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1. Einleitung

1.1. GefalRersatz in der Chirurgie

Aus der modernen Gefalichirurgie ist der Einsatz von Gefaliersatzmaterialien nicht mehr
wegzudenken, sei es zur Beseitigung oder Umgehung eines Flu3hindernisses, zur Aus-
schaltung eines Aneurysmas oder bei Gefal3traumata. In vielen Féallen ist das Einbringen
von kompatiblem Material zur Versorgung des entstandenen Defekts notwendig.

Dem Chirurgen steht heute eine Vielzahl von kdrpereigenen und korperfremden,
sogenannten Biomaterialien zur Verfugung, die unter 1.1.2. beschrieben sind. Allen
Materialien ist gemein, dass sie grundsétzlich zwar fir eine lebenslange Implantation
gedacht sind, den Anforderungen, die an Biomaterialien zu stellen sind, allerdings nicht zu
100 Prozent gerecht und teilweise insuffizient werden. So ist vor allem in niedrig-
kalibrigen FluRbereichen unter sechs Millimetern Innendurchmesser die WiederverschluR3-
rate nach arterieller Rekonstruktion besonders hoch [62, 137].

Die Wahl des besten Geféliersatzmaterials ist trotz einer umfangreichen Studienlage und
jahrzehntelanger Erfahrung in der GefaRchirurgie bis heute schwierig und orientiert sich an
den unter 1.1.4. dargestellten Gesichtspunkten.

Die Schwierigkeiten in der Auswahl zeigen, dass ein optimaler GefélRersatz bisher nicht
existiert. In Hinblick auf die epidemiologische Entwicklung in den Industrielandern und
die Bedeutung des wichtigsten vaskuldren Risikofaktors Atherosklerose, die bei Menschen
in hohem Lebensalter eine Prévalenz von bis zu 95 Prozent aufweist, ist die Verbesserung
der Therapie essentiell [8, 43, 79, 133]. Dies beinhaltet auch die Fortfilhrung der

Forschung an prothetischem Gefalersatz.

1.1.1. Geschichte des GefalRersatzes

Nachdem im 18. und 19. Jahrhundert die Grundlagen der Geféal3chirurgie wie
Nahttechniken und Ligaturen gelegt worden waren, war es die Arbeit von Alexis Carrel
(1873-1944) und Charles Claude Guthrie (1880-1963), die chirurgischen Methoden zur
GefaBnaht und Transplantation von GefalRen zu standardisieren, woflr Carrel 1912 mit
dem Nobelpreis geehrt wurde [46, 52, 114].

In Anlehnung an diese Arbeit begannen verschiedene Chirurgen weltweit, arterielle
Aneurysmata durch Veneninterponate zu ersetzen, unter ihnen Goyanes, Jeger, Lexer,

Pringle und Bernheim. Jean Kunlin, ein Schiller von Rene Leriche, flihrte 1948 einen

1



erfolgreichen Venenbypass durch, der vorher erstmalig 1913 von Ernst Jeger zur
Aneurysmaausschaltung durchgefiihrt worden war, was allerdings erst deutlich spater an
die Offentlichkeit gelang [46, 52, 83, 87, 110].

Als 1948 und 1949 von Robert Gross und Mitarbeitern der Einsatz eines Homografts, also
einer Leichenprothese, beschrieben wurde, begann das Zeitalter der modernen
Gefalichirurgie. Jaques Oudot resezierte 1950 erstmalig die Aortenbifurkation und ersetzte
sie durch einen arteriellen Homograft. Die Idee hierzu stammte von Leriche, der diesen
Ersatz 1923 als ideale Therapie des thrombotischen Verschlusses der Aortenbifurkation
bezeichnet hatte. Etwa zur gleichen Zeit ersetzte Dubost ein abdominelles
Aortenaneurysma durch einen Homograft, 1953 erfolgte der Ersatz eines thorakalen
Aneurysmas durch DeBakey und Cooley [46, 52, 114].

Es stellte sich im Verlauf heraus, dass sowohl autologe Venen als auch Leichenprothesen
nicht immer einsetzbar waren. Homografts hatten eine eingeschrénkte Verfligbarkeit und
Venen konnten aufgrund ihrer GréRe nicht im gesamten arteriellen Stromgebiet genutzt
werden. Dies brachte den Wunsch nach kunstlichem GeféRRersatz auf. Schon friiher hatte
zum Beispiel Carrel Glas- und Aluminiumréhren experimentell getestet. Diese Materialien
erwiesen sich aber als minderwertig.

Voorhees, Jaretzki und Blakemore implantierten Vinyon-N Prothesen nach Tierversuchen
erfolgreich in Menschen. VVon diesem Zeitpunkt an begannen intensive Untersuchungen zu
synthetisch hergestellten Prothesenmaterialien. 1958 stellte DeBakey seine ,,Dacron‘-
Prothese (PET) vor, Edwards fertigte erst Nylon-, spater Teflonprothesen (PTFE). 1971
publizierte Sauvage eine Dacronvelourprothese mit verbesserten Einheilungseigenschaften.
1975 wurden gereckte Polytetrafluorethylen-Prothesen (ePTFE) klinisch eingeflhrt [27,
46, 52, 102, 114].

In den folgenden Jahren bis heute wurden unzéhlige biochemische Beschichtungen (z.B.
Fibronektin, Gelatine, Heparin) experimentell oder klinisch getestet [28, 96, 126] und das
Besiedeln der Prothesen mit verschiedenen Zellarten ausprobiert [23, 51, 89, 91, 109, 136],
allerdings ohne wegweisende klinische Ergebnisse zu erreichen.

Desweiteren sind Polyurethane in den 1960er Jahren eingeflhrt worden. Diese Polymere
gibt es in unterschiedlichen Verarbeitungsformen. Sie wurden in den letzten Jahren wieder
deutlich popularer [62, 120].

Vielversprechende experimentelle Ansdtze gibt es bis heute im Bereich des Tissue
Engineerings von GefélRersatz. Hierzu wurden GefalRzellen oder im Blut zirkulierende

Vorlauferzellen des Patienten gewonnen, diese in-vitro vermehrt und in eine geeignete



Matrix eingebracht. So soll in Zukunft dann eine Prothese entstehen, die dem Patienten
implantiert werden konnte [5, 6, 9, 54, 82, 115, 131].

1.1.2. Einteilung der Gefaliersatzmaterialien

Grundsatzlich werden alle Materialien, die in den Korper eingebracht werden, nach der
Beziehung zwischen Spender und Empfinger eingeteilt. Die folgende Ubersicht gibt
Aufschluss tber die Nomenklatur [32, 56, 85]:

o autogen/autolog: Empfanger und Spender sind identisch.

o syngen/isolog: Empfanger und Spender sind genetisch identisch (z.B. eineiige
Zwillinge).
o allogen/homolog: Empfanger und Spender sind genetisch verschieden, gehdren

aber derselben Spezies an (z.B. Leichengefal3 oder Nabelschnurvene).
o xenogen/heterolog: Empfanger und Spender gehdren unterschiedlichen Spezies an

(z.B. Schweineherzklappenimplantation beim Menschen).

Diese Begriffe beziehen sich nur auf rein biologischen GefaRersatz. Verwendet werden
aktuell vor allem autologe Transplantate der Vena saphena magna, im Bereich der
Kardiochirurgie auch arterielle Transplantate (A. radialis oder A. mammaria interna).
Homologe oder xenogene Geféalitransplantate sind im Vergleich Raritdten und vor allem
zur Handhabung spezieller Komplikationen, wie z.B. Infektionen von synthetischem
GefaRersatz der Aorta, vorbehalten [10, 25].

Alternativ zu biologischem Ersatz existiert eine Vielzahl wvon unterschiedlichen
synthetischen, sogenannten alloplastischen GefaRprothesenmaterialien. Die in der
klinischen Routine eingesetzten Materialien bestehen aus polymeren Kunststoffen und
basieren auf bzw. setzen sich aus Polyethylentherephthalat (PET), Polytetrafluorethylen
(PTFE) oder Polyurethan (PUR) zusammen [56, 62, 120, 137].

1.1.3. Alloplastische Prothesenmaterialien

Die Anspriiche, die an einen synthetischen GefaRersatz zu stellen sind, sind hoch. Die drei
nachfolgend beschriebenen Materialgruppen sind, obwohl immer noch Objekt intensiver

Forschung, schon seit Jahrzehnten in der Gefalichirurgie im routinemaRigen Einsatz.



1.1.3.1. Polyethylenterephthalat (PET)
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Abbildung 1: Strukturformel von Polyethylenterephthalat (PET)

PET ist als GefaRersatzmaterial vor allem unter dem Handelsnamen Dacron® bekannt. Es
handelt sich um ein Polymer aus Ethylentherephthalat, welches (iber Esterverbindungen
entsteht. Somit ist es ein Polyester.

Der Kunststoff wird geschmolzen und zu dinnem Garn verarbeitet. Aus diesem Garn
werden dann entweder gewebte oder gestrickte Prothesen hergestellt. Diese Formen
unterscheiden sich vor allem in ihrer Porositat, die einen wichtigen Bestandteil der
Eigenschaften der Prothese ausmacht, da sie stark fiir die Einheilung und Zellhaftung
verantwortlich gemacht wird. Grundsatzlich gilt, je pordser eine Prothese ist, desto besser
heilt sie ein. Die PorengroRe ist aber auch bei der Dichtigkeit der Prothese entscheidend.
So ist die gewebte Prothese primér blutdicht, heilt aber schlechter ein, als das gestrickte
PET, welches z.B. durch Beschichtungen oder das sogenannte Preclotting (\Vorgerinnung:
Durch das Eintauchen der Prothese in Patientenblut oder Fibrin werden die Poren
verschlossen) abgedichtet werden muss, bevor es implantiert werden kann [56, 70, 72, 78].
Durch die insgesamt gute Inkorporation der PET-Prothesen hat sie im Bereich der groRRen
GefaRe, vor allem im Bereich der Aorta und der lliakalgefde eine Vorrangstellung
gegenuber den anderen Prothesenmaterialien [45, 56, 62, 70, 72, 78, 105].
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Abbildung 2: Prothesenmaterial aus Polyethylenterephthalat (PET): links Rohrprothese zum Aorten-
ersatz, rechts Patchmaterial zur Einnaht in die GefaRwand



1.1.3.2. Polyurethan (PUR)
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Abbildung 3: Strukturformel von Polyurethan (PUR)

Polyurethane entstehen durch Polymerisation von Urethanmolekdlen, die in groRer Vielfalt
existieren. Daher konnen Polyurethane sowohl als harte als auch als weichelastische
Produkte gefertigt werden.

Je nach Geféal3prothese wurden unterschiedliche Polyurethanverbindungen verwendet, zum
Beispiel Polycarbonat-Urethan, Polyether-Polyurethan oder Polyester-Polyurethan.
Nachweislich  haben diese unterschiedlichen Verbindungen auch abweichende
Eigenschaften. Polyester-Polyurethanprothesen der ersten Generation wurden nach
Implantation teilweise abgebaut, von einigen Polyurethanen weil man, dass sich ihr
Abbauprodukt Toluylendiamin als karzinogen im Tierversuch erwies.

Neuere industrielle Entwicklungen im Bereich der Polyurethane, vor allem durch die
Carbonatverbindungen, produzierten GefaRersatzmaterialien mit deutlich verbesserter
Haltbarkeit nach Implantation. Durch ihre guten hamodynamischen Eigenschaften erhofft
man sich eine Verbesserung der Offenheitsraten von synthetischen Bypéssen im
niedrigkalibrigen Bereich. Daher ist ihr Einsatzgebiet vor allem in der peripheren Bypass-
und der Dialyseshunt-Chirurgie lokalisiert [50, 62, 120, 122].

Abbildung 4: Dialyseshunt aus Polyurethan (PUR): vornliegend longitudinal eréffnet zur Innenansicht



1.1.3.3. Polytetrafluorethylen (PTFE)
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Abbildung 5: Strukturformel von Polytetrafluorethylen (PTFE)

Dieser polymere Kunststoff ist am gelaufigsten unter den Handelsnamen Teflon® oder
Gore-Tex®. PTFE wird heute zumeist als gereckte Form, dem sogenannten expanded-
PTFE (ePTFE) verwendet. Das Grundgerust der ePTFE-Prothesen besteht aus langlichen
Knétchen, die miteinander durch zahlreiche Mikrofibrillen verbunden sind.

Die Prothesenwande weisen durch die beschriebene Struktur zwar Lucken auf, dennoch
sind sie primér blutdicht. Die Liicken ftllen sich sukzessiv mit Blut, welches dann gerinnt
und die Spalten abdichtet, ohne dass es zu einem Blutaustritt in die Umgebung kommt.
Weiterhin dient dieser mikropordse Aufbau der besseren Integration der Prothese in das
GefaBbett durch das Einwachsen von Korperzellen.

PTFE ist chemisch sehr reaktionstrage und hat eine stark wasserabweisende Wirkung
durch seine elektronegative Innenoberflache. Daher eignet es sich auch speziell fir
Implantationen im arteriellen Bereich mit geringeren Durchmessern, z.B. als femoro-
poplitealer Bypass [27, 45, 52, 56, 62, 78, 105, 137].

Abbildung 6: GefaRprothese aus gerecktem Polytetrafluorethylen (ePTFE): Einsatz im femoro-
politealen GeféRersatz (Durchmesser 6 mm)

1.1.4. Wahl des GefalRersatzmaterials

Die Entscheidung, welches GeféRersatzmaterial eingesetzt werden sollte, ist nach der
heutigen Studienlage noch immer relativ leicht zu treffen. Vor allem im Bereich der
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peripheren Bypass-Chirurgie unterliegen die Offenheitsraten der synthetischen Bypésse
uber langere Zeitrdume deutlich denen von biologischem Ersatz.

In einer Studie von Tilanus und Mitarbeitern im Jahr 1985 zeigte sich die 54-Monats-
Offenheitsrate des verwendeten PTFE-Bypasses fur femoro-popliteale Implantation mit 37
% im Vergleich zur autologen V. saphena magna mit 70 % hochsignifikant unterlegen
[118]. Klinkert und Mitarbeiter verdffentlichten 2003 eine vergleichbare Studie und
gelangten zu einem &hnlichen Ergebnis. Nach 5 Jahren waren hier noch 51,9 % der PTFE-
Bypasse offen, wohingegen die Venenbypasse mit 75,6 % signifikant Gbertrafen [67]. Es
zeigte sich also trotz des groRRen Zeitabstands zwischen den Verdffentlichungen, dass die
Ergebnisse fur den GefaRersatz im Bereich der femoro-poplitealen Bypésse insgesamt
zwar besser waren, die signifikanten Unterschiede zwischen PTFE und Vene aber nach wie
vor bestanden. Klinkert et al. fiihrten daraufhin eine systematische Literaturrecherche
durch und zeigten, dass der PTFE-Bypass dem autologen Ersatz nach 5 Jahren mit 39 % zu
74 % unterlag [66].

Vergleicht man PET und PTFE fir den femoro-poplitealen Bypass, so sind die Ergebnisse
je nach verwendetem Prothesenfabrikat und Beobachtungszeitraum unterschiedlich. Die
Studienlage zusammenfassend lasst sich sagen, dass PET bei langeren Zeitrdumen
entweder gleiche oder schlechtere Ergebnisse erzielt als PTFE [28, 77, 93, 96].
Polyurethane sind vor allem im Bereich der Hamodialyseshunts in Klinischen Tests
untersucht worden. Hier haben sie den groRen Vorteil, dass sie nach Herstellerangaben
sofort punktiert werden kdnnen im Gegensatz zu den meisten PTFE-Shunts und nicht-
synthetischen arteriovendsen Fisteln (Cimino-Fisteln). Die Offenheitsraten unterscheiden
sich aber auch hier nicht signifikant von denen der PTFE-Shunts [41, 65, 73, 90].
Vergleicht man die PTFE-Offenheitsraten bei Dialyseshunts mit denen von autologen
GefaRen, so zeigt sich vergleichbar zu den Ergebnissen bei femoro-politealen Bypéssen
eine schlechtere Langzeitfunktion. In einer Metaanalyse von 2003, die 34 Studien
einschloss, wurde die primare Offenheit nach 18 Monaten von PTFE-Shunts und autologen
AV-Fisteln mit 33 % zu 51 % angegeben [58].

Es ist laut Literatur richtig zu sagen, dass der autologe Ersatz in Hinblick auf die
Offenheitsraten zu bevorzugen ist. In fast allen Féllen dient hier die V. saphena magna als
Ersatzgefal3. Sie ist allerdings nicht in allen Fallen einsetzbar, sei es, weil die Qualitat der
Vene z.B. aufgrund von Varikosis zu schlecht ist oder weil der GefaBdurchmesser der

Vene flr den Ersatz nicht ausreicht. Dieses Problem liegt vor allem im aortalen Bereich



vor. Oft erscheint es auch sinnvoll, die Venen fiir einen Sekundareingriff oder die koronare
Bypasschirurgie zu schonen [33, 79].

Alternative biologische Materialien (Nabelschnurvene, Leichen- oder TiergefaRe) sind
aufgrund geringerer Verfligbarkeit, mdglicher immunologischer Reaktionen und
potentieller Aneurysmabildung mittlerweile auf spezielle Indikationen beschrankt [10, 25,
56].

Daher bleibt es trotz der schlechteren Prognose auch heute in vielen Féallen unumganglich,
ein natives Gefal} durch synthetische Materialien zu ersetzen. Hieraus erklart sich das
grofRe Interesse an den Griinden fir die schlechteren Eigenschaften der Kunststoffe sowie

an ihrer Verbesserung und der Entwicklung neuen Gefal3ersatzes.

1.2. Anatomie der Arterie

Wie in Abbildung 7 zu sehen ist, baut sich eine Arterie aus drei Schichten auf: Tunica
intima, Tunica media und Tunica externa oder Adventitia. Im allgemeinen Sprachgebrauch
und somit auch in dieser Arbeit wird von Intima, Media und Adventitia gesprochen.

Diese Schichten bestehen aus unterschiedlichen Zellen bzw. Bestandteilen und dienen
unterschiedlicher Funktionen, auch kénnen sie noch genauer unterteilt werden.

Die innerste Schicht der Arterie ist die Intima. Sie besteht aus dem einzelligen Endothel,

welches die Begrenzung der GefaRwand zum Lumen darstelit.

Membrana
elastica interna

Endothel

Adventitia

Abbildung 7: schematische Darstellung einer muskuldaren Arterie (aus Junqueira LC, Carneiro J:
Histologie. 4. Aufl., Springer-Verlag, Berlin, 1996)




Die Endothelzellen sind flach und liegen auf einer dinnen Basalmembran. Darunter
schlieBt sich das Stratum subendotheliale an, welches aus lockerem Bindegewebe und
gelegentlichen glatten Muskelzellen besteht und durch die Membrana elastica interna von
der Media getrennt wird.

Die Endothelzellen und eine unversehrte Endothelschicht sind funktionell sehr bedeutsam.
Bei Defekten kommt es zur Auslésung der Blutgerinnung, auBerdem kontrolliert die Intima
den Né&hrstoff- und Gasaustausch. Durch die Produktion von humoralen Faktoren und
Signalmolekiilen (z.B. Stickstoffmonoxid) nehmen die Endothelzellen auch an der
Regulation des Gefallwiderstands teil.

Die Media besteht aus glatten Muskelzellen, die in zwei Subtypen vorkommen, dem
kontraktilen und dem metabolisch aktiven oder synthetisierenden Typ [88, 94]. Abhdngig
von der Beanspruchung des GefaRes liegen hier unterschiedliche Mengen an Elastin,
Kollagen und Proteoglykanen. Die Media reguliert die GeféaBweite und stabilisiert die
Wand gegen den Blutdruck.

In groReren Gefdllen trennt eine diinne Membrana elastica externa die Media von der
Adventitia. In dieser dufReren Schicht, die die Arterie mit dem umliegenden Gewebe
verbindet, befinden sich vor allem kollagenes Bindegewebe und Fibroblasten. Hier
verlaufen vegetative, gefalregulatorische Nerven und Vasa vasorum, die die &ullere Media
miterndhren. Die inneren Schichten der Arterie werden per diffusionem von luminal
ernahrt [7, 61, 97, 104].

1.3. Einheilung der Prothesen

Implantiert man eine synthetische Gefalprothese, so reagiert der Korper auf das Implantat,
indem er versucht, die natlrliche Gefalwand, wie sie unter 1.2. beschrieben ist,
nachzuahmen. Die Ergebnisse des alloplastischen Ersatzes sind aber bis heute schlechter
als bei autologem Material (siehe 1.1.4.), was zum groBten Teil auf eine unzureichende

Einheilung zuriickzufuhren ist.

