertes GA; PACVD = mit Plasma-aktivierte chemische Gasphasenabscheidung behan-
deltes GA ohne Titanisierung; GA-AT = titanbeschichtetes, ALDH-inkubiertes GA; SD = Standardabweichung)

Tabelle 7: Vergleich der Konzentrationen der Thrombin-Antithrombin-Komplexe in pg/I
nach Inkubation mit verschieden behandeltem Rinderperikard; Vergleich statis-

tischer Daten.

GA, ALDH,
GA GA, CA 10 % |GA, ALDH PAVCD, GA-AT
kein Titan
Leerwert 1,554 3,550 2,017 2,522 2,077
1. Probe 1,987 3,301 2,188 2,450 2,212
2. Probe 2,629 2,591 1,785 2,616 2,081
3. Probe 2,314 1,507 1,944 2,613 2,901
4. Probe 2,042 2,120 1,883 4,252 2,480
5. Probe 2,432 2,309 2,782 1,976 2,540
6. Probe 2,019 3,428 2,441 7,534 2,095
Statistische Daten

Mittelwert 2,237 2,543 2,171 3,574 2,385
Minimum 1,987 1,507 1,785 1,976 2,081
Maximum 2,629 3,428 2,782 7,534 2,901
SD 0,263 0,730 0,382 2,252 0,343

(GA = Glutaraldehydfixiertes Rinderperikard; CA 10 % = mit zehnprozentiger Zitronenséure inkubiertes GA; ALDH =
mit Aldehyd-Dehydrogenase inkubiertes GA; PACVD = mit Plasma-aktivierte chemische Gasphasenabscheidung behan-
deltes GA ohne Titanisierung; GA-AT = titanbeschichtetes, ALDH-inkubiertes GA; SD = Standardabweichung)
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7. Tabellen

Tabelle 8: Vergleich der Blutplasmakonzentration der Prothrombinfragmenten F1+2 in
pmol/l nach Inkubation mit verschieden behandeltem Rinderperikard; Ver-
gleich statistischer Daten.

GA, ALDH,
GA GA, CA10% |GA, ALDH PAVCD, GA-AT

kein Titan
Leerwert 123,408 116,943 105,036 105,842 114,240
1. Probe 130,072 103,271 103,455 127,947 246,903
2. Probe 110,023 86,003 81,781 292,493 244,042
3. Probe 109,462 90,950 83,09 118,959 306,485
4. Probe 122,078 96,891 110,328 172,109 299,125
5. Probe 121,319 86,618 92,247 124,810 374,906
6. Probe 126,272 92,270 110,404 162,451 316,912

Statistische Daten

Mittelwert 119,871 92,667 96,884 166,462 298,062
Minimum 109,462 86,003 81,781 118,959 244,042
Maximum 130,072 103,271 110,404 292,493 374,906
SD 8,454 6,548 13,012 65,432 48,719

(GA = Glutaraldehydfixiertes Rinderperikard; CA 10 % = mit zehnprozentiger Zitronenséure inkubiertes GA; ALDH =
mit Aldehyd-Dehydrogenase inkubiertes GA; PACVD = mit Plasma-aktivierte chemische Gasphasenabscheidung behan-
deltes GA ohne Titanisierung; GA-AT = titanbeschichtetes, ALDH-inkubiertes GA; SD = Standardabweichung)

Tabelle 9: Vergleich der Blutplasmakonzentrationen von Plattchenfaktor 4 in IU/ml nach

gleich statistischer Daten.

Inkubation mit trypsiniertem, verschieden behandeltem Rinderperikard; Ver-

GA GA, ALDH,
GA, GA, Ca 10 %, ' PACVD, GA-AT,
ALDH, o
tryp. tryp. kein Titan, tryp.
tryp.
tryp.
Leerwert 9,267 7,217 9,474 7,195 7,690
1. Probe 30,076 12,145 17,443 10,722 8,056
2. Probe 16,835 18,893 75,669 9,951 18,324
3.Probe 58,293 45,853 57,337 7,427 6,699
4. Probe 70,113 18,392 55,839 17,967 8,025
5. Probe 35,515 10,241 54,281 10,016 7,180
6. Probe 62,871 18,088 69,527 11,758 8,306
Statistische Daten
Mittelwert 45,617 20,602 55,016 11,307 9,432
Minimum 16,835 10,241 17,443 7,427 6,699
Maximum 70,113 45,853 75,669 17,967 18,324
SD 21,121 12,889 20,275 3,563 4,399

