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Kurzreferat: Um den steigenden Bedarf an schmalkalibrigen GefalRprothesen mit klinisch
sicher verwendbarer Blutkompatibilitdt zu decken, bedarf es weiterer Forschung. Diese
Arbeit beschaftigt sich mit der Modifizierung der inneren Oberflachen von Prothesen aus
bakterieller Nanozellulose (BNC) und deren Auswirkungen auf die Aktivierung der
Immunabwehr, sowie das Gerinnungs- und Komlementsystem.

Versuchsgegenstand waren funf verschiedene Prothesen, synthetisiert in einem Bioreaktor,
die sich durch unterschiedliche Oberflachenrauigkeiten auszeichneten. Sie wurden unter
kérperahnlichen Bedingungen im Chandler-Loop Modell dem Erstkontakt mit menschlichem
Blut ausgesetzt. Die Blutproben wurden anschliellend im Hinblick auf verschiedene direkte
und indirekte  Marker der menschlichen Immunreaktion,  Gerinnungs-  und
Komplementkaskade untersucht, sodass die einzelnen Prothesenmodifikationen hinsichtlich
ihrer Blutkompatibilitat untersucht werden konnten. Ein besonderer Blick lag dabei auf den

verschiedenen Oberflachenrauheiten der Prothesen und ihrem Einfluss.
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1 Einflihrung

1.1 Ausgangssituation

Jahrlich sterben laut World Health Organization (WHO) weltweit fast 18 Millionen Menschen
an kardiovaskularen Erkrankungen, die somit mit einem Anteil von Uber 30 % eine der
haufigsten Todesursachen darstellen [1]. Neben cerebrovaskularen Erkrankungen,
angeborenen Herzfehlern, Endokarditiden und der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit
(PAVK) gehort auch die koronare Herzerkrankung (KHK) zu den kardiovaskularen
Erkrankungen. In Deutschland waren im Jahr 2019 35 % der Todesfélle auf Erkrankungen
des Herz-Kreislauf-Systems zurlickzufiihren [2]. Da aktuell keine kausale Therapie der KHK
existiert, stehen neben der Risikofaktorreduktion symptomatische Therapien zur
Wiederherstellung des Blutflusses im Vordergrund. Trotz einer deutlichen Zunahme
interventioneller Therapiemdoglichkeiten und damit verbundener Stentimplantationen in den
letzten Jahren [3] ist die koronare Bypassoperation bei komplexer KHK unumganglich und
stellt daher beim Patientenkollektiv mit fortgeschrittener KHK den Goldstandard dar [4]. Allein
in Deutschland wurden im Jahr 2019 annéahernd 45 000 Bypassoperationen durchgefihrt [5].
Aufgrund des demographischen Wandels ist mit einer Zunahme komplexer Falle mit
Indikation zur operativen Revaskularisation zu rechnen, womit der Anspruch an eine

moderne Bypasschirurgie untermauert wird [6].

1.2 Der koronare Bypass

Beim koronararteriellen Bypass handelt es sich um eine symptomatische Therapie
verschlossener oder verengter Koronargefalle. Ziel ist die Umgehung des betroffenen

Gefalabschnittes mithilfe eines anderen Gefalles oder einer Gefallprothese zur



Wiederherstellung des Blutflusses in die betroffenen Areale des Herzmuskels (siehe Abb. 1).
Aktuell ist der Goldstandard fiir koronare Bypasse der autologe Gefaliersatz, insbesondere
die Arteria mammaria interna oder die Vena saphena magna werden zumeist verwendet.
Haufig besteht bei betroffenen Patienten jedoch das Problem, dass die autologen Gefalie
aufgrund von Begleiterkrankungen in einem qualitativ schlechten Zustand sind, bereits fir
vorherige Operationen genutzt wurden oder ihre Verwendung fir den Patienten Risiken birgt

[7,8,9,10].

Aorta Truncus pulmonalis

Vena cava superior

Bypassgefalle
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Abbildung 1: Schematische Darstellung koronararterieller Bypasse zur Uberbriickung von Verschliissen der
Koronargefafe (Herzsymbol von https://smart.servier.com)
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Daher wurde in den letzten Jahrzenten mit synthetischen Prothesen experimentiert, um
deren Eigenschaften zu verbessern und diese autologen GefdRen anzunahern [11]. Als
Grundmaterial haben sich die Kunststoffe ,expandiertes Polytetrafluorethylen' (ePTFE, Gore-
Tex®) und ,Polyethylenterephthalat’ (DAC, Dacron®) bewahrt. Sie l6sen nur geringe
Immunreaktionen aus und werden nicht von koérpereigenen Enzymen abgebaut [12,13].
Wahrend der groRlumige Geféallersatz mit diesen Prothesen im Bereich der Aortenchirurgie
mittlerweile Standard ist, konnten sie sich bei kleineren GefalRdurchmessern (< 5 mm) bisher
nicht durchsetzen. Grund dafir sind die, in vielen Studien beobachtete, hohe
Thrombogenitat, die Fibrosierung und die Intimahyperplasie bei Durchmessern im Bereich

derer von Koronargefafen [14,15,16,17,18].