1.3.1. Verlauf der Inkorporation

Bereits in den 1970er Jahren fand man heraus, dass sich im Lumen einer alloplastischen
GefaBprothese eine Zellschicht bildet, wenn man sie implantiert, die der eines genuinen
GefaBes ahnelt [103, 112]. Schnell zeigte sich, dass eine gut besiedelte Oberflache, die
Neo- oder Pseudointima genannt wird, in Gefal3prothesen antithrombogen wirkt und die

WiederverschluRraten senkt. Diese Erkenntnisse fihrten unmittelbar dazu, dass man auf



der einen Seite versuchte, Prothesen mit Endothelzellen zu besiedeln [51, 89], auf der
anderen Seite aber auch die Einheilung der Prothesen, die zur Besiedlung zu fiihren schien,
untersuchte [21, 22, 51, 78].

Der Ursprung der Zellen, die die Neointima bilden, konnte noch nicht abschlieBend geklart
werden. Ursprunglich ging man davon aus, dass sich das neue Endothel von den
Anastomosen her ausbildet und aullerdem Zellen durch die porésen Prothesen einwachsen,
die das Einheilen und die Neointimaformation unterstitzen [18, 21, 22, 64, 100, 108].
Durch die Entdeckung der Endothelvorléuferzellen aus dem Knochenmark, die im Blut
zirkulieren, gilt es als gesichert, dass sie auch einen Anteil an der Bildung der Neointima
durch Absiedlung an der luminalen Seite der Prothesen haben [13, 57, 95, 107].
Unabhéngig vom Ursprung der Zellen der Neointima teilt sich die Einheilung der
Prothesen morphologisch in drei Stadien ein: Friihstadium, Stadium der Organisation und
Narbenstadium [22, 78, 112].

Das Fruhstadium beginnt zum Zeitpunkt der Implantation und dauert etwa zwei Wochen.
Dominiert wird das Geschehen von einem der Wundheilung &hnlichen Bild. Es kommt zu
einer milden immunologischen Fremdkdrperreaktion mit typischen Zellen der Entziindung
(Granulozyten, Lymphozyten und Plasmazellen) und zu einem periprothetischen
Héamatom, welches tber mehrere Tage resorbiert und von Granulationsgewebe organisiert
wird. Dadurch kommt es zur ersten Anhaftung der Prothesenwand am umgebenden
Gewebe.

Die néchste Phase, die bis zu sechs Monaten dauert, wird dominiert von bindegewebiger
Proliferation, die sehr faserreich ist und die Prothesenwand penetriert. An der luminalen
Oberflache zeigen sich inselformige Ablagerungen von Zellen. Zusatzlich waéchst das
Endothel von den Anastomosen her ein. Die Prothese ist fest verankert, man kann
allerdings ihre Struktur noch genau erkennen.

Im Narbenstadium, welches nach etwa sechs Monaten einsetzt, nimmt die mesenchymale
Aktivitat deutlich ab. Es bleibt allerdings in vielen Fallen eine latente, chronische

Fremdkorperreaktion und eine Lockerung der Prothese kann stattfinden.

1.3.2. Spezifische Probleme der alloplastischen Prothesen

Wie bereits ausfihrlich dargelegt, unterliegen die Langzeitoffenheitsraten der
synthetischen Gefalersatzmaterialien denen des biologischen Gefél3ersatzes in den meisten
Studien signifikant. Dies liegt vor allem daran, dass die Anspriche an das

Geféallersatzmaterial sehr hoch sind. Es muss in seinen physikalischen Eigenschaften
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(Stabilitat, Elastizitst und luminaler FluRwiderstand), seiner Biokompatibilitat
(immunologische Toleranz und Thrombogenitat) und seiner Haltbarkeit dem ersetzten
Gefall moglichst gleichen [44].

Trotz der Verbesserung der Biomaterialien in den vergangenen 40 Jahren kommt es immer
noch zu Komplikationen. Die meisten von ihnen kdnnen auch in biologischen Gefalien
auftreten, dennoch ist ihr Vorkommen bei synthetischen Materialien héher.

Die speziellen Komplikationen der alloplastischen Prothesen in der GeféaRchirurgie sind
Fremdkorperreaktion und Serombildung [14, 15, 34, 86, 127], Infektionen und, bei weitem
am wichtigsten, Wiederverschlu durch Thrombosierung oder Re-Stenosen.

Die Re-Stenosen in den Prothesen sind allerdings nicht Folge von Atherosklerose, sondern
von einer Aktivierung der glatten Muskelzellen. Diese proliferieren und bilden
Verdickungen der subendothelialen Schicht der Neointima. Dieses Phdnomen wird als
neointimale Hyperplasie bezeichnet. Der Pathomechanismus ist noch nicht abschlielend
geklart, es gilt aber als gesichert, dass die Wandstruktur eine entscheidende Rolle spielt.
Verletzungen oder unphysiologische Belastung der Zellen wie z.B. Dehnung der
Prothesen- oder Gefallwand kénnen Ursachen sein [21, 24, 44, 55, 80, 81, 94, 98, 99, 139].
Das Verstandnis fir die Pathomechanismen der Komplikationen und das konsekutive
Ausschalten ihrer auslésenden Faktoren bilden den Schlissel zur Verbesserung der
synthetischen Prothesen und damit letztendlich der besseren Therapie der

GefaBerkrankungen.
1.4. In-vitro Modell zur Material-Zell-Interaktion

1.4.1. Vorarbeiten mit Herniennetzen

Viele Arbeitsgruppen beschéftigen sich weltweit mit der Erarbeitung von In-vitro-
Modellen zum Einfluss von Biomaterialien auf humane Zellen. Die Arbeitsgruppe um
Broll und Duchrow in Libeck untersuchte verschiedene Netzmaterialien, die zum
Verschluss von Bauchwandhernien benutzt werden. Sie untersuchten mit
molekularbiologischen Markern den Einflul der Netze auf Proliferation und Apoptose von
HeLa-Zellen (einer Zervixkarzinomzelle) und Fibroblasten [17, 30].

Es konnte gezeigt werden, dass die Apoptoserate dieser Zellen bei gemeinsamer
Inkubation mit einem Polypropylennetz im Vergleich zu Kontrollen signifikant anstieg

[30]. Der Proliferationsindex fiel erst nach Resterilisation der Netze signifikant ab [17].
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Rasterelektronische Untersuchungen von Polypropylennetzen nach Inkubation mit Fibro-
blasten ergénzten die In-vitro-Tests zur Material-Zell-Interaktion [12, 68].

Diese Methoden werden durch eine Zellzahlbestimmung und Tests zur Material-
degradation gut erganzt und ergeben dann das in dieser Arbeit verwendete In-Vitro-
Modell.

1.4.2. Zellzahlbestimmung mit dem AlamarBlue Assay

Der AlamarBlue Assay wurde entwickelt, um die Proliferation einer Zellmenge zu
bestimmen. Das Prinzip beruht auf einem Indikator, der zu einem geeigneten
Wachstumsmedium hinzu gegeben wird. Dieser Indikator 16st sich im Zellmedium und
bestimmt dessen Farbe. Je mehr Medium von den Zellen verbraucht wird, desto grofer ist
der Farbumschlag des Mediums. Der Indikator verfarbt sich von dunkelblau nach rot in
Abhangigkeit der chemischen Reduktion des Mediums (Reduktions-/Oxidationssystem).

Der Farbumschlag wird am Photometer anhand der Extinktionen bei 570 nm und 600 nm
Wellenlange bestimmt (siehe Abb. 8). Diese Extinktionen werden lber die Versuchstage in
festen Intervallen gemessen. Die gemessenen Extinktionen werden nach Herstellerangaben
in Prozent Reduktion umgerechnet und gegen die Zeit aufgetragen. Die Steigungen dieser
Kurven ergeben die prozentuale Reduktion pro Stunde, welche direkt mit der Zellzahl
korreliert. Die Anderung der Zellzahlen Gber einen Untersuchungszeitraum entspricht dem

positiven oder negativen Zellwachstum. [1].

04 + J Oxidized (600nm)

0.3 1 === == Reduced (570nm)

0.2 4

ABSORBANCE

0.1 4

0 i i I I
400 450 500 550 600 650 700

WAVELENGTH (nm)

Abbildung 8: Darstellung der Funktionsweise des AlamarBlue Assays (aus der Produktbeschreibung der
Firma Biosource, Solingen, Deutschland)
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1.4.3. Proliferationsindexbestimmung mit dem Ki-67-Antikorper

Kontinuierlich proliferierende Zellen durchlaufen permanent einen festgelegten Zellzyklus.
In diesem kommt es in definierten Phasen zur Verdopplung der DNA (Synthese-Phase - S)
und zur Zellteilung (Mitose-Phase - M). Diese Phasen sind getrennt von einer G;- und
einer G,-Phase (Gap). Befinden sich die Zellen in einem Ruhezustand, in dem keine
Proliferation stattfindet, so bezeichnet man dies als Go-Phase. Der Ablauf ist in Abb. 9
dargestellt [121].

Abbildung 9: Darstellung des Zellzyklus: M — Mitosephase, Go, G; und G, — Gap-Phasen, S — Synthese-
phase

Das Ki-67-Protein kommt in allen proliferierenden humanen Zellen vor, dass heif3t in jeder
Zelle, die sich nicht in der Go-Phase befindet. Etabliert ist der monoklonale Antikorper Ki-
67 sowohl fur die durchflusszytometrische als auch die immunhistologische Darstellung
des Proteins. In dieser Arbeit wurde per Durchflusszytometrie der Proliferationsindex, d.h.
der prozentuale Anteil der Zellen, die sich in Proliferation befinden, gemessen. Hierzu
wurde das unter 2.3.3. beschriebene Verfahren angewendet, welches sich in der Literatur
als eines der Standardverfahren bewahrt hat [29, 31, 40, 106].

1.4.4. Apoptoseratebestimmung mit dem Annexin V Assay

Die Apoptose (programmierter Zelltod) einer Zelle lauft in Form eines genetisch
festgelegten Procedere ab. Nach Verlust der Zellbindung und Herauslésen der Zelle aus
dem Zellverband kommt es zur Zellschrumpfung und Veranderung der Zellmembran.
Phosphatidylserin, ein Membranphospholipid, wird wahrend der friihen Apoptose an der
Aussenseite der Zellmembran exponiert [26] (siehe Abb. 10).

Annexin V ist ein calciumabhangiges phospholipidbindendes Protein mit einer hohen
Affinitdt zu Phosphatidylserin. Dieses bindet durch die unter 2.3.4. beschriebene

Versuchsdurchfihrung an das Phosphatidylserin der untersuchten Zellen. Durch die
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Kopplung an Fluoresceinisothiocyanat (FITC) konnen diese Zellen in der
Durchflusszytometrie sichtbar gemacht werden.

Da aber auch bei nekrotischen Zellen die Zellmembran untergeht und Defekte entstehen,
durch diese das Annexin V in die Zelle gelangt und bindet, gilt es, diese Zellen
auszuschliessen. Dies gelingt durch eine parallele Farbung mit Propidiumjodid, welches
DNA farbt. Dies kann nur bei abgestorbenen Zellen angeféarbt werden, da die Zellmembran
die DNA schutzt. Annexin V ist somit ein Marker der friihen Apoptose.

In der Durchflusszytometrie werden also die Annexin V positiven und Propidiumjodid
negativen Zellen gezahlt. Der prozentuale Anteil dieser Zellen zur Gesamtheit entspricht
der Apoptoserate [124].
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Abbildung 10: Prinzip der Farbung mit Annexin V und Propidiumjodid (aus der Produktbeschreibung
der Firma Imgenex, San Diego, USA)

1.5. Aufgabenstellung

In der heutigen Zeit sind alloplastische Gefaliprothesen nicht mehr aus der modernen
Chirurgie wegzudenken. Wie aber bereits unter 1.1.4. und 1.3.2. beschrieben, existiert auch
heute noch kein optimales Material, welches dem autologen Ersatz eines arteriellen
GefaBes in Hinblick auf die Offenheitsrate und geringerem Mall an Komplikationen
gleichkommt.

Obwohl es unzéhlige tierexperimentelle und klinische Studien zu den Prothesenmaterialien
gibt, sind die Ursachen und auslosenden Mechanismen, die zu den schlechteren
Langzeitergebnissen mit alloplastischen GefaRersatzmaterialien fiihren, nicht suffizient
erklart. Vor allem die molekularbiologischen Interaktionen zwischen Material und
Organismus sind bis heute nicht ausreichend verstanden. Die Notwendigkeit von weiteren
In-vitro-Untersuchungen zur Darstellung dieser Zusammenhange ist unbestritten.

Der Nachteil an laborexperimenteller Materialforschung liegt in dem nur unzureichend

modellhaft darstellbaren, komplexen System des tierischen oder menschlichen
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Organismus. Die Vielzahl an zellularen und humoralen Interaktionen lassen sich nur sehr
bedingt nachahmen.

Ein Vorteil, der sich direkt aus diesem Problem ergibt, ist, dass der Untersucher sich auf
ganz spezifische Aspekte der Interaktion zwischen Zelle und Material konzentrieren kann,
ohne dass er interferierende Faktoren mit einbeziehen muss.

Inspiriert von den unter 1.4.1. beschriebenen Untersuchungen wurde das In-vitro-Modell,
welches zur Bestimmung der Apoptoserate und des Proliferationsindex nach Inkubation
von HelLa-Zellen und Fibroblasten mit Herniennetzmaterialien genutzt wurde, erweitert.
Mit Hilfe der Zellzahlbestimmung lassen sich indirekt die Mengen der Zellen in den
Materialgruppen mit einer Kontrollgruppe zu den einzelnen Untersuchungszeitpunkten
darstellen und vergleichen. Dies ergibt somit direkt eine Aussage zum Einfluss des
Materials auf die Zellen der Kulturen. Apoptoserate und Proliferationsindex sind einzelne
Aspekte, die eine niedrigere oder hohere Zellzahl im Vergleich zu den Kontrollen dann
unter Umstanden erkldren konnen. Insofern stellt sich die Untersuchung mittels
AlamarBlue Assay konzeptionell vor die Durchflusszytometrie mit Annexin V und Ki-67.
Die Hypothesen waren fur diese Arbeit wie folgt zu stellen: Die Zellzahl der ausgesuchten
humanen Gefalizelllinien ist zu den untersuchten Zeitpunkten in den Proben mit
alloplastischen ~ GefaBprothesenmaterialien im  Vergleich zu den jeweiligen
Kontrollgruppen ohne Prothesenkontakt reduziert. Urséchlich fur diesen Effekt wurden
eine erhéhte Apoptoserate und ein verminderter Proliferationsindex angenommen.

Des Weiteren wurde untersucht, ob Materialdegradationen stattfinden, wenn man die
Polymere mit Flussigkeit oder mit Zellen zusammenbringt. Hierzu wurden zwei
Untersuchungen durchgefiihrt. Die Rasterelektronenmikroskopie sollte zeigen, ob
Endothelzellen strukturelle Defekte an dem Material erzeugen, mit dem sie inkubiert
werden. Auch konnten die Materialien in Hinblick auf unterschiedliche
Endothelzellhaftung untersucht werden. Die Massenspektrometrie diente dem Nachweis
von mdglichen chemischen Bestandteilen, die sich nach Inkubation des Materials in

Wasser aus dem Kunststoff herauslésen oder abspalten.
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2. Material und Methoden

2.1. Zellen

In den nachfolgend beschriebenen Untersuchungen wurden drei verschiedene humane
Zellreihen verwendet. Wie unter 1.2. dargestellt, besteht ein Gefal} aus drei Schichten:
Intima, Media und Adventitia. Aus jeder dieser Schichten wurde der vorherrschende
Zelltyp zu den Versuchen herangezogen.

2.1.1. Endothelzellen

Die in der Intima vorherrschende Zelle ist die Endothelzelle. Als Zellreihe wurde hier
HIAE-55 (Produktnummer CRL-2608 — Wistar Special Collection, ATCC, Manassas, VA,
USA) verwendet. Diese Zelllinie entstammt der gesunden Arteria iliaca communis einer 49

Jahre alten Frau.

2.1.2. Muskelzellen

In der Gefalmedia findet man vor allem glatte GefaBmuskelzellen. Die verwendete
Zellreihe ist T/G HA-VSMC (Produktnummer CRL-1999, ATCC, Manassas, VA, USA).
Diese gesunden glatten Muskelzellen haben ihren Ursprung in der Aorta eines elf Monate

alten Méadchens.

2.1.3. Fibroblasten

Die Adventitia besteht in der Hauptsache aus Bindegewebe, daher ist der vorherrschende
Zelltyp der Fibroblast. In diesen Untersuchungen wurde die Zelllinie MRC-5
(Produktnummer CCL-171, ATCC, Manassas, VA, USA) verwendet. Diese Zellreihe

wurde aus der Lunge eines gesunden 14 Wochen alten mannlichen Sauglings gewonnen.

2.1.4. Kultivierung der Zellen

Die Zellen wurden grundséatzlich nach den in [36] beschriebenen Techniken gehandhabt.
Etwaige Abweichungen entstanden nur durch Angaben des Zelllieferanten oder durch
laborinterne Arbeitsmethoden und sind gegebenenfalls angegeben.

Alle Zelllinien wurden in mit einprozentiger Schweinegelatinelosung (Sigma, Rédermark,
Deutschland) beschichteten Gewebekulturflaschen (Nunc, Wiesbaden, Deutschland) bei 37
°C und 5 % CO, in einem Feuchtbrutschrank (Heraeus, Hanau, Deutschland) in

zellspezifischen Nahrmedien (siehe Anhang) kultiviert.
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Bei Erreichen einer konfluenten Zellschicht wurde die Kultur passagiert. Hierflr wurde
das Kulturmedium abgesaugt, die Zellen mit PBS (PAA, Pasching, Deutschland)
gewaschen und anschlielend mit Trypsin/EDTA (PAA, Pasching, Deutschland) fir etwa
sieben Minuten inkubiert. Durch die enzymatische Ablosung der Zellen vom Boden der
Kulturflasche entstand eine Zellsuspension, die dann gleichmaRig auf zwei gleich grolie
Kulturflaschen aufgeteilt und mit Kulturmedium beschickt wurde.

Dies geschah bei den Endothelzellen etwa einmal pro Woche, bei den glatten Muskelzellen
und den Fibroblasten circa alle drei Tage.

Da die Endothelzellen nur einmal in der Woche subkultiviert wurden, musste zur
Vitalitatserhaltung alle zwei bis drei Tage ein Mediumwechsel stattfinden. Die anderen
Zellreihen erhielten jeweils bei der Passagierung frisches Kulturmedium.

2.2. Prothesenmaterialien

Allgemeine Beschreibungen der alloplastischen GefaBprothesenmaterialien wurden in
1.1.3. ausfuhrlich dargelegt. Die in dieser Arbeit untersuchten Materialien sind:
e Gestricktes Polyethylenterephthalat (Bard Sauvage Filamentous Fabric, Bard
Peripheral Vascular, Tempe, AZ, USA)
e Polyurethan (Expedial Vascular Heparinised Access Graft, LeMaitre Vascular,
Wrexham, United Kingdom)
o verstrecktes Polytetrafluorethylen (Lifespan Reinforced Expanded PTFE Vascular
Graft, Edwards Lifesciences, Irvin, CA, USA)
Alle Materialien wurden in den nachfolgend beschriebenen Versuchen der
Originalverpackung entnommen und unter sterilen Bedingungen in unten beschriebene
Stiicke zerschnitten. Dementsprechend ist ihr Zustand vergleichbar zu dem einer

Implantation in den Menschen.

2.3. Versuchsanordnungen

In dieser Arbeit wurden funf Parameter der Zell-Material-Interaktion untersucht.
Laborchemisch waren die relative Zellzahl, die Apoptoserate und der Proliferationsindex
von Interesse. Es folgten rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen hinsichtlich
mdglicher Materialveranderungen als Zeichen einer Degradierung der Prothesen durch
Zellen, aulRerdem wurde hier das Anwachsen der Endothelzellen begutachtet.
Schlussendlich  folgte eine massenspektrometrische Analyse von angefertigten

Lyophilisaten unter der Fragestellung, ob moglicherweise Abbauprodukte der
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synthetischen Materialien in die Umgebung abgegeben werden. Wenn im Weiteren nicht
ausdrucklich erwahnt wird, welcher Zelltyp oder welches Prothesenmaterial gemeint ist, ist
davon auszugehen, dass die Beschreibungen fiir alle obigen Zelltypen und Materialien
gelten und die Versuche auch mit diesen durchgefihrt wurden.