(GA = Glutaraldehydfixiertes Rinderperikard; tryp. = mit Trypsin und EDTA inkubiert; CA 10 % = mit zehnprozentiger
Zitronenséure inkubiertes GA; ALDH = mit Aldehyd-Dehydrogenase inkubiertes GA; PACVD = mit Plasma-aktivierte
chemische Gasphasenabscheidung behandeltes GA ohne Titanbeschichtung; GA-AT = titanbeschichtetes, ALDH-

inkubiertes GA; SD = Standardabweichung)
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7. Tabellen

Tabelle 10: Vergleich der Blutplasmakonzentrationen der Thrombin-Antithrombin-
Komplexen in pg/l nach Inkubation mit trypsiniertem, verschieden behandel-
tem Rinderperikard; Vergleich statistischer Daten.

GA, ALDH,
GA, GA, Ca 10 %, |GA, ALDH, PACVD, GA-AT,
tryp. tryp. tryp. kein Titan, tryp.
tryp.
Leerwert 1,83 1,686 2,11 2,112 1,814
1. Probe 1,963 1,688 1,970 1,882 1,652
2. Probe 2,107 1,612 2,527 2,162 1,926
3. Probe 1,813 1,693 2,225 2,015 1,822
4. Probe 1,627 1,524 2,390 2,077 2,121
5. Probe 2,043 2,071 2,131 2,031 2,546
6. Probe 6,418 1,704 3,740 1,833 1,824
Statistische Daten
Mittelwert  [2,662 1,715 2,497 2,000 1,981
Minimum (1,627 1,524 1,970 1,833 1,652
Maximum 6,418 2,071 3,740 2,162 2,546
SD 1,848 0,187 0,639 0,121 0,304

(GA = Glutaraldehydfixiertes Rinderperikard; tryp. = mit Trypsin und EDTA inkubiert; CA 10 % = mit zehnprozentiger
Zitronenséure inkubiertes GA; ALDH = mit Aldehyd-Dehydrogenase inkubiertes GA; PACVD = mit Plasma-aktivierte
chemische Gasphasenabscheidung behandeltes GA ohne Titanbeschichtung; GA-AT = titanbeschichtetes, ALDH-
inkubiertes GA; SD. = Standardabweichung)

Tabelle 11: Vergleich der Blutplasmakonzentrationen von Prothrombinfragmenten F1+2
in pmol/l nach Inkubation mit trypsiniertem, verschieden behandeltem Rinder-
perikard; Vergleich statistischer Daten.

GA, ALDH,

GA, GA, Ca10 %, [GA, ALDH,| PACVD, GA-AT,

tryp. tryp. tryp. kein Titan, tryp.

tryp.
Leerwert 113,943 106,163 108,624 102,082 86,832
1. Probe 274,701 100,727 113,272 94,807 301,68
2. Probe 187,051 107,752 103,5 101,152 274,914
3. Probe 97,901 110,079 117,163 117,732 357,812
4. Probe 93,943 132,241 104,373 100,806 387,702
5. Probe 113,683 100,284 112,34 93,152 365,216
6. Probe 156,361 93,783 127,139 101,195 261,241
Statistische Daten

Mittelwert 153,94 107,478 112,965 101,474 324,761
Minimum 93,943 93,783 103,5 93,152 261,241
Maximum 274,701 132,241 127,139 117,732 387,702
Standabw. 69,348 13,453 8,746 8,702 52,427

(GA = Glutaraldehydfixiertes Rinderperikard; tryp. = mit Trypsin und EDTA inkubiert; CA 10 % = mit zehnprozentiger
Zitronenséure inkubiertes GA; ALDH = mit Aldehyd-Dehydrogenase inkubiertes GA; PACVD = mit Plasma-aktivierte
chemische Gasphasenabscheidung behandeltes GA ohne Titanbeschichtung; GA-AT = titanbeschichtetes, ALDH-
inkubiertes GA; SD = Standardabweichung)
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