2.3.1. Vorbereitung der Materialien

Jeder der unten aufgefiihrten Versuche wurde prinzipiell in gleicher Weise vorbereitet
(Abweichungen sind im Detail bei den jeweiligen Arbeitsschritten aufgefiihrt.) und fand
unter sterilen Bedingungen statt.

Die Prothesenmaterialien wurden den Verpackungen entnommen und in 1 cm? groRe
Stlicke zerschnitten. Diese wurden dann in mit 1% Gelatinelésung beschichtete 12-Loch
Platten (Nunc, Wiesbaden, Deutschland) gegeben.

Bei Versuchsvorbereitung wurden nur Zellen verwendet, die in den Gewebekulturflaschen
eine konfluente Schicht erreicht hatten. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und
anschlieBend mit Trypsin/EDTA geldst. Nach Zugabe von Kulturmedium wurde die
Suspension in ein 50 ml Réhrchen uberfiihrt und fir drei Minuten mit 213 g (1000 U/min)
zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes und Resuspension des Zellpellets in 5 ml
Kulturmedium wurde eine 10 pl groRBe Probe mit 90 ul Trypanblaulésung (Sigma,
Rédermark, Deutschland) gefarbt und die Zellzahl in einer Neubauer-Zahlkammer
bestimmt.

Die Zellsuspension wurde abschlieBend auf eine Konzentration von 0,5 * 10° Zellen pro ml
verdunnt. In jedes Loch der 12-Loch Platten wurde 1 ml der Zellsuspension pipettiert, so
dass die Kunststoffprothesenstiicke in Medium versenkt waren. Als Kontrollgruppe wurde
jeweils 1 ml Zelllésung in ein Loch ohne Prothesenmaterial gegeben (siehe Abb. 11).

Die Ansatze wurden abgedeckt und in den Brutschrank gestellt, wo sie flr 24, 48 oder 72

Stunden inkubiert wurden.
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P g \ L
Abbildung 11: Beispiel eines Versuchsansatzes — Material und Kontrollen in einer 12-Lochplatte mit
0,5*10° Zellen/Loch in Suspension mit Kulturmedium (von oben nach unten: PET, PUR, ePTFE, Kontrollen)

2.3.2. Zellzahlbestimmung

Die Zellzahlbestimmung wurde mit dem AlamarBlue Assay (Biosource, Solingen,
Deutschland) durchgefiihrt, der unter 1.4.2 erklart wurde. Hierfir wurden die Ansatze wie
unter 2.3.1 beschrieben hergestellt und inkubiert. Nach dem ersten Inkubationszeitraum
(24 h) wurde im Phasenkontrastmikroskop (Zeiss Axioplan, Oberkochen, Deutschland)
kontrolliert, ob sich die Zellen am Boden der Platte abgesetzt hatten und adhdrent
wuchsen, denn nur so war eine Messung technisch méglich.

Nun wurde das Kulturmedium abgesaugt und durch 2 ml eines phenolrotfreien Mediums
(siehe Anhang) ersetzt. Die Ansédtze wurden in den Brutschrank zurlickgestellt, um das
gewechselte Medium auf 37 °C zu erwarmen. Aullerdem wurden jeweils 2 ml dieses
Mediums in zwei Gewebekulturschalen (Nunc, Wiesbaden, Deutschland) gegeben, welche
der Kontrollmessung dienten. Nach einer Stunde wurden jeweils 200 pl AlamarBlue zu
den Ansatzen und einer der Kontrollen (Leerprobe) pipettiert und diese vorsichtig
geschwenkt, um eine gleichmaRige Verteilung zu gewdhrleisten. Die andere Kontrolle
ohne AlamarBlue diente der Geréteeichung.

Aus jeder Probe wurden 100 pl entnommen und die Extinktionen am Photometer bei 570
und 600 nm gegen die Leerprobe gemessen. Dies wurde nach zwei, vier und sechs Stunden
wiederholt. Nach der letzten Messung wurde das phenolrotfreie Medium abgesaugt und
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durch zellspezifisches Kulturmedium ersetzt, die Ansatze wurden wieder in den
Brutschrank gestellt.

Das gleiche Procedere wurde mit den Ansétzen an den beiden Folgetagen wiederholt, um
eine Aussage Uber die Zellzahl nach 48 und 72 Stunden Inkubation zu ermdglichen.

Da die Methode technisch nur funktioniert, wenn die zu untersuchenden Zellen am
Untergrund adhérent sind, wird der Basiswert (bei Proliferationsindex und Apoptoserate
Nullpunktbestimmung) bei 24 Stunden definiert, da sich die Zellen hier am Untergrund
festgesetzt haben, was im Phasenkontrastmikroskop Gberprift wurde. Die 24-Stunden-
Werte weichen in den einzelnen Gruppen jedoch bereits voneinander ab. Um eine
Vergleichbarkeit der einzelnen Gruppen zu gewéhrleisten, werden die Messwerte der
Zellzahlen relativiert, indem sie durch den jeweiligen Basiswert der Gruppe geteilt werden.
So ist der relative 24-Stunden-Basiswert in jeder Gruppe 1 (was 100 % entspricht). Die
folgenden relativen Zellzahlen sind auf den definierten Basiswert bezogen. Im Ergebnisteil
werden daher die relativen Zellzahlen der Materialgruppen mit den Kontrollen zu einem
definierten Zeitpunkt verglichen.

2.3.3. Proliferationsindex

Der Proliferationsindex ist in seinen Grundlagen unter 1.4.3. beschrieben und wurde nach
0, 24, 48 und 72 Stunden bestimmt.

Zur Nullpunktbestimmung wurde pro Probe 1 ml der Zellsuspension, wie sie unter 2.3.1.
zum Versuchsansatz verwendet wurde, in ein FACS-Ro6hrchen (Becton Dickinson,
Heidelberg, Deutschland) tberflhrt.

Fur die Messungen nach obigen Inkubationszeiten wurden die Ansatze dem Brutschrank
entnommen, die Proben mit PBS gespllt und anschlieBend trypsiniert. Nach dem Ldsen
der Zellen wurde das Trypsin durch Kulturmedium inaktiviert und die Zellsuspensionen in
FACS-Rd&hrchen Gberfuhrt.

Zur Féarbung gegen das Ki-67-Antigen wurden die Réhrchen im ersten Schritt mit 306 g
(1200 U/min) fir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und es folgte
ein Waschschritt mit einer 0,5 % Losung aus fotalem Kalberserum (FKS - Gibco BRL,
Berlin) in PBS (im Folgenden als FKS/PBS bezeichnet). Nun wurden die Zellen in 500 pl
FKS/PBS resuspendiert und 500 pl frisch angesetzte, eiskalte 4 % Paraformaldehydlésung
hinzu gegeben. Die Réhrchen wurden fiir 20 Minuten auf Eis gelagert, wodurch man eine

Fixierung der Zellen erreichte. Nach Zentrifugation (5 Minuten bei 306 g) und AbgielRen
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des Uberstandes wurden die Zellen mit 0,25% Triton-X-100 L6sung fiir 10 Minuten auf
Eis inkubiert, um eine Penetration der Zellen zu ermdglichen.

Nach einem Waschschritt erfolgte die Farbung der Zellen mit 100 pl 1% FITC-
konjugierter Ki-67 Antikorperlosung (DakoCytomation, Glostrup, Dédnemark) auf Eis fiir
45 Minuten. Nach zwei weiteren Wachschritten wurden die gefarbten Zellen in BD
FacsFlow-Ldsung (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) resuspendiert und am
Durchflusszytometer (FACScan, Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) gemessen.
Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm CellQuest Version 3.2 (Becton
Dickinson, Heidelberg, Deutschland).

2.3.4. Apoptoserate

Die Farbung der Zellen zur Bestimmung der Apoptoserate erfolgte mit dem Annexin V-
FITC Apoptosis Detection Kit I (BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland). Analog zu
den Beschreibungen in 2.3.3. wurden die Zellen zu den Zeitpunkten 0, 24, 48 und 72
Stunden geerntet und in FACS-Rdéhrchen tberfihrt.

Danach erfolgten ein Waschschritt mit FKS/PBS und anschlieRend die Resuspension in
100 pl Binding Puffer. Zur Farbung wurden jeweils 5 pl Annexin V-FITC und
Propidiumjodid hinzu gegeben. Nach 15mindtiger Inkubation im Dunkeln wurden weitere
400 pl Binding Puffer hinzugefigt und die Lésung am Durchflusszytometer mit dem

Programm CellQuest Version 3.2 gemessen und ausgewertet.
2.3.5. Rasterelektronenmikroskopie

2.3.5.1. Vorbereitung der Préaparate

Fur die rasterelektronenmikroskopische Untersuchung der Gefaliprothesenoberflachen
wurde die unter 2.3.1. beschriebene Vorbereitung der Versuche etwas abgewandelt, um
eine optimierte Anordnung zur Begutachtung von Materialverdnderungen zu erreichen.
Das Material wurde wie zuvor beschrieben geschnitten und in 12-Lochplatten gegeben.
Nun wurden sterilisierte, speziell angefertigte Glasringe, die im duf3eren Durchmesser den
Aussparungen der Lochplatten entsprachen, auf das Material gelegt, um ein seitliches
Ansiedeln der Zellen neben der Prothese, was unter den Anordnungen 2.3.2 — 2.3.4.
durchaus erwiinscht war, zu verhindern. Diese Glasringe wurden abschlieRend mit sterilen
Metallringen beschwert, um die Position der Prothesenstiicke am Boden der Platte zu

festigen.
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Auf den so vorbereiteten Platten wurden 2 * 10° Endothelzellen ausgesét und fiir sieben

Tage inkubiert. Alle zwei Tage erfolgte ein Kulturmediumwechsel zur Vitalitatserhaltung.

2.3.5.2. Aufarbeitung und Analyse der Praparate

Nach dem Inkubationszeitraum wurde das Medium vorsichtig abpipettiert. Pro zu
testendem Material wurden zwei Prdparate hergestellt. Eine Probe wurde griindlich mit
PBS gespult, wodurch eine zellfreie Oberfliche geschaffen wurde, die vollstandig auf
Materialverdnderungen gepriift werden konnte. Diese Proben wurden an der Luft
abgedeckt getrocknet. Die zweite Probe jedes Materials wurde unveréndert durch
UbergieBen mit Fixationsldsung nach ,,Monti-Grazia-Dei* (siehe Anhang 7.3.2)
konserviert. Hier konnte das Anwachsen der Endothelzellen auf den Prothesen beurteilt
werden. Als Kontrollen dienten jeweils die Materialien nach steriler Entnahme aus der
Packung ohne Veranderungen.

Zur Untersuchung wurden alle Proben getrocknet und mit Platin-Palladium (SCD 040,
Balzers AG, Balzers, Liechtenstein) bedampft. AnschlieRend erfolgte die Rasterung der
Préparate bei 10 bis 15 kV mittels Rasterelektronenmikroskop SEM505 (Philips/FEl,
Eindhoven, Niederlande). Die Ergebnisse wurden digital gespeichert.

Anfertigung der Praparate und Rasterelektronenmikroskopie erfolgten unter freundlicher
Anleitung und Zusammenarbeit mit Herrn Prof. Dr. med. Thilo Wedel (ehemals Institut fur

Anatomie, Universitat zu Libeck).
2.3.6. Massenspektrometrische Untersuchungen

2.3.6.1. Vorbereitung der Praparate

Die Probenvorbreitung variierte bei der Massenspektrometrie sehr im Vergleich zu den
vorherigen Versuchen. Ziel dieser Untersuchung war die Darstellung etwaiger
Abbauprodukte der Prothesen nach Inkubation fur drei Tage. Da die Inkubation mit Zellen
und deren Kulturmedien eine unergiebige Liste an Ausschlagen in der Spektrometrie
ergeben wirde, musste hier auf eine vereinfachte Form der Darstellung zurlickgegriffen
werden.

Die Materialien wurden zerschnitten, in glasernen Reagenzglasern platziert und mit
sterilem bidestillierten Wasser lbergossen. Bei diesem Versuch wurde bewusst jeder
Kontakt zu Kunststoffen vermieden, um eine mdgliche Verunreinigung der Proben
auszuschlieBen. Nach drei Tagen Inkubation im Brutschrank wurde 1 ml des Wassers jeder

Probe in ein Kkleineres Glasgefall (Praparateglédser 35 * 12 mm, Schitt Labortechnik
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GmbH, Gottingen, Deutschland) Gberfihrt, welches verschlossen werden konnte. Diese
Proben konnten anschliefend durch Lyophilisation (Christ L1/Alpha 1, Christ, Osterode,
Deutschland) Gber einen Zeitraum von 12 Stunden auf die geldsten Bestandteile reduziert
werden, da die lyophile Trocknung unter Vakuum das Wasser verdunsten lasst. Es bleibt
ein pulverformiger Rest in den Glaschen. Die Préparategléser wurden verschlossen und
gekuhlt in das Forschungszentrum Borstel zu Herrn PD Dr. rer. nat. Buko Lindner
(Abteilung fir Biophysik) verschickt, mit dessen freundlicher Unterstiitzung die
massenspektrometrische Analyse der Proben stattfand.

Als Vergleich dienten jeweils Kontrollen mit dem gleichen bidestilliertem Wasser, welches
fur die Proben mit den Materialien verwendet und ebenfalls fiir drei Tage inkubiert und
anschlieBend lyophilisiert wurde.

2.3.6.2. Aufarbeitung und Analyse der Praparate

Alle Lyophilisate wurden mit dem Fourier-transform ion cyclotron resonance
Massenspektrometer (FT-ICR MS, Apex Il, Bruker-Daltonic, Billerica, Massachusetts,
USA) analysiert. Hierzu wurden die lyophilisierten Proben wieder in Losung gebracht und
mit einer speziellen Elektrospraylosung verdiinnt. Uber eine Elektrospray-lonenquelle
wurde die Losung mit einer Rate von 2 ul pro Minute in das Massenspektrometer gespriiht.
Durch eine geratespezifische externe Eichung mit Peptiden bekannter Masse wurde
gewahrleistet, dass alle Proben unter gleichen experimentellen Bedingungen

massenspektrometrisch dargestellt und vergleichbar analysiert werden konnten.

2.4. Statistik

Zur Erhebung der deskriptiven und vergleichenden Statistik wurde das Programm SPSS
Version 13.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) verwendet. Zum Gruppenvergleich kam der
zweiseitige Mann-Whitney-U-Test fur unabhangige Stichproben zur Anwendung. Fir die
im Anhang unter 7.5. dargestellten Ergebnisse zum Vergleich der Werte einer Gruppe zu
verschiedenen Zeitpunkten wurde der Wilcoxon-Test fur Paardifferenzen angewendet. Ein
p-Wert < 0,05 galt als signifikant.

Eine Anpassung des Alpha-Fehlers an die durchgefiihrten Tests wurde nicht
vorgenommen. Deshalb verstehen sich alle inferenzstatistischen Tests letztlich nur

deskriptiv.
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3. Ergebnisse

3.1. Zellzahlbestimmung

Die Zellzahlbestimmung mittels AlamarBlue Assay gibt primar indirekt die Zellzahl der
lebenden Zellen wieder, da am Photometer mittels Absorptionsmessungen die Reduktion
von AlamarBlue gemessen werden kann. Die Methode wird daher als indirekt bezeichnet,
weil es ohne Eichung nicht mdglich ist, die numerische Zellzahl (z.B. 2000 Zellen) zu
bestimmen, und nur Uber die Absorptionen ein Vergleich angestellt werden kann. Daher
sind alle gemessenen Ergebnisse (Anhang 7.4.1. und 7.5.) in der Einheit Prozent Reduktion
pro Stunde angegeben, welche indirekt die Zellzahl widerspiegelt. Eine Eichung der
Methode konnte zu den Zwecken dieser Versuche nicht sinnvoll durchgefiihrt werden, da
davon auszugehen ist, dass die Reduktion von AlamarBlue und damit auch die
Absorptionszahlen sowohl von der Zellart als auch vor allem von der Zellpassage abhéngig
sind. Folglich hatte zu jeder Versuchsreihe eine umfangreiche Eichreihe mitlaufen mussen,
was wegen der dafur benétigten Zellmengen unméglich war.

Wie unter 2.3.2. beschrieben, wurden die Absorptionen nach Inkubation mit den
Prothesenmaterialien fur 24, 48 und 72 Stunden gemessen. Der 24-Stunden-Wert wird als
Basiswert definiert. Nach Bildung der relativen Zellzahlen (siehe 2.3.2.) lassen sich diese
gut untereinander vergleichen. Die relativen Zellzahlen sind einheitslos und beziehen sich
immer auf den 24-Stunden-Wert einer Gruppe. Ein Wert von 0,8 bedeutet daher, dass die
absolute Zellzahl dem Basiswert in absoluten Zahlen multipliziert mit dem Faktor 0,8
entspricht.

Die absoluten Mittelwerte der Zallzahlbestimmung werden im Anhang unter Punkt 7.5.
dargestellt. Desweiteren werden zur Darstellung der Ergebnisse deskriptive Aussagen
getroffen (z.B. ,.die Zellzahl stieg Uber die Zeit an*). Die Zellzahlveranderungen innerhalb
der einzelnen Gruppen wurden zu diesem Zweck ebenfalls statistisch untersucht. Da dies
aber nicht zur Klarung einer Hypothese sondern beschreibend und zur Interpretation der
Ergebnisse getan wurde, werden diese Daten daher tabellarisch im Anhang unter 7.5.
dargestellt.

3.1.1. Endothelzellen

Die relativen Zellzahlen der humanen Endothelzellen bei Inkubation mit den untersuchten
Materialien im Vergleich zu der Kontrollgruppe sind nachstehend in Abbildung 12 bzw.
Tabelle 1 dargestellt.
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In der Kontrollgruppe verénderte sich die Zellzahl tUber den Beobachtungszeitraum
(zwischen 72 und 24 Stunden) nicht signifikant. In den Materialgruppen sah man eine
deutliche Abnahme der Zellzahl Gber die untersuchte Zeit bei PUR und PET, das ePTFE
zeigte hier ebenso wie die Kontrollgruppe keinen relevanten Unterschied (siehe Anhang
7.5.1.).

Im Vergleich der relativen Zellzahlen unterschieden sich sowohl das PET als auch das
PUR nach 48 und 72 Stunden signifikant von der Kontrollgruppe. Ein Einfluss des ePTFE
auf die relative Zellzahl konnte nicht nachgewiesen werden. Im Vergleich zur
Kontrollgruppe zeigte sich hier kein signifikanter Unterschied (Tabelle 1).
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R ——ePTFE
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0.5 PUR
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relative Zellzahl

24 h 48 h 72 h
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Abbildung 12: relative Zellzahl EC in den Materialgruppen im Vergleich zur Kontrolle (Mittelwerte bei
n=9)

Kontrolle PET PUR ePTFE
Zeit rel. Zellzahl rel. Zellzahl rel. Zellzahl rel. Zellzahl
p-Wert p-Wert p-Wert
(= SD) (= SD) (x SD) (x SD)

48h | 1,083 (0,14) | 0,754 (0,37) 0,009 | 0,765(0,19) 0,004 | 0,934 (0,33) 0,102
720 | 1129(032) | 0380(0.21) <0001 | 0,621(025) 0002 | 0,881(0,30) 0,145

Tabelle 1: relative Zellzahl EC in den Materialgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe mit
Mittelwert (n = 9) und Standardabweichung (SD) und p-Wert der Signifikanzanalyse (Mann-Whitney-U-
Test)

3.1.2. Glatte Muskelzellen

Bei den Untersuchungen mit den glatten Muskelzellen zeigte sich sowohl fur PET als auch
PUR eine signifikant niedrigere relative Zellzahl verglichen mit der Kontrollgruppe nach

48 Stunden. Nach 72 Stunden war dieser Unterschied nicht mehr nachweisbar. Fir das
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ePTFE konnte erneut kein signifikanter Einfluss des Materials nachgewiesen werden
(Tabelle 2).

Um den signifikanten Einfluss von PET und PUR zu interpretieren (siehe 4.2.2.), lohnt der
Blick auf den Kurvenverlauf innerhalb der einzelnen Gruppen. Vergleicht man in allen vier
untersuchten Gruppen die absoluten Zellzahlen nach 72 Stunden mit denen nach 24
Stunden, so war nur bei PET die Zellzahl signifikant abgefallen. Im Zeitraum zwischen 24
und 48 Stunden fiel das PET ebenfalls ab. Das PUR zeigte auch in diesem Zeitraum keine
relevante Verdnderung, obwohl die relativen Zellzahlen von PUR und Kontrolle bei 48
Stunden signifikant differierten. In der Kontrollgruppe stieg jedoch die Zellzahl von 24 auf
48 Stunden signifikant an. Nach 72 Stunden war kein Wachstum mehr nachweisbar (siehe
Anhang 7.5.2).
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Abbildung 13: relative Zellzahl VSMC in den Materialgruppen im Vergleich zur Kontrolle
(Mittelwerte bei n = 9)

Kontrolle PET PUR ePTFE
Zeit rel. Zellzahl rel. Zellzahl rel. Zellzahl rel. Zellzahl
p-Wert p-Wert p-Wert
(= SD) (= SD) (= SD) (= SD)

48h | 1,160 (0,12) | 0,730 (0,14) <0,001 | 0,827 (0,22) _ 0,003 | 0,995 (0,30) _ 0,085
72h | 0915(035) | 0652(019 0566 | 0,718(035) 0627 | 0911(041) 0,825

Tabelle 2: relative Zellzahl VSMC in den Materialgruppen im Vergleich zur Kontrolle mit Mittelwert
(n =9) und Standardabweichung (SD) und p-Wert der Signifikanzanalyse (Mann-Whitney-U-Test)

3.1.3. Fibroblasten

Bei den Untersuchungen mit den Fibroblasten zeigte sich in allen Gruppen ein Anstieg der

Zellzahlen von 24 auf 72 Stunden. Dieser verlief bei den Kontrollen gleichmaRiger. Bei
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den drei Materialgruppen kam es zwischen 24 und 48 Stunden zu keiner signifikanten
Anderung der Zellzahl, dann stiegen die Zahlen aber im zweiten untersuchten Intervall
deutlich an (siehe Anhang 7.5.3).

Der Vergleich der Materialgruppen mit den Kontrollen ergab fiir alle Materialien und
untersuchten Zeitpunkte eine signifikant geringere relative Zellzahl bei den Materialien.
Anzumerken ist, dass bei den Versuchen mit den Fibroblasten die Materialgruppen zum
Teil Daher
Kontrollgruppen vor, was hier und im folgenden (Proliferationsindex und Apoptoserate)
zur getrennten Darstellung der Ergebnisse fiihrte.

zeitlich versetzt untersucht werden mussten. liegen unterschiedliche
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Abbildung 14: relative Zellzahl FB in den Materialgruppen PET und PUR im Vergleich zur Kontrolle
(Mittelwerte bei n = 9)

Kontrolle PET PUR
Zeit rel. Zellzahl rel. Zellzahl rel. Zellzahl
p-Wert p-Wert
(= SD) (x SD) (x SD)
48h 1,439 (0,33) 0,989 (0,12) 0,005 1,051 (0,16) 0,024
72h 2,548 (0,74) 1,454 (0,37) 0,004 1,477 (0,39) 0,005

Tabelle 3: relative Zellzahl FB in den Materialgruppen PET und PUR im Vergleich zur Kontrolle mit

Mittelwert (n = 9) und Standardabweichung (SD) und p-Wert der Signifikanzanalyse (Mann-Whitney-U-

Test)
. Kontrolle ePTFE
Zeitraum
rel. Zellzahl (+ SD) rel. Zellzahl (+ SD) p-Wert
48h 1,172 (0,08) 0,974 (0,18) 0,007
72h 1,707 (0,38) 1,225 (0,22) 0,002

Tabelle 4: relative Zellzahl FB in der Materialgruppe ePTFE im Vergleich zur Kontrolle mit Mittelwert

(n = 9) und Standardabweichung (SD) und p-Wert der Signifikanzanalyse (Mann-Whitney-U-Test)
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Abbildung 15: relative Zellzahl FB in der Materialgruppe ePTFE im Vergleich zur Kontrolle
(Mittelwerte bei n = 9)

3.2. Proliferationsindex

Wie unter 2.3.3. beschrieben wurde der Proliferationsindex zu den Zeitpunkten 0, 24, 48
und 72 Stunden mittels Durchflulzytometrie bestimmt. Analog zur Zellwachstums-
bestimmung wurde auch der Proliferationsindex der Zellen, die mit Material in Kontakt
standen, zu dem von Zellen ohne Materialkontakt als Kontrollgruppe verglichen. Bei den
Nullstundenwerten handelte es sich allerdings um Grundwerte, die den Proliferations-
indices der Zellen entsprachen, die fir den Ansatz des Versuchs verwendet wurden. Somit

sind diese Werte in Material- und Kontrollgruppen identisch.

3.2.1. Endothelzellen

In Tabelle 5 und Abb. 16 sind die Ergebnisse der Proliferationsindexbestimmung der
Endothelzellen nach Kontakt mit den polymeren Kunststoffen dargestellt. Es zeigten sich
Zellen, die sich nur mit einer Ausnahme (PUR nach 48 h) immer mit Uber 90 % in

Proliferation befanden.

_ Kontrolle PET PUR ePTFE
et Pl (+ SD) Pl (+ SD) p-Wert Pl (+ SD) p-Wert Pl (+ SD) p-Wert
Oh | 93,787 (1,90) | 93,787(1,90) 1,000 | 93,787 (1,90) 1,000 | 93,787 (1,90) 1,000
24h | 94,876 (1,46) | 95,166(1,88) 0,825 | 94,401 (1,78) 0,508 | 95,494 (1,34) 0,310
48h | 90,637 (4,84) | 90,173 (7,13) 0,724 | 89,460(580) 0,757 | 91,434(3,87) 0,757
72h | 92,120 (1,89) | 93,010(1,29) 0,354 | 90,480 (2,53) 0,085 | 93,008(2,84) 0,508
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Tabelle 5: Proliferationsindex (P1) der EC in den Materialgruppen im Vergleich zur Kontrolle mit
Mittelwert (n=9) und Standardabweichung (SD) in % und p-Wert der Signifikanzanalyse (Mann-Whitney-U-
Test)
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Abbildung 16: Proliferationsindex EC in den Materialgruppen im Vergleich zur Kontrolle

Fur keines der Materialien lief} sich ein signifikanter Unterschied mit den Kontrollen im
Proliferationsindex darstellen. Der untersuchte Proliferationsmarker pKi-67 wurde durch
alle drei polymeren Kunststoffe unverdndert bei den Endothelzellen analog zu den

Kontrollen exprimiert.

3.2.2. Glatte Muskelzellen

In Abbildung 17 bzw. Tabelle 6 ist zu sehen, dass der Proliferationsindex der glatten
GefaBmuskelzellen nicht signifikant durch die drei Polymere beeinflusst wurde. Die Werte
fur die Materialien und die Kontrollgruppe verliefen gleichsinnig. Bis nach 48 Stunden
unterschied sich der Proliferationsindex nicht wesentlich vom Ausgangswert. Auffallig war

allerdings ein Abfall von tber 10 % in jeder Gruppe zum Zeitpunkt 72 Stunden.

_ Kontrolle PET PUR ePTFE
Zeit

Pl (+ SD) Pl (+ SD) p-Wert Pl (= SD) p-Wert Pl (+ SD) p-Wert

Oh | 97,484 (2,08) | 97,484 (2,08) 1,000 | 97,484 (2,08) 1,000 | 97,484 (2,08) 1,000
24h | 97,203(1,37) | 97,317(1,76) 0,507 | 96,735(2,11) 0,817 | 97,689 (147) 0,184
48h | 97,587 (1,55) | 97,057(2,36) 0,624 | 96,345(2,02) 0,100 | 97,592 (153) 0,977
72h | 88,886 (10,39) | 84,804 (1357) 0,309 | 85,510(10,25) 0,268 | 87,35311,06) 0,518

Tabelle 6: : Proliferationsindex (P1) der VSMC in den Materialgruppen im Vergleich zur Kontrolle mit
Mittelwert (n=11-12) und Standardabweichung (SD) in % und p-Wert der Signifikanzanalyse (Mann-
Whitney-U-Test)
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Abbildung 17: Proliferationsindex VSMC in den Materialgruppen im Vergleich zur Kontrolle

3.2.3. Fibroblasten

Wie in den Tabellen 7 bis 9 und Abbildungen 18 bis 20 zu sehen ist, lag der
Proliferationsindex der Fibroblasten grundsatzlich bei den Kontrollgruppen minimal Gber
den Indices der Testreinen mit Kontakt zu den polymeren GefaRprothesenmaterialien
(einzige Ausnahme: PET nach 24 Stunden). Dies erwies sich fur das Polyurethan bei 24
Stunden als signifikant, wobei der Wert nur marginal unterschiedlich zur Kontrollgruppe
war. Zusammenfassend muss auch bei den Fibroblasten davon ausgegangen werden, dass

keine relevante Beeinflussung des Proliferationsindex stattfand.

Kontrolle PET
Zeit
Pl (+ SD) Pl (+ SD) p-Wert
Oh 97,112 (0,84) 97,112 (0,84) 1,000
24h 89,852 (15,52) 90,841 (13,98) 0,686
48h 95,731 (1,78) 89,641 (12,79) 0,073
72h 89,416 (8,89) 87,825 (9,67) 0,299

Tabelle 7: Proliferationsindex (P1) der FB in der Materialgruppe PET im Vergleich zur Kontrolle mit
Mittelwert (n=12) und Standardabweichung (SD) in % und p-Wert der Signifikanzanalyse (Mann-Whitney-
U-Test)
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Abbildung 18: Proliferationsindex FB in der Materialgruppe PET im Vergleich zur Kontrolle

Kontrolle PUR
Zeit
Pl (= SD) Pl (x SD) p-Wert
Oh 97,973 (0,55) 97,973 (0,55) 1,000
24h 97,946 (1,00) 96,434 (1,53) 0,024
48h 97,671 (0,62) 96,693 (2,84) 0,691
72h 98,403 (0,88) 93,234 (15,70) 0,757

Tabelle 8: Proliferationsindex (P1) der FB in der Materialgruppe PUR im Vergleich zur Kontrolle mit
Mittelwert (n=9) und Standardabweichung (SD) in % und p-Wert der Signifikanzanalyse (Mann-Whitney-U-

Test)
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Abbildung 19: Proliferationsindex FB in der Materialgruppe PUR im Vergleich zur Kontrolle
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. Kontrolle ePTFE
Zeit
PI (= SD) Pl (= SD) p-Wert
Oh 97,521 (1,16) 97,521 (1,16) 1,000
24h 97,142 (1,84) 96,303 (2,03) 0,453
48h 97,961 (0,80) 97,419 (1,88) 0,659
72h 96,348 (2,61) 95,564 (2,43) 0,233

Tabelle 9: Proliferationsindex (PI) der FB in der Materialgruppe ePTFE im Vergleich zur Kontrolle
mit Mittelwert (n=9) und Standardabweichung (SD) in % und p-Wert der Signifikanzanalyse (Mann-
Whitney-U-Test)
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Abbildung 20: Proliferationsindex der FB in der Materialgruppe ePTFE im Vergleich zur Kontrolle

3.3. Apoptoserate

Die Bestimmung der Apoptoserate wurde wie unter 2.3.4. durchgefiihrt. Wie bei der
Bestimmung des Proliferationsindex wurden auch hier Messungen bei 0, 24, 48 und 72
Stunden durchgefiihrt, wobei es sich bei der Nullstundenmessung wieder um den
Grundwert der Zellen handelte, die beim Ansetzen des Versuches genutzt wurden.

Verglichen wurden die Proben analog zu den obigen Versuchen zu Kontrollen, die unter
identischen  Bedingungen gehandhabt wurden, allerdings keinen Kontakt zu

Prothesenmaterialien hatten.

3.3.1. Endothelzellen

Die Apoptoserate der einzelnen Gruppen ist in Tabelle 10 bzw. Abbildung 21 dargestellt.
Zu sehen war ein Anstieg des programmierten Zelltods in jeder Materialgruppe, wobei
auch die Kontrollen vermehrte Apoptose zur Nullmessung zeigten. Die Rate lag allerdings

fur alle drei Polymere mit der Ausnahme Polyurethan bei 24 Stunden Uber der
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Apoptoserate der Kontrollgruppe, was sich als signifikant bei Polyethylenterephthalat nach
48 und 72 Stunden herausstellte.

Vergleicht man die einzelnen Materialien untereinander, so hatte PET mit einer zur
Kontrolle fast verdoppelten Rate nach 48 und 72 Stunden die grofite Neigung, Apoptose zu
induzieren. Polyurethan und Polytetrafluorethylen waren in ihrer Wirkung vergleichbar,

wobei der Abstand zur Kontrollgruppe circa zwischen einem und zwei Prozent lag.

. Kontrolle PET PUR ePTFE
Zeit

AR (x SD) AR (x SD) p-Wert AR (x SD) p-Wert AR (£ SD) p-Wert

Oh | 4,796(0,68) | 4,796(0,68) 1,000 | 4,796 (0,68) 1,000 | 4,796 (0,68) 1,000
24n | 6,179(1,51) | 8,218(396) 0402 | 6177(283) 0508 | 6,702(2,23) 0,310
48h | 6,496 (202) | 11,243(2,08) 0002 | 7,521(2,05) 0,757 | 8448(1,58) 0,757
72h | 7,057 (2,48) | 12,709 (4,01) 0005 | 8360(237) 0085 | 8326(3,37) 0,508

Tabelle 10: Apoptoserate (AR) der EC in den Materialgruppen im Vergleich zur Kontrolle mit
Mittelwert (n=9) und Standardabweichung (SD) in % und p-Wert der Signifikanzanalyse (Mann-Whitney-U-
Test)
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Abbildung 21: Apoptoserate EC in den Materialgruppen im Vergleich zur Kontrolle

3.3.2. Glatte Muskelzellen

Die Ergebnisse der Apoptoseratenmessungen der glatten GefaBmuskelzellen sind in
Tabelle 11 und Abbildung 22 dargestellt.

Der einzige signifikante Unterschied zur Kontrollgruppe konnte im PET-Ansatz nach 48
Stunden gefunden werden. Insgesamt schwankten die Apoptoseraten der Zellen, die mit
Kunststoffen in Kontakt waren, unwesentlich um die der Kontrollen. Dies war besonders
bei PUR und ePTFE zu erkennen.
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Auffallig war bei den Muskelzellen allerdings, dass in allen untersuchten Gruppen nach 24

Stunden der programmierte Zelltod gipfelte, um dann nach 48 und 72 Stunden in etwa

wieder auf das Ausgangsniveau zuriickzufallen.

. Kontrolle PET PUR ePTFE
ceit AR (£ SD) AR (x SD) p-Wert AR (x SD) p-Wert AR (x SD) p-Wert
Oh 3,552 (0,79) 3,552 (0,79) 1,000 3,552 (0,79) 1,000 3,552 (0,79) 1,000
24h | 6,195(1,31) | 5560(161) 0,386 | 5658(165 0356 | 6,512(2,06) 0,525
48nh | 3,639(0,81) | 4,326(0,69) 0016 | 3,855(0,51) 0,389 | 3,952(0,54) 0,310
72h | 3,187(0,51) | 3,964(1,98) 0,124 | 3,054(0,46) 0,498 | 3,516(0,88) 0,442

Tabelle 11: Apoptoserate (AR) der VSMC in den Materialgruppen im Vergleich zur Kontrolle mit
Mittelwert (n=11-12) und Standardabweichung (SD) in % und p-Wert der Signifikanzanalyse (Mann-
Whitney-U-Test)

10.0-
9
E 7.5
3 ——ePTFE
© 50 —— PET
(] U4
3 = PUR
o3 . —= —— Kontrollgruppe
Q 2.5 .
<

0.0
Oh 24 h 48 h 72 h
Zeit

Abbildung 22: Apoptoserate VSMC in den Materialgruppen im Vergleich zur Kontrolle

3.3.3. Fibroblasten

Wie in den Tabellen 12 bis 14 und Abbildungen 23 bis 25 zu sehen ist, lagen die
Apoptoseraten der Fibroblastenkulturen mit Materialien (mit der Ausnahme PUR bei 24
Stunden) héher als die Kontrollen. Signifikante Unterschiede ergaben sich hier wieder nur
bei PET nach 24 und 72 Stunden Inkubation.

Nach 48 und 72 Stunden war bei den Materialgruppen PUR und ePTFE ein deutliches
Ansteigen der Apoptoserate zu verzeichnen, was sich allerdings nicht als signifikant

herausstellte.
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. Kontrolle PET
Zeit
AR (= SD) AR (= SD) p-Wert
Oh 2,704 (1,09) 2,704 (1,09) 1,000
24h 3,897 (1,40) 9,020 (3,39) <0,001
48h 4,196 (1,15) 4,557 (2,31) >0,990
72h 2,027 (1,00) 4,132 (2,46) 0,026

Tabelle 12: Apoptoserate (AR) der FB in der Materialgruppe PET im Vergleich zur Kontrolle mit
Mittelwert (n=12) und Standardabweichung (SD) in % und p-Wert der Signifikanzanalyse (Mann-Whitney-

U-Test)
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Abbildung 23: Apoptoserate FB in der Materialgruppe PET im Vergleich zur Kontrolle

T Kontrolle PUR

AR (x SD) AR (x SD) p-Wert
Oh 2,010 (0,87) 2,010 (0,87) 1,000
24h 4,248 (1,07) 2,962 (1,48) 0,085
48h 5,229 (2,28) 7,576 (5,32) 0,402
72h 4,838 (2,89) 7,598 (3,63) 0,070

Tabelle 13: Apoptoserate (AR) der FB in der Materialgruppe PUR im Vergleich zur Kontrolle mit
Mittelwert (n=9) und Standardabweichung (SD) in % und p-Wert der Signifikanzanalyse (Mann-Whitney-U-

Test)
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Abbildung 24: Apoptoserate FB in der Materialgruppe PUR im Vergleich zur Kontrolle

Kontrolle ePTFE
Zeit
AR (£ SD) AR (£ SD) p-Wert
Oh 1,773 (1,17) 1,773 (1,17) 1,000
24h 4,978 (3,15) 5,283 (2,10) 0,691
48h 4,251 (2,60) 5,658 (2,01) 0,171
72h 4,421 (2,43) 5,600 (2,43) 0,233

Tabelle 14: Apoptoserate (AR) der FB in der Materialgruppe ePTFE im Vergleich zur Kontrolle mit
Mittelwert (n=9) und Standardabweichung (SD) in % und p-Wert der Signifikanzanalyse (Mann-Whitney-U-

Test)
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Abbildung 25: Apoptoserate FB in der Materialgruppe ePTFE im Vergleich zur Kontrolle
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3.4. Rasterelektronenmikroskopie

Wie unter 2.3.5. beschrieben, wurden die drei Prothesenmaterialien PET, PUR und ePTFE
mit Endothelzellen besiedelt und fir sieben Tage inkubiert, um mdgliche Material-
verdnderungen zu beurteilen und das Anwachsen der Zellen vergleichen zu kénnen. Nach
der Vorbereitung der Proben wurden die Oberflachen mit dem Rasterelektronenmikroskop
systematisch begutachtet und in verschiedenen VergréRerungen représentative Ausschnitte
photographiert.

3.4.1. Materialveranderungen

3.4.1.1. Polyethylentherephthalat

(b)

Abbildung 26: Rasterelektronenmikroskopische Darstellung der PET-Oberflachen im unbehandelten
Zustand - Originalbilder (a) 356- (b) 1420- und (c) 2840-fach vergroRert (hier mafstabs-gerecht abgebildet)

Die Oberflachen der PET-Proben sind in den Abbildungen 26 und 27 zu sehen. Es sind
jeweils drei unterschiedliche VergroRerungen dargestellt. Man sieht in den Abbildungen

sehr eindrucksvoll die filamentdse Struktur des gewebten Materials. In Abb. 26 sind die
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Proben direkt nach Entnahme aus der Originalverpackung dargestellt. Hier erkennt man
vor allen in den stark vergréferten (b und c) Ausschnitten, dass die einzelnen Filamente in
ihrer Integritat nicht beeintrachtigt gewesen sind. Auffallend sind nur bis circa 1,5 pm

grole blasige Strukturen, die vielfach gruppiert auf dem Material zu finden waren.

Abbildung 27: Rasterelektronenmikroskopische Darstellung der PET-Oberflachen nach siebentégiger
Inkubation mit Endothelzellen - Originalbilder (a) 372- (b) 1420- und (c) 2840-fach vergroBert (hier
malstabsgerecht abgebildet)

In Abbildung 27 zeigt sich die Materialoberflache nach siebentdgiger Inkubation und
anschlieRendem Abspilen der Endothelzellen immer noch vollstdndig intakt. Bei
Betrachtung der Praparate fiel auf, dass deutliche Ruckstande der Zellen am Material
anhafteten. Ebenfalls konnte eine leichte Zunahme der schon im unbehandelten Zustand
aufgefallenen blasenartigen UnregelmaRigkeiten auf der Oberflache beobachtet werden.

Strukturelle Schaden am Material lieRen sich aber nicht nachweisen.
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3.4.1.2. Polyurethan

Abbildung 28: Rasterelektronenmikroskopische Darstellung der PUR-Oberflachen in unbehandeltem
Zustand - Originalbilder (a) 356- (b) 1420- und (c) 2840-fach vergroRert (hier maRstabsgerecht abgebildet)

In Abbildung 28 sind Ausschnitte der PUR-Préparate dargestellt. Es zeigte sich in
unbehandeltem Zustand ein dreidimensionales festes Geriist mit inhomogener, l6chriger
Durchsetzung des Materials. Eine filamentdse Struktur ahnlich dem Aufbau des PET oder
ePTFE wies die PUR-Prothese nicht auf. Aufféallig waren die dem Material anhaftenden,
helleren Strukturen, die gewdchsartig in unterschiedlicher GroRe uberall auf dem Material
zu finden waren.

Diese Strukturen lieen sich aber unverdndert auch nach siebentégiger Inkubation mit
Endothelzellen weiterhin auf dem Material darstellen (Abbildung 29). Verdnderungen am
Polyurethan durch die Zellen, z.B. in Form von Kratzern, Briichen oder andersartigen

Mazerationen konnten nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 29: Rasterelektronenmikroskopische Darstellung der PUR-Oberflachen nach siebentégiger
Inkubation mit Endothelzellen - Originalbilder (a) 356- (b) 1420- und (c) 2840-fach vergroBert (hier
malstabsgerecht abgebildet)

3.4.1.3. verstrecktes Polytetrafluorethylen

Ahnlich dem PET st das verwendete ePTFE-Prothesenmaterial aus Filamenten
zusammengesetzt, die aber, auch durch den Verarbeitungsprozess der Streckung bedingt,
wirken, als wirden die einzelnen Bestandteile wie durch Spinnengewebsfaden miteinander
verbunden sein. Dies ist sehr gut in den rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen der
ePTFE-Praparate zu sehen (Abbildung 30 und 31). Im Originalzustand (Abb. 30) zeigte
sich die gleichmalRige Struktur des Materials. In den VergréRerungen (b) und (c) waren die
vollig ebene Oberflache und die intakten, feinen Verbindungen bei der untersuchten Probe

gut zu beurteilen.
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Abbildung 30: Rasterelektronenmikroskopische Darstellung der ePTFE-Oberflachen in unbe-
handeltem Zustand - Originalbilder (a) 356- (b) 1420- und (c) 2720-fach vergréRert (hier malistabsgerecht
abgebildet)

Bei der Untersuchung des fur sieben Tage mit Endothelzellen inkubierten Praparates
(Abbildung 31) fanden sich ebenfalls keine Verdnderungen des Materials. Weder
Kontinuitatsunterbrechungen der fragil wirkenden Fasern noch Mazerationen als Zeichen

einer moglichen Degradation der Prothese konnten nachgewiesen werden.
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Abbildung 31: Rasterelektronenmikroskopische Darstellung der ePTFE-Oberflachen nach
siebentagiger Inkubation mit Endothelzellen - Originalbilder (a) 356- (b) 1420- und (c) 2840-fach
vergrofRert (hier malistabsgerecht abgebildet)

3.4.2. Endothelzellbesiedlung
In den Abbildungen 32 bis 34 sind die Ergebnisse der Endothelzellbesiedlung dargestellt.

Die Zellen wurden sieben Tage auf den Prothesen kultiviert und durch regelmaRige
Kulturmediumwechsel mit Néhrstoffen versorgt, so dass ein Absterben der Zellen allein
auf Interaktion mit dem Material zurtickzufiihren sein sollte.

In Abb. 32 erkennt man, dass sich in regelméRigen Abstanden Endothelzellen auf dem
ePTFE abgesiedelt hatten. Die Morphologie der Zellen entsprach den Erwartungen fiir
Endothel, allerdings wurde ein konfluentes Monolayer, wie es optimal zu finden ware, bei
weitem nicht erreicht.

Auf PET (Abb. 33) zeigten sich nach 7 Tagen Inkubation fast Uberhaupt keine Zellen, die
morphologisch einer funktionellen Endothelzelle entsprachen. Es sind vielmehr vereinzelt
Zelltrimmer oder eventuell auch zusammengerollte Zellen wie in Abb. 33 (c) zu

entdecken.
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In Abbildung 34 lasst sich erkennen, dass die Besiedlung auf Polyurethan ohne Erfolg war.

Es waren keinerlei Zellen auf der Oberflache des Polymers adhérent.

Abbildung 32: Rasterelektronenmikroskopische Darstellung des EC-Besiedlungsergebnis von ePTFE
nach Inkubation fir 7 Tage - Originalbilder (a) 93- und (b) 372-fach vergroRert (hier maRstabsgerecht
abgebildet)
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(b) ” ©

Abbildung 33: Rasterelektronenmikroskopische Darstellung des EC-Besiedlungsergebnis von PET
nach Inkubation fir 7 Tage - Originalbilder (&) 89-, (b) 356- und (c) 1490-fach vergrofRert (hier
malstabsgerecht abgebildet)

(a) (b)

Abbildung 34: Rasterelektronenmikroskopische Darstellung des EC-Besiedlungsergebnis von PUR
nach Inkubation fir 7 Tage - Originalbilder (a) 82- und (b) 326-fach vergroRert (hier maRstabsgerecht
abgebildet)
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3.5. Massenspektrometrie

Fir diese Untersuchung wurden die Geféal3prothesenmaterialien wie unter 2.3.6.
beschrieben vorbereitet. Es sollte die Frage geklart werden, ob sich durch die Inkubation
der Kunststoffe mit bidestilliertem Wasser Uber drei Tage Abbauprodukte oder
herausgeldste Substanzen nachweisen lassen.

Bei der Auswertung der Spektren ist zu beachten, dass keine Aussage Uber die genaue
Zusammensetzung der Losung getroffen werden konnte. Vielmehr wurden anhand der
Verteilungen der Molekiilmassen in den einzelnen Proben im Vergleich zu der jeweiligen
Wasserkontrollprobe Veranderungen festgehalten. Diese Verénderungen zu beschreiben,
war Gegenstand dieser Untersuchung. Die Inhaltsstoffe und deren mogliche biologische
Wirkung zu identifizieren, bleibt Objekt fortfiihrender Forschung.

Auf der Abszisse der Massenspektren sind die Molekilmassen der in Losung befindlicher
Stoffe aufgetragen, die Ordinate zeigt deren relative Menge orientiert am jeweiligen
Maximum. So ist zur Interpretation vor allem die Verteilung der Massenspitzen wichtig
und nicht so sehr ihre Hohe. Es wurden drei gleiche Versuchsansédtze durchgefthrt, bei
denen die Materialien mit dem gleichen Wasser inkubiert wurden, welches ebenfalls als

Kontrolle diente. Die Ergebnisse werden folgend dargestellt.

3.5.1. Versuchsansatz 1

In Abbildung 35 sind die Ergebnisse des ersten Ansatzes dargestellt. Abb. 35 (a) zeigt die
Kontrolle mit bidestilliertem Wasser. Es war eine im Spektrum anfangliche Spitze
zwischen ca. 260 und 420 Molekulmassen zu sehen, gefolgt von einer Reihe Bestandteile
in niedrigen Konzentrationen, die vernachléssigbar waren. Diese eine Spitze war
erwartungsgemal ebenfalls in den Spektren in Abb. 35 (b) und (c) zu sehen. In der PUR-
Probe (d) zeigte sie sich nicht. Dies ist darauf zurlckzufiihren, dass der Massenanteil
zwischen ca. 600 bis 1000 Molekiilmassen so grol? war, dass die friihe Spitze aus der
Wasserkontrolle in der relativen Mengenskala nicht zur Auspragung kam. Die PUR-Probe
wies folglich eine sehr starke Veranderung in obigem Massenbereich auf. Auch die PET-
Probe (b) zeigte einen zwar deutlich kleineren, aber in etwa im gleichen Bereich liegenden
Anstieg der Stoffmengen. Die ePTFE-Probe (c) wich nur leicht von der Aqua-Kontrolle ab,
was daher auch aufgrund der Mengen der Inhaltstoffe vernachlassigbar war.

Zusammenfassend war fr den ersten Ansatz zu sagen, dass vor allem die PUR- aber auch

die PET-Probe deutlich von der Kontrolle zu unterscheiden waren.
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Abbildung 35: Massenspektren der Proben aus Ansatz 1 - (a) Aqua bidest. (b) PET (c) ePTFE (d) PUR

3.5.2. Versuchsansatz 2

In Abbildung 36 sind die Ergebnisse der Massenspektrometrie dargestellt. Analog zu
Ansatz 1 wurden die Materialproben jeweils mit der Aquakontrolle in ihren
Spitzenbereichen verglichen.

Bei der Betrachtung fiel auf, dass sowohl PET (b) als auch ePTFE (c) keine relevanten
Unterschiede zur Kontrolle in ihren Spektren aufwiesen, wohingegen das Massenspektrum
fur die PUR-Probe (d) wieder einen so groRen Anstieg zwischen etwa 700 bis 1150
Molekiilmassen zeigte, dass die Ausschlage, die im Wasser zu finden waren, sich in der
Ldsung des PUR-Ansatzes gar nicht mehr einzeln abzeichneten.

Somit war in diesem Ansatz nur die PUR-Probe in ihrer Zusammensetzung im Vergleich

zu der Wasserkontrolle verandert.

46



259.005 256.972

(a) (b)

420.976 311.1525
420. d 31144528
496 .961
496.961
414.959
414958,

338.973
—_

(©) (d)

Abbildung 36: Massenspektren der Proben aus Ansatz 2 - (a) Aqua bidest. (b) PET (c) ePTFE (d) PUR

3.5.3. Versuchsansatz 3

Abbildung 37 stellt die Ergebnisse des dritten Ansatzes der Massenspektrometrie dar.
Auch in diesem Ansatz zeigte das ePTFE (c) keine signifikant zu nennenden Unterschiede
zu der Kontrollprobe mit bidestilliertem Wasser.

In der PET-Ldsung (b) zeichnete sich aber ein Massenbereich von 500 bis 950
Molekiilmassen ab, der in der Kontrolle nicht in der Menge zu finden war.

Bei dem PUR-Ansatz (d) zeigten sich 2 Mengenerhéhungen. Eine sehr deutliche Spitze lag
im Bereich von circa 800 bis 1200, eine weitere kleinere zwischen 1400 und 1900
Molekiilmassen.

Zusammenfassend konnten Unterschiede in der Lésungszusammensetzung wieder fiir PUR

und ein weiteres Mal fur PET gefunden werden.
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Abbildung 37: Massenspektren der Proben aus Ansatz 3 - (a) Aqua bidest. (b) PET (c) ePTFE (d) PUR

3.5.4. Zusammenfassung der Ansatze

In der Massenspektrometrie, die die einzelnen Materialproben gegen eine Wasserkontrolle
verglich, erwies sich das ePTFE als das alloplastische Prothesenmaterial, welches von den

drei untersuchten keine signifikante Abspaltungsprodukte oder in Lésung gehende Anteile

enthielt.

Das PUR zeigte eindeutig Verschiebungen in den Massenspektren. Der Bereich, der

herausgestellt war, war in den einzelnen Ansatzen etwas verschoben, allerdings fanden

(d)

sich immer erhéhte Molekiilmengen im Massenbereich um 800 bis 900.

FUr PET divergierten die Ansatze in ihrer Aussage. In Ansatz 1 und 3 waren in der Lsung

sicher Stoffe enthalten, die in der Kontrolle nicht vorhanden waren. Im zweiten Ansatz

lieRen sich diese aber nicht nachweisen.
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4. Diskussion

4.1. In-vitro-Modell

Die Verwendung von Biomaterialien ist in der modernen Medizin alltaglich geworden. Die
permanente Implantation, im Gegensatz zum voriibergehenden Einsatz von Produkten wie
Venenverweilkanilen oder Kathetersystemen, dient im allgemeinen mehreren
Zielsetzungen: Erhalt von Leben oder Extremitat (Herzklappen, GefaRprothesen),
Wiederherstellung verlorener Funktionen (Gelenkprothesen) oder Unterstiitzung in der
rekonstruktiven/asthetischen  Chirurgie  (Ohrmuschelersatz, Brustaugmentation). In
Anbetracht einer sinnvollen Risiko-Nutzen-Abwéagung sollten die Materialien einen
moglichst hohen Sicherheitsstandard fur den Patienten bieten. Abzuwdgen sind hier die
physikalischen, chemischen und mechanischen Eigenschaften eines Materials, die im
Idealfall der nattirlichen Situation gleichkommen, gegen die biologische Reaktion, die der
Organismus nach Implantation auf das Material zeigt. Diese Reaktion kann sowohl durch
die veranderten funktionellen Eigenschaften (z.B. Compliance, Flusseigenschaften, Abrieb,
Lebensdauer) als auch durch eine schlechte Biokompatibilitdt (z.B. immunologische
Reaktion) ausgelost werden.

Unabhéngig von der Zulassung geméaR der geltenden gesetzlichen Richtlinien von
Biomaterialien (Medizinproduktegesetz) ist die Verbesserung der Materialien sowie das
Verstandnis der Reaktionen des Organismus nach Implantation Ziel der Forschung. Da
eine primare Implantation in den Menschen aus ethischen Griinden nicht vertretbar ist,
dienen Tierversuche und In-vitro-Versuche als Modelle zur Einschdatzung der
Biofunktionalitdt und Biokompatibilitit. Da der Mensch als Organismus in seiner
Komplexitat nicht vollwertig in ein In-vitro-Modell zu Gberfuhren ist, sind Tiermodelle der
Goldstandard fiir Materialtestungen.

Sollen aber Fragestellungen in Hinblick auf ein spezielles Kriterium geklart werden, bietet
sich oft ein In-vitro-Modell an, da hier die Anzahl der stérenden Variablen minimiert
werden kann. Eine hohe Standardisierung der experimentellen Bedingungen und die oft
schneller gewonnenen Ergebnisse relativieren die limitierte Ubertragbarkeit auf den
humanen Organismus. Gerade die Toxizitat eines Stoffes lasst sich ideal im In-vitro-
Versuch einschatzen. So bieten In-vitro-Untersuchungen eine Erganzung tier-
experimenteller Studien, die vor allem in Hinblick auf die Interaktion von Biomaterial und

Organismus essentiell sind.
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Das in dieser Arbeit verwendete In-vitro-Modell zur Prifung von Material-Zell-
Interaktionen hatte sich zum Teil schon in VVorarbeiten etabliert (siehe 1.4.1.).

In mehreren Studien zur Beeinflussung des Zellwachstums durch verschiedene
Herniennetze hatte sich die durchflusszytometrische Messung von Proliferationsindex und
Apoptoserate mit den hier genutzten Markern Ki-67 und Annexin V als gut geeignet
erwiesen [12, 17, 30, 39].

Dieses Modell sollte erganzt werden durch eine geeignete Methode zur Bestimmung und
dem Vergleich der Zellzahl zu definierten Zeitpunkten. Neben der einfachen Zellzdhlung
gibt es einige Assays, die sich zu obigem Zweck eignen, z.B. der MTT-Assay, der XTT-
Assay und der AlamarBlue Assay. Der AlamarBlue Assay erganzte das Modell aufgrund
der praktisch fehlenden Interaktion mit dem Zellwachstum der untersuchten Zellen sowie
der systematisch standardisierten Durchflihrbarkeit optimal [1, 4, 11, 42, 69, 125].

Durch die Erweiterung um die Zellzahlbestimmung verbesserte sich die Aussagefahigkeit
des vorbeschriebenen Modells deutlich. Sowohl die Apoptoserate als auch der
Proliferationsindex geben Parameter des Zellwachstums wieder, sie erlauben aber keine
Aussage uber die effektive Zellzahl.

Die Farbung gegen pKi-67 markiert alle Zellen, die sich in Proliferation befinden. Wie
unter 1.4.3. beschrieben, sind das alle Zellen, die sich nicht in der Go-Phase befinden [29,
40].

Verringert sich der Proliferationsindex, bedeutet dies, dass mehr Zellen in die Go-Phase
Ubergetreten sind. Dieses wirde einem Materialeinfluss entsprechen, sollte sich der
Proliferationsindex in der Kontrollgruppe nicht verandern. Ein natirlicher Abfall des
Proliferationsindex entsteht durch Zellalterung.

Sollte sich die Proliferation der Zellen verringern, was tber die Zellzahlbestimmung zu
eruieren wére, konnte dies auch ohne einen Abfall des Proliferationsindex ablaufen. Dieses
Phanomen erklart sich Uber eine Verlangsamung des Zellzyklus, der sich nicht im
Proliferationsindex nach der Ki-67-Farbung widerspiegeln kann. Ein Beispiel kdnnte eine
verlangerte Mitose- oder DNA-Synthesedauer sein. Diese Zeiten wirken sich unmittelbar
auf die Dauer von Zellteilung zu Zellteilung aus und somit auf die absolute Zellzahl nach
einem definierten Zeitraum. Eine Beeinflussung des Proliferationsindex findet sich bei
dieser Uberlegung hingegen nicht.

Die Grinde, die Apoptoserate als molekularbiologischen Marker fur Material-Zell-
Interaktionen zu testen, sind offensichtlich. Apoptose kann direkt durch die Interaktion der

Kunststoffe mit den Zellen ausgeltst werden. Ob dies aufgrund des mechanischen Reizes,
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chemischer Stimuli oder anderer Mechanismen ausgeldst wird, bleibt primér unklar.
Grundsatzlich ist die Apoptoserate aber ein idealer Marker fiir eine Reaktion der Zellen auf
das alloplastische Material. Analog zum Proliferationsindex kann aber auch eine
verringerte Zellzahl ohne Erhéhung der Apotoserate einhergehen.

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass Apoptoserate und Proliferationsindex geeignete
Marker zur Untersuchung oder Begrundung einer veranderten Zellzahl sind. Sind diese
Marker aber unverdndert, muss dies nicht auf einen fehlenden Einfluss des untersuchten
Materials auf die humanen Zellkulturen schlieRen lassen.

Von Interesse waren dann noch zwei weitere Fragestellungen, die sich effektiv
morphologisch mit dem Rasterelektronenmikroskop klaren lieBen. Zum einen werden
Prothesen nach der Implantation in einen Organismus inkorporiert. Aulerdem bildet sich
eine Pseudointima aus [21, 22, 78, 112]. Daher wurden die Prothesenstiicke mit
Endothelzellen fiir sieben Tage inkubiert. Im Rasterelektronenemikroskop wurde dann
beurteilt, ob die Besiedlung der Polymere gelungen ist und ob das Material durch die
Zellen beschadigt bzw. abgebaut wurde.

Ob sich durch Inkubation mit Wasser aus den Gefal3prothesenmaterialien Spaltprodukte
oder Produktionsreste l6sen lassen, konnte in der massenspektrometrischen Untersuchung
der Lyophilisate festgestellt werden. Eine Inkubation mit Zellen und Medium hétte sich der
Situation im Organismus besser angenahert. Dies stellte sich aber in der Auswertung als zu
komplex heraus, da eine unfassbar groRe Menge an Stoffen im Spektrum zu finden waére,
die eine Differenzierung der einzelnen Spektren mit und ohne Materialkontakt unméglich
gemacht hatte.

Zusammenfassend ergaben die hier durchgefiihrten Untersuchungen in ihren sich
erganzenden Aussagen ein standardisiert durchfihrbares, umfassendes Modell zur

Darstellung von Material-Zell-Interaktionen in-vitro.

4.2. Zellzahlbestimmung

4.2.1. Endothelzellen

Wie in Abbildung 12 zu sehen ist, wichen die relativen Zellzahlen facherférmig
auseinander, wobei die Mittelwerte der Materialgruppen zu den beiden untersuchten
Zeitpunkten jeweils niedriger lagen als die Werte der Kontrollen.

Die Analyse innerhalb der einzelnen Gruppen (Anhang 7.5.1.) konnte zeigen, dass Uber

den untersuchten Zeitraum zwischen 24 und 72 Stunden jedoch keine signifikante
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Zellzahlanderung bei ePTFE und in der Kontrollgruppe vorlag. So uberrascht es auch
nicht, dass im Vergleich zwischen ePTFE und der Kontrollgruppe weder nach 48 noch
nach 72 Stunden die relativen Zellzahlen signifikant voneinander abwichen.

Sowohl das PET als auch das PUR hatten einen signifikant negativen Einfluss auf die Zahl
der Endothelzellen. Sowohl nach 48 Stunden als auch nach 72 Stunden lagen die relativen
Zellzahlen niedriger als in der Kontrollgruppe ohne Prothesenmaterial. Zwischen 24 und
72 Stunden konnte sich hier ebenfalls ein deutlicher Riickgang der Zellzahlen
gruppenintern ausmachen lassen, der in der Kontrollgruppe erwartungsgemald nicht zu
detektieren war.

Fest steht, dass ePTFE in dieser Untersuchung keinen Einfluss auf die Entwicklung der
Zellzahl von Endothelzellen in-vitro hatte.

4.2.2. Glatte Muskelzellen

Die glatten Muskelzellen zeigten ebenfalls signifikante Unterschiede bei PET und PUR im
Vergleich zur Kontrollgruppe, jedoch nur bei 48 Stunden. Fur das ePTFE ergab sich erneut
wie bei den Endothelzellen kein signifikanter Einfluss auf die Zellzahl im Vergleich zur
Kontrollgruppe.

Um diese Ergebnisse zu erklaren, lohnt der Blick auf die Entwicklung der Zellzahlen
gruppenintern (Anhang 7.5.2.). In Kontrast zu den Endothelzelluntersuchungen, bei denen
sich fir PUR und PET eine signifikant niedrigere Zellzahl nach 72 Stunden als nach 24
Stunden nachweisen lieB, ergab sich diese Anderung nur fur PET. In der ePTFE-Gruppe
veranderte sich die Zellzahl nur unwesentlich. Das PUR zeigte zwar einen abgefallenen
Mittelwert nach 48 und 72 Stunden, ein statistisch relevanter Effekt konnte ebenfalls nicht
belegt werden. In der Kontrollgruppe hingegen kam es zwischen den Zeitpunkten 24 und
48 Stunden zu einem signifikanten Anstieg der Zellzahl.

So scheint der signifikante Unterschied von PET und PUR auf die glatten Muskelzellen im
Vergleich zu den Kontrollen mit durch eine von 24 auf 48 h deutlich gestiegene Zellzahl in
der Kontrollgruppe bedingt zu sein und nicht ausschlieflich auf einem Riickgang der
Zellzahl in den Materialgruppen analog zu den Endothelzellen zu beruhen. Fraglich ist
nun, warum sich dieses Ergebnis nicht auch nach 72 Stunden fortsetzte. Dies lag vor allem
an der Zellzahl der Kontrollgruppe, die nun nicht weiter stieg, sondern auf ein Niveau nahe
des 24 Stunden-Werts abfiel. Der nach 48 Stunden signifikante Anstieg zum Basiswert war
nach 72 Stunden nicht mehr erkennbar. So war auch ein Unterschied zu den

Materialgruppen nicht mehr zu sehen.
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Hierfur gibt es zwei mogliche Erklarungen. Entweder war ein grof3er Teil der Zellen
abgestorben, ohne dass es dafir einen erkennbaren Grund gab, oder die Zellen hatten sich
verdndert und in dem verénderten Zustand weniger AlamarBlue reduziert. Letzteres
Phdnomen ist zu erkldren uber einen Wechsel des Phanotypen von proliferierend zu
kontraktil. Fehlt eine Stimulation zur Proliferation begibt sich die GefaBmuskelzelle in
einen reinen Funktionszustand [20, 47, 48, 88, 101]. Es ist anzunehmen, dass der
AlamarBlue-Umsatz im kontraktilen Stadium geringer ist als im proliferierenden. Daher
kodnnte sich der geringere Umsatz nach 72 h tiber eine Phanotypanderung erklaren.

Die Frage, auf welchen Reiz sich der Phénotyp geédndert haben sollte, bleibt ebenso wie die
obige Annahme, dass dies der Grund flr den geringeren Umsatz ist, nicht ganz zu kléren.
Es ware denkbar, dass eine weitere Proliferation in der 12-Lochplatte rdumlich nicht mehr
moglich war und daher der Zustandswechsel stattfand. Des Weiteren bestand eine
Diskrepanz zwischen diesen Ergebnissen und den Ergebnissen des Proliferationsindex
(siehe 4.3.2.).

Das ePTFE zeigte auch in der Gruppe der glatten Muskelzellen keinen signifikanten
Einfluss auf die Zellzahl. Qualitativ zeigten sich die Reaktionen auf die Materialien bei den

glatten Gefalimuskelzellen also analog zu denen bei den Endothelzellen.

4.2.3. Fibroblasten

Bei den Fibroblasten lagen die relativen Zellzahlen zu allen untersuchten Zeitpunkten und
fur alle Materialgruppen signifikant niedriger als bei den Kontrollen.

Als Unterschied zwischen den Fibroblasten und den anderen untersuchten Zellreihen
erwies sich, dass zwar alle Materialien eindeutig Einfluss auf die Zellen nahmen, sich die
Populationen aber im Gegensatz zu den Endothel- oder glatten Muskelzellen auch in den
Materialgruppen vergréRerten. Die Zellzahl war im Mittelwert zwischen 24 und 48
Stunden bei allen Polymeren unwesentlich gesunken, zwischen 48 und 72 h dann aber
deutlich angestiegen. Dieses Phanomen zeigte die Kontrollgruppe nicht, hier war ein
gleichmaRiger Anstieg zu verzeichnen (siehe Anhang 7.5.3.). Der Grund fir dieses

abweichende Verhalten blieb unklar, ist aber am ehesten den Polymeren zuzurechnen.
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4.3. Proliferationsindex

4.3.1. Endothelzellen

Der Proliferationsindex der Endothelzellen lag in allen Gruppen und zu allen Zeitpunkten
uber 89 Prozent. Signifikante Abweichungen unter den zu vergleichenden Gruppen gab es
nicht. Eine Beeinflussung des Proliferationsindex fuhrt demnach nicht zu der in der
Zellzahlbestimmung gemessenen Beeinflussung der Endothelzellen durch die untersuchten
alloplastischen Materialien.

4.3.2. Glatte Muskelzellen

Die glatten Muskelzellen wurden ebenfalls nicht signifikant in ihrem Proliferationsindex
durch die Materialien beeinflusst. Aufféllig ist hier ein Abfall des Proliferationsindex in
allen untersuchten Gruppen nach 72 h.

Wie unter 4.2.2. beschrieben, haben die glatten Muskelzellen die Mdglichkeit, ihren
Phanotypen zu dndern. Es wird angenommen, dass ein moglicher Reiz der mangelnde Platz
zur Zellteilung in der Kulturschale sein kénnte. In unseren Versuchen war durch das
Phasenkontrastmikroskop betrachtet der Ausbreitungsraum nach 72 h Wachstum tat-
séchlich begrenzt. Aus diesem Grund fand wéhrend der Kultivierung zur VVorbereitung der
Versuche nach drei Tagen eine Subkultivierung, d.h. eine Aufteilung der Zellen einer
Kulturflasche auf zwei Flaschen, statt.

Unter 4.2.2. war die Phénotypmodulation zur Erklarung des Reduktionsriickgangs des
AlamarBlue herangezogen worden. Beim Wechsel in den rein synthetisierenden Typ ohne
Proliferation ware ein Anstieg der Ki-67 negativen Zellen (durch ein Austreten aus dem
Zellzyklus in die Go-Phase) zu erwarten. Dieser zeigte sich gleichermallen in den
Materialgruppen, die ihrerseits zwar die Zellzahl nicht vergroerten, aber auch keinen den
Kontrollen analogen Abfall von 48 h auf 72 h présentierten.

Diese Diskrepanz erklaren kdnnte die Mdoglichkeit, dass die glatten Muskelzellen bei
einem Phanotypenwechsel nicht in die Go-Phase austreten wirden, sondern weiter das Ki-
67-Protein exprimierten.

Stephenson und Mitarbeiter verdffentlichten 2003 eine Untersuchung an einem
Mausemodell, in dem sie diabetische und nicht-diabetische Mé&use nach arterieller
Schadigung auf die GefdBwandreaktion untersuchten. Bei den nicht-diabetischen Méusen
zeigte sich eine deutlichere Bildung von Neointima als bei den diabetischen Mdusen. In der

Neointima gelang ebenfalls der Nachweis von glatten Gefalmuskelzellen (siehe 1.3.2.).
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Bei der immmunhistochemischen Férbung gegen das Ki-67-Protein zeigten sich aber keine
signifikanten Unterschiede in den beiden Gruppen [111].

In der Literatur finden sich ausreichend Veroffentlichungen, die beschreiben, dass glatte
Muskelzellen auf verschiedene Reize ihren Phénotyp wechseln [20, 49, 53, 88, 116, 117,
134, 135]. Es wird ebenfalls ein Aus- oder Eintritt in den Zellzyklus belegt [53, 134].

Die Diskrepanz zwischen der Zellzahlbestimmung, in der nur die Kontrollgruppe einen
niedrigeren Umsatz von AlamarBlue verzeichnete, und dem hier beschriebenen Abfall der
Ki-67 positiven Zellfraktionen in allen Gruppen lasst sich durch diese Versuche nicht
ausreichend erklaren. Vielleicht ist entgegen der unter 4.2.2. dargestellten Annahme eines
methodisch bedingten Artefakts von einem reellen Ruckgang der Zellzahl im Sinne eines
Absterbens der glatten Muskelzellen auszugehen. Eine erhohte Apoptose war nicht
urséchlich (siehe 4.4.2.).

4.3.3. Fibroblasten

Bei den Fibroblasten lagen die Ergebnisse des Proliferationsindex bei allen Materialien eng
bei den Kontrollgruppen ohne Materialkontakt. In der Tendenz war die Zellfraktion in der
Go-Phase bei den alloplastischen Materialien eher etwas groRer, dies erwies sich jedoch
aufler bei PUR nach 24 h nicht als signifikant.

Der 24-Stunden-Vergleich bei PUR zeigte den Mittelwert um circa 1,5 Prozent erniedrigt.
Aufgrund der bei einem Niveau von deutlich Gber 90 Prozent liegenden Werte sollte dieser
statistischen Signifikanz nur begrenzt Bedeutung zugesprochen werden.

Zusammenfassend erklart - wie schon bei den Endothelzellen und glatten GefaRk-

muskelzellen - der Proliferationsindex die Ergebnisse der Zellzahlbestimmung nicht.
4.4, Apoptoserate

4.4.1. Endothelzellen

Ein signifikanter Anstieg der Apoptoserate zeigte sich nur in der PET-Gruppe nach 48 und
72 h. Hier war die Rate der Zellen, die in den programmierten Zelltod tbergingen, in etwa
doppelt so hoch wie in der Kontrollgruppe ohne Materialkontakt.

Die Zellzahl der Endothelzellen wurde durch PET ebenfalls deutlich beeinflusst. Es ist
davon auszugehen, dass dies durch die erhohte Apoptoserate mitbegriindet ist. Was
allerdings zu der erhohten Rate flhrt, ist unklar. In der Literatur ist eine direkte

Apoptoseinduktion durch PET bisher nicht beschrieben.
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Eine mdgliche Erklarung ware eine schlechte Verankerung der Endothelzellen auf den
Biomaterialien, speziell am PET. Frisch und Francis beschrieben 1994 die Induktion von
Apoptose bei epithelialen Zellen, wenn bei diesen die Verbindung zwischen Zelle und
extrazellularer Matrix unterbrochen wird [37]. Sie nannten diesen Vorgang ,,Anoikis* —
aus dem Griechischen fiir ,,heimatlos®. Bereits 1993 hatten Meredith und Mitarbeiter ein
solches Phdnomen fur Nabelschnurendothelzellen beschrieben [75]. Die Zusammenhange
und Ablaufe von Anoikis sind mittlerweile intensiver untersucht worden. Eine Reihe von
Faktoren (z.B. Verlust von Zugkraftintegritdt im Zellverband, Integrin-Beeinflussung,
Degradation von Adhasionsmolekilen) kann Anoikis auslosen, allen gemein ist das
Ergebnis des Verlusts von Verbindungen zur extrazellularen Matrix mit der sich
anschlieRenden Initiierung des Apoptoseablaufs [37, 38, 75, 76, 123].

Betrachtet man die Oberflache der Materialien im Rasterelektronenmikroskop, so ist diese
nicht glatt, sondern zeigt abhangig vom jeweiligen Material UnregelmaRigkeiten (siehe
3.4.). Der Aufbau eines Zellverbands ist sicherlich auf diesen Untergrinden erschwert.
Daher konnte es sein, dass eine Apoptose aufgrund des teilweise durch die Zellen nicht zu
gewdhrleistenden Aufbaus einer Matrixstruktur zur Ansiedlung induziert wird, &hnlich
dem Verlust der Adhasion in der Matrix wie bei dem Anoikis-Phdnomen. Die extrem

dreidimensionale Struktur des PET erklart die hier signifikant erhéhten Apoptoseraten.

4.4.2. Glatte Muskelzellen

Die Apoptoserate der untersuchten Materialgruppen zeigte sich nicht deutlich abweichend
von der Apoptoserate der Kontrollgruppe. Die einzig signifikant gesteigerte Apoptoserate
war bei PET in der 48 Stunden Messung zu finden.

Wenngleich ebenfalls das Phanomen der Anoikis bei glatten GefaBmuskelzellen in der
Literatur beschrieben ist [74, 76], so schienen die hier untersuchten Zellen resistenter
gegen die Einflusse, die eine Apoptose ausldsen. Teilweise lagen die Apoptoseraten sogar

unterhalb der Raten der Kontrollgruppen.

4.4.3. Fibroblasten

Mit einer Ausnahme (PUR bei 24 h) lagen die Apoptoseraten der Fibroblasten in den
Materialgruppen Uber denen der Kontrollgruppen. Signifikanzen ergaben sich nach 24 und
72 h erneut fur das PET. Hier war die Anzahl der apoptotischen Zellen etwa doppelt so
hoch wie in der Kontrollgruppe.

Eine Erklarung, warum die 48 h Werte sich nicht signifikant unterschieden haben, fand

sich nicht.
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Interessant ist, dass PET offensichtlich in jeder der Zellreihen dieser Arbeit Apoptose
induziert, wenngleich nicht Uberall so klar ausgepragt wie bei den Endothelzellen.
Ahnliche Mechanismen wie bei Anoikis (siehe 4.4.1.) konnten zu diesem Anstieg der
apoptotischen Zellen gefiihrt haben. Ob die dreidimensionale Struktur des PET und damit
das Anoikis-Phdnomen wirklich urséchlich fiir das schlechtere Abschneiden dieses
Materials ist oder ob andere Einflussfaktoren eine Rolle spielen, bleibt noch durch

zukiinftige Untersuchungen zu klaren.
4.5. Rasterelektronenmikroskopie

4.5.1. Materialveranderungen

Unter 3.4.1. sind reprasentative Ausschnitte der rasterelektronenmikroskopischen
Aufarbeitung der Materialien nach Inkubation mit Endothelzellen fur sieben Tage
dargestellt. Im Anschluss an die Inkubation wurden die Zellen mit PBS abgespiilt, um das
Material genau beurteilen zu kénnen.

An allen drei untersuchten Materialien konnten keine Strukturverdnderungen oder
Degradierungen nachgewiesen werden, die durch die Aussaat der Endothelzellen und
deren Interaktion mit dem Material hatten entstanden sein konnen. Die Materialien stellten
sich nach der Versuchsdurchfiihrung unverandert dar.

In [12] wurden Herniennetze aus Polypropylen mit Fibroblasten fir 48 h inkubiert und
anschlielend eine vergleichbare elektronenmikroskopische Studie durchgefiihrt. Hier
zeigten sich bereits innerhalb des kurzen Inkubationszeitraums Spalten und Risse in den
Polypropylenfilamenten.

Die in dieser Arbeit beschriebenen Ergebnisse lassen mehrere Rickschliisse zu. Entweder
sind die GefaRersatzmaterialien hochwertiger und unterliegen keinem so leicht zu
induzierenden Materialverschleil3 oder die Endothelzellen interagieren nicht so stark mit
dem Kunststoff wie Fibroblasten.

Es sollten sich zur weiteren Aufarbeitung dieser Ergebnisse noch ergénzende
Untersuchungen anschlieBen, die sowohl eine langere Inkubationszeit als auch andere

Zellen einschlieBen kénnten.

4.5.2. Endothelzellbesiedlung

Es zeigte sich bei der Betrachtung der Prothesenoberflaichen nach der Endothelzell-

besiedlung, dass sich nur auf dem ePTFE nachweisbar Zellen abgesetzt hatten. Die
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Untersuchung sowohl der PET- als auch der PUR-Oberflache zeigte keine Zellen adhé&rent
an dem Kunststoff.

Viele Autoren hatten in der Vergangenheit gezeigt, dass zumindest PET und ePTFE
geeignete Materialien fur eine Zellaussaat sind [23, 51, 89, 113, 126]. Fields und
Mitarbeiter [35] gelang es auch, eine Polyurethanprothese zu besiedeln. Allerdings wurde
der Vorgang elektrostatisch unterstiitzt. Die Techniken zur Besiedlung waren bei den
Autoren teilweise unterschiedlich, auch gab es zahlreiche Veroffentlichungen (ber
Verbesserungsmoglichkeiten der Zellhaftung auf den Prothesen [92, 119, 129, 136].

In dieser Arbeit wurden die Zellen in Suspension tber das jeweilige Material ohne
spezielle Vorbereitungen gegeben, um die Vergleichbarkeit zu gewahrleisten. Fir die
Prothesen aus PUR und ePTFE hétte dieser Zustand ebenfalls dem der Implantation in der
klinischen Praxis entsprochen. Fur das hier verwendete gestrickte PET hatte man ein
Preclotting (siehe 1.1.3.1.) vor der Anwendung im Menschen durchgefihrt. Diese Technik
haben auch Herring und Mitarbeiter bei der Zellbesiedlung angewendet [51]. Eine
Verbesserung der Ergebnisse fur das PET in dieser Arbeit wére dadurch auch zu erwarten.
Das ePTFE zeigte im Vergleich zu den anderen untersuchten Polymeren keinen
signifikanten Einfluss auf die Zellzahl der Endothelzellen im untersuchten Zeitraum. Es
muss daraus geschlossen werden, dass sich dies auch positiv auf die Aussaatergebnisse

auswirkte.

4.6. Massenspektrometrie

Die Biomaterialien wurden fir diese Untersuchung (ber drei Tage mit bidestilliertem
Wasser bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurde das Wasser lyophilisiert und die
Lyophilisate im Massenspektrometer untersucht. Als Kontrolle fungierte ein Lyophilisat
aus dem Wasser, welches zur Inkubation genutzt wurde. Dieses war ebenfalls fur drei Tage
mit den gleichen Bedingungen behandelt worden.

Die Massenspektren der drei Ansdtze wurden unter 3.5. verglichen. Die Spektren des
ePTFE und der Kontrollen zeigten keine wesentlichen Unterschiede. Es ist davon
auszugehen, dass dieses Material durch die Inkubation mit Wasser keine Abbauprodukte
oder geldste Schadstoffe abgibt.

Bei den Polyurethanproben fand sich eindeutig ein Peak in allen drei Spektren, der in der
Wasserkontrolle nicht vorhanden war. Dieses zeigt, dass sich im Wasser geloste
Bestandteile fanden, die sich aus dem Polyurethan absetzten. Ob dies Stoffe sind, die

aufgrund des Fertigungsprozesses (z.B. Weichmacher) oder direkt als Abbauprodukt aus
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dem PUR entstanden sind, lieR sich mit dieser Untersuchung nicht klaren. Fir die ersten
Generationen der Polyurethane gab es den Nachweis eines im Tierversuch karzinogenen
Abbauprodukts, dem Toluylendiamin [50, 62]. Es ist allerdings nicht davon auszugehen,
dass sich diese Substanz bei den aktuellen Produkten wie der hier verwendeten Prothese
noch finden lasst.

Beim PET zeigten zwei von drei Spektren deutlichen Abweichungen im Vergleich zur
jeweiligen Wasserkontrolle. Es kam folglich auch hier zur Darstellung ausgeldster
Substanzen aus dem polymeren Kunststoff. Warum dieses in einer der drei Proben nicht
der Fall war, ist unklar. Moglicherweise war das Material der einen Probe aus einer
anderen Charge als das der beiden Proben, die die Abweichungen in den Spektren
erzeugten. Die Stoffe, die sich in den Lyophilisaten fanden, kdnnten z.B. Reste von zur
Verarbeitung oder Verpackung verwendeten Substanzen sein. Dann wére bei einer
eventuellen Anderung des Verarbeitungsvorgangs auch eine Anderung der
Stoffbeimengungen zu erwarten. In dem Fall der hier untersuchten Proben lie} sich eine
solche Veranderung z.B. uber Chargennummern nicht mehr ausschliel3en.

Grundsétzlich konnten diese nachgewiesenen Substanzen einen proliferationshemmenden
Einfluss auf die untersuchten Zelllinien durch das PUR und PET erklaren.

Die massenspektrometrischen Untersuchungen haben in dieser Arbeit eher einen
Pilotcharakter. Der Zweck dieses Experiments lag in der Aufdeckung neuer Gebiete der
Ursachenforschung flr die Einfllsse, die die synthetischen Materialien auf die Zellen
austiben. So zeichnete sich ab, dass ePTFE offensichtlich keine Stoffe auslost, die einen
Einfluss haben kdnnten. Fir dieses Material wurden auch keine erhéhte Apoptoserate und
kein  verdnderter  Proliferationsindex nachgewiesen. Auch im Bereich der
Zellzahlbestimmung zeichnete sich dieses Material als am wenigsten beeinflussend aus.
Das PET beeinflusste die relative Zellzahl der untersuchten Zellreihen deutlich und zeigte
als einziger untersuchter Kunststoff signifikante Einflisse auf die Apoptoserate. Des
Weiteren l6sten sich hier in zwei von drei Proben Substanzen aus dem Material. Es werden
aber weitere Studien benétigt, um zu beantworten, ob diese Substanzen die genannten
Einflisse ausldsen oder ob tberhaupt eine biologische Relevanz zu erkennen ist.

Fur die Polyurethane sind Abspaltprodukte bekannt. In dieser Untersuchung lielen sich
ebenfalls im Wasser geldste Substanzen nachweisen. Betrachtet man die Ergebnisse dieser
Studie, so beeinflusste das untersuchte PUR die Zellzahlbestimmung analog zum PET, die
Ergebnisse der durchflusszytometrischen Untersuchungen zeigten keine mafRgeblichen
Auffélligkeiten.
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Es sollten in jedem Fall weiterfihrende Untersuchungen folgen, um die massen-
spektrometrischen Ergebnisse der Lyophilisate des PUR und PET in groRerem Umfang zu
festigen. Auferdem muss Ziel weiterer Untersuchungen sein, die nachgewiesenen

Substanzen zu identifizieren und deren biologische Wirksamkeit nachzuweisen.

4.7. Schlussfolgerungen

Bis heute existiert kein GefaRersatz, der dem genuinen arteriellen Gefall in seinen
Eigenschaften vergleichbar ist. Wie unter 1.1.4. ausfihrlich dargestellt, sind synthetische
Ersatzmaterialien oft die einzig passende Mdoglichkeit einer erfolgreichen
Gefalrekonstruktion. Die daflr verwendeten Polymere haben sich seit fast 50 Jahren kaum
geédndert, wurden aber umfangreich weiterentwickelt.

Die Suche nach dem ,perfekten Ersatzgefa ist bis heute nicht abgeschlossen.
RegelmélRig werden weiter neue und verdnderte Materialien zur Verbesserung der
Offenheitsraten bei alloplastischem GeféaRRersatz im Tierversuch getestet bzw. evaluiert [59,
60, 63, 71, 130]. Die Anzahl von klinischen Vergleichsstudien und Metaanalysen ist
uniiberschaubar, auch bei einer groReren Auswahl lassen sich nur begrenzt Vorschlage
zum Einsatzgebiet der einzelnen Materialien festlegen [2, 3, 16, 28, 41, 58, 65-67, 73, 77,
93, 96, 118, 128]. In jedem Fall gilt, dass autologer Ersatz dem alloplastischen tberlegen
ist.

Die schlechteren Langzeitoffenheitsraten alloplastischer Prothesen sind maligebender
Antrieb fur die Suche nach den EinfluBfaktoren fiir den Wiederverschluf? eines GeféaRes
nach Rekonstruktion. Einige dieser EinfluRfaktoren sind identifiziert [44, 55, 70, 72, 138,
139]. Noch immer ist allerdings zum groBten Teil unklar, wie die Prothesenmaterialien auf
molekularer Ebene mit humanen Zellen interagieren.

In[12, 17, 30, 39] wird ein In-vitro-Modell zur Testung von Herniennetzen vorgestellt. Im
Bereich der Herniennetze, die zur Bauchdeckenrekonstruktion mit groRem Erfolg in
Hinblick auf die Rezidivrate implantiert werden, stellte sich vor allem die Frage einer
potentiellen malignen Entartung der Zellen nach Kontakt mit dem Biomaterial, da diese
Kunststoffe teilweise mehr als 50 Jahre im Patienten verbleiben. Trotz der einzelnen
Fallberichte Uber Weichteilmalignome, die bei Patienten nach Implantation einer
GefaBprothese entstanden waren [19, 84, 132], stehen hier die Mechanismen, die zum
GefaBverschluf? fuhren, im Vordergrund. Die Lebenserwartung der oft alten Patienten mit

Geféllersatz lasst in vielen Fallen die ohnehin seltene Tumorgenese im Bereich der Gefélie,
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die bisher nicht in annehmbaren Zusammenhang mit polymerem Ersatzmaterial steht, in
den Hintergrund treten.

Diese Arbeit bestétigt den Einfluss der untersuchten alloplastischen Materialien auf die
humanen Zellkulturen. Ein In-vitro-Modell kann nie ganz auf die komplexen Bedingungen
des lebenden Organismus ubertragen werden. Dennoch konnte diese Studie zeigen, dass
die reine Material-Zell-Interaktion ausreicht, einen Einfluss auf die humanen Zellen
auszuliben. PET loste speziell bei Endothelzellen, aber auch partiell bei glatten
Muskelzellen und Fibroblasten Apoptose aus.

Ob diese Einflisse nun durch die Oberflachenstruktur des Materials oder durch
abgespaltene bzw. herausgeldste Substanzen entstehen, wie sie in der Massenspektrometrie
nachzuweisen waren, bleibt fiir nachfolgende Untersuchungen zu klaren.

Fir die implantierenden Chirurgen sollte bei der Wahl der Ersatzmaterialien in Zusammen-
schau der Literatur ergdnzt durch die Ergebnisse dieser Arbeit weiterhin eine den
Maoglichkeiten des Patienten angemessene Zurlckhaltung in Hinblick auf alloplastischen
Gefaliersatz gelten.
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5. Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit war es, mit Hilfe eines In-vitro-Modells die Interaktion von
synthetischen GeféalRersatzmaterialien mit humanen Zelllinien zu untersuchen. Hierzu
wurden Stiicke von Polyethylenterephthalat (PET), Polyurethan (PUR) und gerecktem
Polytetrafluorethylen (ePTFE) separat mit Endothelzellen, glatten Muskelzellen und
Fibroblasten fir 72 Stunden inkubiert. Photometrisch mittels AlamarBlue-Assay wurde
nach 48 und 72 Stunden eine relative Zellzahl ermittelt, die auf den 24-Stundenwert
bezogen wurde. DurchfluBzytometrisch wurden nach 0, 24, 48 und 72 Stunden
Proliferationsindex und Apoptoserate gemessen. Als Vergleichswert diente fur alle Tests
eine analog behandelte Zellkontrolle ohne Kontakt zu Prothesenmaterial.

Des Weiteren wurden die Endothelzellanhaftung und mdgliche Materialverdnderungen
mittels der Rasterelektronenmikroskopie untersucht. Fir die morphologischen Analysen
wurden die Materialien fir sieben Tage mit Endothelzellen besiedelt. In einer Gruppe
wurden die Zellen nach der Inkubation abgespilt, um die Materialoberflichen ganz
beurteilen zu kénnen, in einer zweiten Gruppe wurden die Proben unverdndert fixiert, um
eine Zellabsiedlung zu evaluieren.

AbschlieRend wurden Proben von bidestilliertem Wasser nach 72-stindiger Inkubation mit
den jeweiligen Prothesenmaterialien lyophilisiert und massenspektrometrisch aufgearbeitet
und mit einer Probe ohne Kunststoffkontakt verglichen, um modgliche Abbauprodukte zu
identifizieren.

Die photometrische Zellzahlbestimmung zeigte im Vergleich zur Kontrolle signifikant
geringere relative Endothelzellzahlen nach Inkubation mit PET und PUR zu beiden
Untersuchungszeitpunkten. Bei den glatten Muskelzellen ergab die Untersuchung bei PET
und PUR einen signifikanten Einfluss nur nach 48 Stunden, die relative Zahl der
Fibroblasten war bei allen drei Materialien nach 48 und 72 Stunden signifikant niedriger
als die relative Zellzahl der Kontrollen.

Bei der durchfluRzytometrischen Untersuchung des Proliferationsindex fand sich nur ein
einziger signifikanter Unterschied bei den Fibroblasten fiir PUR nach 24 Stunden.
Insgesamt zeigte sich dieser Proliferationsmarker im Gegensatz zur Apoptoserate
unbeeinflusst. Hier konnte eine signifikante Induktion des programmierten Zelltods bei den
Endothelzellen durch PET nach 48 und 72 Stunden belegt werden. Ebenso zeigte PET eine
signifikant erhdhte Apoptoserate nach 48 Stunden bei den glatten Muskelzellen, bei den
Fibroblasten nach 24 und 72 Stunden. PUR und ePTFE l6sten keine Apoptose aus.
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Die morphologischen Betrachtungen unter dem Rasterelektronenmikroskop konnten
Materialveranderungen durch abgesiedelte Endothelzellen nach einem Inkubationszeitraum
von sieben Tagen ausschlielen. Des Weiteren fanden sich nur auf der ePTFE-Probe
adhérente Endothelzellen.

In der Massenspektrometrie konnten sowohl bei PUR als auch bei PET Substanzen
dokumentiert werden, die sich aus dem alloplastischen Prothesenmaterial gelost hatten. Im
Spektrum der ePTFE-Probe fanden sich keine abweichenden Massenwerte.
Zusammenfassend beeinflussen alle untersuchten Materialien die relative Zellzahl der
humanen Zelllinien negativ, wenngleich das ePTFE nur auf die Fibroblasten signifikant
einwirkte. PET induziert Apoptose bei allen Zelllinien, am deutlichsten bei den
Endothelzellen. Das Material mit dem geringsten Einfluss auf die Zellen ist ePTFE. Ob
dies daran liegt, dass sich hier in der Massenspektrometrie keine Substanzen in Lyophilisat
fanden und ob dies auch der Grund fir die bessere Zellabsiedlung auf der Oberflache ist,
missen weitere Untersuchungen zeigen.

Die schlechteren klinischen Ergebnisse und die Untersuchungen dieser Arbeit zeigen
allerdings erneut auf, dass die intensiven Bemihung nach neuen oder verbesserten
GefaBersatzmaterialien sowie den pathophysiologischen Hintergriinden fir die
Interaktionen zwischen Biomaterial und Organismus auch in Zukunft vorangetrieben
werden massen.

Um die in dieser Arbeit berichteten Ergebnisse statistisch zu ,beweisen® ist eine

Replikation mit konfirmatorischer Hypothesenpriifung zwingend.
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7. Anhang

7.1. Abklrzungen

°C Grad Celsius

Mg Microgramm

pl Microliter

pm Micrometer

A. Arteria

Abb. Abbildung

AR Apoptoserate

Aufl. Auflage

AV arteriovends

BD Firma Becton Dickinson

bidest. bidestilliert

bzw. beziehungsweise

cm? Quadratzentimeter

CO, Kohlenstoffdioxid

d.h. das heif3t

DNA Desoxyribonukleinséaure

EC Endothelzellen

ePTFE expanded (gerecktes) Polytetrafluorethylen
FACS Fluorescence activated cell sorting (Durchflusszytometrie)
FB Fibroblasten

FITC Fluoresceinisothiocyanat

FKS Fotales Kalberserum

g Gravitationskonstante

g Gramm

Go Gap O/Austritt aus dem Zellzyklus
G; Gap 1

G2 Gap 2

h Stunde/Stunden

i.U. Internationale Einheiten (Units)
kv Kilovolt
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M Mitose(phase)

mg Milligramm

ml Milliliter

mM Millimol

n Anzahl der Tests

ng Nanogramm

nm Nanometer

Nr. Nummer

PBS Phosphate Buffered Saline (Pufferldsung)
PET Polyethylenterephthalat
Pl Proliferationsindex

PTFE Polytetrafluorethylen
PUR Polyurethan

rel. Relativ(e)

S Synthese(phase)

SD Standardabweichung
U/min Umdrehungen pro Minute
V. Vena

VSMC glatte GefaBmuskelzellen (vascular smooth muscle cells)
z.B. zum Beispiel

7.2. Gerate

Durchflusszytometer FACScan

Liter

Firma Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Firma Heraeus, Hanau, Deutschland

Christ L1/Alpha 1

Firma Christ, Osterode, Deutschland

Feuchtbrutschrank

Lyophilisation

Fourier-transform ion cyclotron resonance
Massenspektrometer (FT-ICR MS), Apex 11
Firma Bruker-Daltonic, Billerica, Massachusetts,
USA

Zeiss Axioplan

Massenspektrometer

Phasenkontrastmikroskop

Firma Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland
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Photometer DU-640

Firma Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland
Programm CellQuest Version 3.2

Firma Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Programm SPSS Version 13.0

Firma SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA
Rasterelektronenmikroskop SEM505

Firma Philips/FEI, Eindhoven, Niederlande
Zentrifuge Rotanta/TR Hettich

Firma Andreas Hettich, Tuttlingen, Deutschland

7.3. Materialien

7.3.1. Nahrmedien

Endothelzellen:

Kaighn’s Modifikation von Ham’s F12 Medium (F12K) mit 2 mM L-Glutamin und 1,5 g/I
Natriumbikarbonat erganzt mit 10 % FKS, 0,1 mg/ml Heparin, 0,03 mg/ml Endothelial
Cell Growth Supplement und 100 i.U./ml Penicillin sowie 100 pg/ml Streptomycin

Fibroblasten:
Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM) mit 2mM L-Glutamin, 1 mM
Natriumpyruvat und 0,1 mM Non Essential Amino Acids sowie 1,5 g/l Natriumbikarbonat

erganzt mit 10 % FKS und 100 i.U./ml Penicillin sowie 100 pg/ml Streptomycin

Glatte Muskelzellen:

Kaighn’s Modifikation von Ham’s F12 Medium (F12K) mit 2 mM L-Glutamin und 1,5 g/I
Natriumbikarbonat ergéanzt mit 10 % FKS, 0,01 mg/ml Insulin, 0,01 mg/ml Transferrin, 10
ng/ml Natriumselenit, 0,03 mg/ml Endothelial Cell Growth Supplement, 0,05 mg/mi
Ascorbinsaure, 10 mM HEPES, 10 mM TES und 100 i.U./ml Penicillin sowie 100 pg/ml

Streptomycin
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Phenolrotfreies Medium flr den AlamarBlue Assay:
Dulbecco’s Medium ohne Phenolrot erginzt durch 10 % FKS, 1 % L-Glutamin, 1 %
Glucose und 6mM HEPES und 100 i.U./ml Penicillin sowie 100 pg/ml Streptomycin

7.3.2. Lésungen

Schweinegelatineldsung
FKS/PBS-L3sung
PFA-L6sung

Triton X 100-Ldsung

1 % Schweinegelatine gelst in PBS

0,5 % FKS gelost in PBS

4 % Paraformaldehyd gel6st in PBS

0,25 % Triton-X 100 geldst in bidestilliertem
Wasser

1 % FITC-konjugierter Ki-67 Antikorper geldst in
PBS

2 % Glutaraldehyd und 2 % Paraformaldehyd
geldst in 0.1 M Na-Cacodylat Puffer (pH 7.4)

Ki-67-FITC-Antikorper-Losung

Fixierlésung Monti-Grazia-Dei

7.3.3. Chemikalien

AlamarBlue Assay

Annexin V-FITC Apoptosis
Detection Kit I (Binding Puffer,
Annexin V-FITC,

Biosource, Solingen, Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Propidiumjodid)

Ascorbinséure

BD FacsFlow-Ldsung
Dulbecco’s Medium ohne
Phenolrot
EMEM-Medium
Endothelial Cell Growth
Supplement
F12K-Medium
FITC-konjugierter Ki-67
Antikdrper

fotales Kalberserum
Glucose

Glutaraldehyd

Sigma, Rédermark, Deutschland

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Gibco BRL, Berlin, Deutschland

ATCC, Manassas, Virginia, USA

Sigma, Rodermark, Deutschland

ATCC, Manassas, Virginia, USA

DakoCytomation, Glostrup, Danemark

Gibco BRL, Berlin, Deutschland
Gibco BRL, Berlin, Deutschland

Sigma, Rodermark, Deutschland
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Heparin

HEPES

Insulin
L-Glutamin
Natriumselenit
Paraformaldehyd
PBS
Penicillin/Streptomycin
Platin-Palladium
Schweinegelatine
TES

Transferrin
Triton-X 100
Trypanblau
Trypsin/EDTA

7.3.4. Zelllinien

Endothelzellen

Fibroblasten

Glatte GefaRmuskelzellen

7.3.5. Prothesenmaterialien

Polyethylenterephthalat

Polyurethan

verstrecktes Polytetrafluorethylen

Sigma, Rodermark, Deutschland
Gibco BRL, Berlin, Deutschland
Sigma, Rédermark, Deutschland
Gibco BRL, Berlin, Deutschland
Sigma, Rodermark, Deutschland
Sigma, Rodermark, Deutschland
PAA, Pasching, Deutschland
ATCC, Manassas, Virginia, USA
SCD 040, Balzers AG, Balzers, Liechtenstein
Sigma, Rédermark, Deutschland
Sigma, Rédermark, Deutschland
Sigma, Rodermark, Deutschland
Sigma, Rédermark, Deutschland
Sigma, Rédermark, Deutschland
PAA, Pasching, Deutschland

Zelllinie HIAE-55

Firma ATCC, Manassas, Virginia, USA
Produkt-Nr. CRL-2608 — Wistar Special Collection
Zelllinie MRC-5

Firma ATCC, Manassas, Virginia, USA
Produkt-Nr. CCL-171

Zelllinie T/G HA-VSMC

Firma ATCC, Manassas, Virginia, USA
Produkt-Nr. CRL-1999

Bard Sauvage Filamentous Fabric (gestricktes PET)
Firma Bard Peripheral VVascular, Tempe, Arizona,
USA

Expedial Vascular Heparinised Access Graft

Firma LeMaitre Vascular, Wrexham, United Kingdom
Lifespan Reinforced Expanded PTFE Vascular Graft

Firma Edwards Lifesciences, Irvin, California, USA
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7.4. Einzelwerte

7.4.1. Zellzahlbestimmung

7.4.1.1. Endothelzellen

Gruppe/Messzeitpunkt 24h 48h 72h
3,2047 1,8752 1,1462
4,1113 3,1294 2,0753
3,9063 3,5535 0,9268
2,3958 1,3817 1,0217
1,783 2,8045 1,2581
PET 3,5539 0,6484 0,6952
2,3064 1,5732 0,5372
3,3174 2,8069 2,154
2,83092 1,8935 0,3111
3,8523 3,2096 2,8903
3,4564 2,1267 2,2403
4,8362 2,4206 2,0638
3,8531 2,9776 3,1595
2,3483 3,5629 3,0347
ePTFE 2,6801 3,6687 3,7419
4,9233 4,1715 3,9447
4,5639 45726 4,5395
4,9619 4,7039 3,9806
4,4869 2,0775 1,1307
4,353 2,8487 2,3581
4,6793 2,2503 2,0756
3,6372 3,2079 2,2967
4,0823 3,702 3,1698
PUR 3,7528 3,5885 4,4184
4,2592 3,6705 2,6923
4,1301 3,844 2,5352
4,5325 3,3946 2,361
5,5528 4,7811 4,427
5,3357 4,7455 4,8465
4,9092 4,9288 6,1529
4,6456 5,6157 3,6894
4,7312 5,4519 7,7225
Kontrolle 45527 5,3542 7,3517
5,004 6,0393 5,8315
5,399 6,463 6,096
6,6584 7 5,7944

Tabelle 15: Einzelwerte der Zellzahlbestimmung (Endothelzellen)
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7.4.1.2. Glatte Muskelzellen

Gruppe/Messzeitpunkt 24h 48h 72h
4,2081 3,1569 3,303
3,9457 3,6968 2,6909
4,2384 3,685 3,2692
1,9442 1,2017 0,7153
2,4364 1,4986 1,2555
PET 2,1149 1,2309 0,9187
4,1639 3,666 4,1318
4,3635 3,0749 2,9831
6,3627 3,887 4,0352
5,283 5,284 3,1411
5,1186 6,5577 5,2088
5,4468 4,4386 4,5486
3,5897 1,7404 1,5012
4,1739 3,7468 2,968
ePTFE 3,9955 3,2427 1,8188
4,7238 7,1857 7,3456
5,4922 5,5881 7,4063
5,56 6,2452 7,0104
4,9737 3,9635 3,1196
5,4127 3,8032 3,8978
5,6342 45718 3,4052
2,8001 2,5415 1,5761
2,981 2,0163 1,3875
PUR 2,9972 1,179 0,3998
3,9801 4,463 5,0151
4,6179 4,3697 4,7316
4,3981 4,7824 4,6767
6,1027 6,6461 2,1137
5,8033 6,6771 2,1207
6,4195 7,9986 6,0226
3,8443 4,6969 2,4019
4,0841 5,7026 3,481
Kontrolle 4,8208 4,9296 1,9376
5,2327 6,2412 09,2308
6,1001 6,4014 8,836
5,7322 6,1777 8,5738

Tabelle 16: Einzelwerte der Zellzahlbestimmung (glatte Muskelzellen)
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7.4.1.3. Fibroblasten

Gruppe/Messzeitpunkt 24h 48h 72h
4,5563 3,8751 6,5617
4,4362 3,9515 5,8315
5,2013 4,6971 6,8552
1,6626 1,8573 3,1733
2,3333 2,7965 4,1715
PET 2,424 2,2984 1,8296
0,8251 0,7167 0,9387
1,2105 1,3099 2,1296
1,0263 1,066 1,7095
4,4062 4,053 4,9965
4,8056 3,9942 4,8336
3,2343 2,7418 3,1304
2,1617 2,3171 3,7762
2,1233 2,1581 2,7263
PUR 2,0568 2,4251 3,7023
1,0015 1,1397 1,8428
1,0584 1,2625 1,6338
1,0865 1,3681 2,1402
3,9163 4,1004 7,7285
6,278 6,8717 9,6552
6,2146 6,1743 10,1774
3,3764 5,2125 8,2515
3,2646 4,8754 8,632
Kontrolle PET/PUR 3,2126 5,5361 09,8063
1,3815 2,0855 3,5876
1,5842 3,0816 5,3611
1,4689 2,3569 5,376
2,3361 1,355 1,8612
2,3536 2,0893 3,2244
2,6241 3,1816 2,4249
5,9519 5,5683 6,952
8,0423 7,9586 10,2023
ePTFE 7,8522 7,3364 10,7288
6,0029 6,3572 7,896
6,2209 6,3856 8,4773
6,0577 6,8963 8,8025
4,1916 4,9145 10,6246
5,2089 6,8928 7,5888
5,3726 5,7596 10,3861
7,4739 8,2236 11,7536
7,3901 8,1432 12,2227
Kontrolle ePTFE 7,8627 8,8723 11,6572
7,9917 10,02 10,7217
7,6602 0,328 15,0126
8,0485 9,5032 11,4775

Tabelle 17: Einzelwerte der Zellzahlbestimmung (Fibroblasten)
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7.4.2. Proliferationsindex

7.4.2.1. Endothelzellen

Gruppe/Messzeitpunkt Oh 24 h 48 h 72 h

96,14 98,37 79,7 93,01
96,04 96,91 82,49 95

94,73 97,09 80,46 94,74

94,14 93,58 93,91 92,09

94,04 94,5 93,03 92,57

PET 94,22 94,4 93,9 94,03

92,59 94,26 96,71 91,68

90,41 92,57 94,21 91,56

91,77 94,81 97,15 92,41

96,14 97,15 83,42 94,49

96,04 95,53 81,11 92,55

94,73 96,53 81,39 90,96

94,14 93,63 91,7 90,07

94,04 91,62 93,61 91,36

PUR 94,22 94,02 92,72 90,73
92,59 94,53 94,04 90

90,41 94,04 95,77 88,86

91,77 92,56 91,38 85,3

96,14 97,27 89,56 92,66

96,04 96,05 84,97 96,33

94,73 96,55 85,76 96,28

94,14 93,91 94,45 94,41

94,04 96,65 96,09 95,42

ePTFE 94,22 93,08 93,6 90,02

92,59 95,15 92,09 88,25

90,41 95,52 93,38 91,28

91,77 95,27 93,01 92,42

96,14 95,91 87,58 93,05

96,04 96,08 81,89 93,55

94,73 95,25 86,17 94,99

94,14 95,8 91,68 91,86

94,04 91,55 93,03 92,94

Kontrolle 94,22 94,52 89,36 88,26

92,59 94,94 95,52 91,03

90,41 96,02 97,07 91,29

91,77 93,81 93,43 92,11

Tabelle 18: Einzelwerte der Proliferationsindexbestimmung (Endothelzellen)
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7.4.2.2. Glatte Muskelzellen

Gruppe/Messzeitpunkt Oh 24 h 48 h 72h
98.84 98,59 93.72 7951
98,08 98,75 925 80.21
97,89 99 93,55 XXX
95,74 94,29 99,34 9471
95,71 95,18 98.23 93,03
91,92 94,36 98,99 92,65
oET 98.7 98,29 97.75 68,76
98,68 974 97.73 67,37
98,25 96,73 97,84 62,78
99,25 98.4 98,07 97.78
98,54 98,62 98,55 98,66
98,21 98.2 98,41 97.39
98,84 98.65 97,82 82,36
98,08 98,54 9533 78.75
97,89 97.55 96,41 75,06
95,74 95,38 98.26 92.16
95.71 92,03 98,35 o4
91,92 93,25 98.73 93.74
SUR 98.7 97.61 94.92 71.97
98,68 98,08 93,83 75.05
98,25 97.22 92,04 73.38
99,25 97,44 96 4 96,36
98,54 98,16 96,49 97,68
98,21 96,91 97,56 95,61
98,84 99,27 95 51 84.18
98,08 98,05 95 61 82 63
97.89 98,61 94,54 84,03
95,74 94,71 98,92 953
95,71 97.56 98,45 95,56
91,92 98,28 99,16 94.29
98.7 98.7 97.48 71.82
ePTFE 98,68 98,83 9771 73,05
98,25 98,23 983 69,63
99,25 97.61 98,84 991
98,54 94,79 98,09 98,37
98.21 97.63 985 98.28
98,84 98,47 953 841
98,08 98,62 9591 8584
97,89 96,99 945 XXX
95,74 93,86 99,04 9557
95.71 95,78 99,03 96,38
91.92 9.8 99,16 952
Kontrolle 98.7 97.41 98,38 73.05
98,68 98,27 97.19 73.75
98.25 98.56 98,54 77.43
99,25 97.65 97 82 98,88
98.54 97.48 97.95 98,86
98,21 96,55 98.23 98,69

Tabelle 19: Einzelwerte der Proliferationsindexbestimmung (glatte Muskelzellen)
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7.4.2.3. Fibroblasten

Gruppe/Messzeitpunkt Oh 24 h 48 h 72 h
97,52 93,34 97,7 93,54

95,88 93,9 98,21 90,41

95,62 94,19 97,82 93,98

98,12 98,14 98,91 97,7

98,48 98,52 98,32 97,27

ePTFE 98,29 98,28 98,94 97,35
98,71 97,24 92,91 96,75

96,74 97,12 96,16 96,63

98,33 96 97,8 96,45

97,52 97,1 97,7 92,9

95,88 97,65 97,81 92,12

95,62 92,93 97,96 93,91

98,12 98,87 98,95 98,25

98,48 99,06 98,52 98,32

Kontrolle ePTFE 98,29 98,44 96,98 98,62
98,71 96,65 98,95 97,05

96,74 97,18 98,13 98,32

98,33 96,4 96,65 97,64

97,82 98,37 64,94 98,25

97,82 96,91 92,19 97,51

97,49 97,09 96,14 97,7

97,92 97,11 60,02 94,09

97,64 98,22 94,56 97,12

97,57 97,01 96,74 96,65

PET 97,67 95,21 96,22 80,26
96,99 94,84 96,04 81,46

96,96 55,74 94,42 81,07

95,72 67,15 94,79 78,1

95,96 96,07 94,51 75,64

95,78 96,37 95,12 76,05

97,82 98,43 97,69 98,34

97,82 97,74 97,4 97,58

97,49 94,94 96,75 99,06

97,92 97,71 97,02 97,73

97,64 99,19 97,22 95,84

97,57 96,29 96,87 98,17

Kontrolle PET 97,67 95,05 92,91 79,79
96,99 94,9 95,76 81,56

96,96 53,07 96,3 83,59

95,72 60,88 93,22 79,54

95,96 95,5 93,72 78,49

95,78 94,52 93,91 83,3
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97,37 96,36 98,37 98,27
97,89 94,7 97,77 98,66
97,66 94,32 98,7 97,16
98,79 98,65 99,02 99
97,05 97,44 97,1 99,18
PUR 98,48 97,76 97,49 99,49
98,3 97,76 89,73 98,11
98,29 95,55 95,34 97,83
97,93 95,37 96,72 51,41
97,37 97,96 96,95 97,07
97,89 97,71 97,95 98,17
97,66 98,69 97,91 97,26
98,79 96,23 97,67 99,16
97,05 98,13 96,52 98,87
Kontrolle PUR 98,48 96,73 98,21 99,57
98,3 99,42 98,03 98,69
98,29 98,79 98,42 99,07
97,93 97,85 97,38 97,77
Tabelle 20: Einzelwerte der Proliferationsindexbestimmung (Fibroblasten)
7.4.3. Apoptoserate
7.4.3.1. Endothelzellen
Gruppe/Messzeitpunkt Oh 24 h 48 h 72 h
4,71 6,01 9,94 9,67
5,64 6,53 7,55 6,85
4,77 6,23 10,66 6,6
3,97 6,3 13,61 16,12
3,65 4,63 12,33 15,05
PET 4,7 6,08 11,94 12,67
4,85 9,63 9,12 15,11
5,17 11,31 13,7 15,47
5,7 17,24 12,34 16,84
4,71 4,89 5,83 7,92
5,64 4,67 5,82 5,71
4,77 3,27 6,34 5,43
3,97 4,11 7,07 8,34
3,65 4,22 7,99 8,59
PUR 4,7 6,06 11,24 7,32
4,85 7,75 5,83 8,45
5,17 12,19 10,56 13,36
5,7 8,43 7,01 10,12
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4,71 4,72 7,68 5,07
5,64 6,38 6,08 5,69
4,77 5,56 7,49 6,01
3,97 5,03 9,23 9,29
3,65 5,42 8,87 7,8
ePTFE 4,7 5,61 11,27 9,45
4,85 7,79 9,28 16,32
5,17 8,03 9,29 7,09
57 11,78 6,84 8,21
4,71 4,56 5,62 5,31
5,64 4,21 4,38 51
4,77 4,49 4,13 4,47
3,97 6,96 8,5 9,48
3,65 5,46 9,35 12
Kontrolle 47 7,31 8,51 7,18
4,85 7,51 55 8,36
5,17 6,91 4,73 6,38
5,7 8,2 7,74 5,23
Tabelle 21: Einzelwerte der Apoptoseratebestimmung (Endothelzellen)
7.4.3.2. Glatte Muskelzellen
Gruppe/Messzeitpunkt Oh 24 h 48 h 72 h
2,94 2,68 4,61 3,1
3,32 4,61 5,51 4,32
3,68 6,94 5,75 9,82
2,91 4,52 3,98 1,77
5,47 6,53 4,14 3,69
4,44 6,47 3,62 4,43
PET 3,61 4,39 4,64 3,21
3,61 8,2 3,8 3,43
3,72 7,01 3,82 3,84
2,35 4,64 3,89 3,01
3,22 4,13 4,39 2,94
3,36 6,6 3,76 4,01
2,94 3,96 4,47 2,88
3,32 4,31 4,12 4,02
3,68 4,45 4,08 2,89
2,91 5,75 3,5 2,89
5,47 6,07 3,75 2,77
4,44 8,06 4,2 2,88
PUR 3,61 59 3,21 2,69
3,61 5,06 4,07 2,62
3,72 5,79 3,23 3,85
2,35 7,03 3,12 3,45
3,22 8,54 3,82 2,99
3,36 2,98 4,69 2,72
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2,94 7,78 4,57 5,28

3,32 10,51 4,04 4,84

3,68 7,52 4,27 3,9

2,91 8,01 3,62 3,21

5,47 6,58 3,23 3,91

4,44 7,18 4,22 2,67

ePTFE 3,61 6,47 3,52 2,75
3,61 59 3,35 2,33

3,72 5,97 3,3 2,91

2,35 5,31 4,56 3,82

3,22 4,94 4,8 3,23

3,36 1,97 3,95 3,34

2,94 3,94 4,27 3,31

3,32 5,01 3,7 3,97

3,68 5,88 3,48 XXX

2,91 7,26 3,79 2,84

5,47 8,3 4,03 2,91

4,44 8,36 3,64 3,04

Kontrolle 3,61 6,18 3,25 3,27
3,61 5,57 3,15 2,71

3,72 51 XXX 2,47

2,35 6,62 1,93 3,88

3,22 6,32 3,54 3,8

3,36 5,8 5,25 2,86

Tabelle 22: Einzelwerte der Apoptoseratebestimmung (glatte Muskelzellen)
7.4.3.3. Fibroblasten

Gruppe/Messzeitpunkt Oh 24 h 48 h 72 h
0,5 5,72 7,03 4,37

0,35 6,55 8,03 4,24

0,43 6,61 4,63 3,3

1,39 1,98 2,29 4,7

2,14 2,99 3,61 6,73

ePTFE 2,49 5,64 4,82 5,73
2,09 3,69 57 3,92

3,5 5,52 6,59 6,02
3,07 8,85 8,22 11,39

0,5 10,55 2,85 2,44

0,35 9,14 3,33 2,06

0,43 6,92 7,78 2,15

1,39 3,31 2,33 3,43

2,14 2 0,02 4,88

Kontrolle ePTFE 2.49 1,68 3,36 3,27
2,09 3,55 4,51 6,78

3,5 4,07 6,36 9,24

3,07 3,58 7,72 5,54
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1,74 16,88 6,4 3,81
3,36 5,48 6,79 1,17
2,71 7,86 2,87 1,21
1,59 7,82 3,31 4,78
1,83 11,48 1,71 1,83
1,33 4,61 4,61 8,89
PET 3,05 12,94 3,8 2,46
3,78 9,54 9,12 2,57
5,2 8,19 7,18 7,41
2,15 7,31 3,98 5,16
2,91 9,18 2,02 4,25
2,8 6,95 2,89 6,04
1,74 2,87 6,23 0,66
3,36 3,05 3,28 1,34
2,71 2,73 4,19 1,6
1,59 2,29 3,73 1,17
1,83 3,05 3,26 1,54
1,33 2,51 4,99 1,62
Kontrolle PET 3,05 6,17 4,26 3,87
3,78 6,02 5,8 3,22
5,2 5,69 5,1 3,03
2,15 4,29 2,47 3,06
2,91 3,77 2,97 1,65
2,8 4,33 4,07 1,56
1,3 2,22 6,91 10,08
1,75 3,18 18,59 12,09
2,04 2,66 8,48 12,12
2,13 1,75 12,84 7.9
3,62 1,24 7,24 4,6
PUR 3,13 1,77 6,29 9,97
0,91 3,28 2,67 2,76
1,86 5,14 2,25 4,97
1,35 5,42 2,91 3,89
1,3 5,3 7 9,06
1,75 4,9 2,76 7,86
2,04 5,57 9,93 8,05
2,13 2,92 5,15 3,37
3,62 3,16 5,46 3,36
Kontrolle PUR 3,13 3,69 6,19 5,83
0,91 5,06 3,79 1,84
1,86 2,92 2,86 2,34
1,35 4,71 3,92 1,83
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7.5. Zusatzstatistik zur Zellzahlbestimmung

Wie unter 3.1. dargestellt wurde, folgt hier die Darstellung der absoluten Mittelwerte mit

Standardabweichungen zur Zellzahlbestimmung zu den Zeitpunkten 24, 48 und 72

Stunden. Desweiteren wurden hier zur Diskussion der Ergebnisse deskriptiv die

Verénderung der absoluten Werte der Zellzahlbestimmung Uber die Zeit statistisch

aufgearbeitet. Die Werte sind als Absorptionszahlen in der Einheit % Reduktion pro

Stunde angegeben und korrelieren mit der absoluten Zellzahl. Statistisch verglichen
wurden die Zeitpunkte 72 h gegen 24 h, 48 h gegen 24 h und 72 h gegen 48 h.

7.5.1. Endothelzellen

24 h 48 h 72h p-Werte
Gruppe | Mittelwert (= SD) | Mittelwert (£ SD) | Mittelwert (+ SD) | 72h - 24h | 48h - 24h | 72h - 48h
PET 3,045 (0,78) 2,185 (0,94) 1,125 (0,63) 0,008 0,066 0,011
PUR 4,213 (0,35) 3,176 (0,65) 2,560 (0,89) 0,011 0,008 0,028
ePTFE 3,942 (0,97) 3,490 (0,90) 3,288 (0,83) 0,110 0,314 0,110
Kontrolle 5,199 (0,65) 5,598 (0,78) 5,768 (1,30) 0,441 0,086 0,859

Tabelle 24: absolute Daten zur Zellzahlbestimmung EC mit Mittelwert (n = 9) in % Reduktion pro Stunde
mit Standardabweichung (SD) und p-Werte der Signifikanzanalyse zwischen den einzelnen Zeitpunkten
gruppenintern (Wilcoxon-Test fiir Paardifferenzen)
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7.5.2. Glatte Muskelzellen

24 h 48 h 72 h p-Werte
Gruppe | Mittelwert (+ SD) | Mittelwert (£ SD) | Mittelwert (+ SD) | 72h - 24h | 48h - 24h | 72h - 48h
PET 3,753 (1,39) 2,789 (1,14) 2,589 (1,31) 0,008 0,008 0,214
PUR 4,200 (1,08) 3,521 (1,29) 3,134 (1,66) 0,051 0,066 0,086
ePTFE 4,820 (0,73) 4,892 (1,76) 4,550 (2,34) 0,678 0,953 0,374
Kontrolle 5,350 (0,92) 6,163 (0,99) 4,969 (3,19) 0,594 0,008 0,374

Tabelle 25: absolute Daten zur Zellzahlbestimmung VSMC mit Mittelwert (n = 9) in % Reduktion pro
Stunde mit Standardabweichung (SD) und p-Werte der Signifikanzanalyse zwischen den einzelnen
Zeitpunkten gruppenintern (Wilcoxon-Test fir Paardifferenzen)

7.5.3. Fibroblasten

24 h 48 h 72h p-Werte
Gruppe | Mittelwert (+ SD) | Mittelwert (£ SD) | Mittelwert (+ SD) | 72h -24h | 48h - 24h | 72h - 48h

PET 2,631 (1,68) 2,508 (1,42) 3,689 (2,26) 0,015 0,314 0,015

PUR 2,437 (1,42) 2,384 (1,08) 3,198 (1,23) 0,015 0,953 0,008

ePTFE 5,271 (2,26) 5,236 (2,41) 6,730 (3,38) 0,021 0,859 0,015
Kontrolle

1x 3,411 (1,86) 4,477 (1,69) 7,620 (2,33) 0,008 0,011 0,008
Kontrolle

o 6,800 (1,46) 7,962 (1,76) 11,272 (1,95) 0,008 0,008 0,008

Tabelle 26: absolute Daten zur Zellzahlbestimmung FB mit Mittelwert (n = 9) in % Reduktion pro Stunde
mit Standardabweichung (SD) und p-Werte der Signifikanzanalyse zwischen den einzelnen Zeitpunkten
gruppenintern (Wilcoxon-Test flir Paardifferenzen)
*Kontrolle 1 war die Kontrollgruppe zu PET und PUR, Kontrolle 2 war die Kontrollgruppe zu ePTFE

(vergleiche auch 3.1.3.)
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