1.3 Bakterielle Nanocellulose als Material fiir schmalkalibrigen Gefalersatz

Es existieren diverse Forschungsansatze, um schmalkalibrige Gefalprothesen mit
verbesserten In-vivo-Eigenschaften zu produzieren. Dabei kann zwischen zellularen und
azellularen Prothesen unterschieden werden: Unter zelluldren Prothesen ist ein Gefalersatz
zu verstehen, der bei der Implantation bereits eine teilweise oder vollstandige Zellbesiedlung
aufweist. Geforscht wird zum Beispiel an der Aufbereitung von Umbilikalvenen oder der In-
vitro-Anzucht biologischer Gefalle aus autologen Zellen [19,20,21]. Azellulare Prothesen
hingegen fungieren als Gerist, das nach Implantation eine In-vivo-Zellbesiedlung,
entsprechend der physiologischen Dreischichtung des GefalRendothels aus Intima, Media
und Adventitia, ermoglicht und bestenfalls beschleunigt. Vorteilhaft ist bei dieser Methode die
schnellere und breitere Verfugbarkeit der Prothesen durch einfachere Herstellung und
Lagerung. Bereits verwendete azellulare, synthetische Gefalprothesen fir grofRe
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Durchmesser sind die bereits genannten Kunststoffe ePTFE und DAC. Fir kleine
Durchmesser wird beispielsweise bakterielle Nanocellulose (BNC), ein biologischer,

azellularer Ansatz, als vielversprechend angesehen [22,23].

Bakterielle Nanocellulose ist bereits seit Gber 100 Jahren bekannt [15,24,25] Sie wird vom
gramnegativen Bakterium Gluconacetobacter xylinus extrazellular in einem Kulturmedium
gebildet. Fur die medizinische Forschung weist die Synthese durch Bakterien folgende
vorteilhafte Eigenschaften auf:

- hohe Bio- und Blutkompatibilitat, da keine zusatzlichen biogenen Substanzen, wie
Hemicellulose, Lignin oder Pectin enthalten sind, auf die der menschliche Kérper mit
Inflammation und Abstol3ung reagieren kénnte [24,26]

- hohe Kristallinitdt von 80 bis 90 % und eine ultrafeine Netzwerkstruktur mit einem
Hundertstel des normalen Faserdurchmessers, was eine enorme Zugfestigkeit bis in
Bereiche der Zugfestigkeit von Stahl oder Kevlar gewahrleistet [15]

- hoher Polymerisationsgrad, mit Wiederholungen von mehr als 2000 bis 10 000
Einheiten [25]

- Wasserspeicherkapazitat, die etwa hundertfach hoéher ist als die von normaler
Cellulose [13]

- individuelle Formbarkeit, entsprechend dem Nutzen, und Beibehaltung dieser Form in
vivo [15]

- keine Zersetzung in vivo, da dem Menschen das Enzym Cellulase fehlt [27]

Aufgrund dieser Eigenschaften ist BNC in der Medizin schon weit verbreitet. Es gibt
Forschungsansatze zur Verbesserung der Nervenregeneration, zu Knochen- und

Knorpeltransplantaten, zu Kontaktlinsen sowie zu Zahn- und Gefél3ersatz [15,25,28].



Im medizinischen Alltag werden Cellulose-Patches bereits bei Verbrennungen und
Wundheilungsstérungen verwendet [15].

Die ideale GefalRprothese muss ausreichende mechanische Stabilitdt, ein geringes
Verschlussrisiko  durch  wenig  Intimahyperplasie = sowie eine  physiologische
Endothelauskleidung nach Implantation gewahrleisten [29]. Wilnschenswert fir eine
schmalkalibrige Gefalprothese ware zusatzlich eine Oberflache mit geringer Thrombogenitat
und Immunaktivierung, um frilhzeitige Okklusionen zu vermeiden [29]. Bezuglich dieser

Oberflacheneigenschaften besteht weiterer Untersuchungsbedarf.

1.4 Voruntersuchungen und daraus gezogene Konsequenzen fiir aktuelle

Studie

Die Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Jens Wippermann forscht seit mehreren Jahren zu
schmalkalibrigen Prothesen aus bakterieller Nanocellulose. Es wurden bereits Klein- und
Grol¥tierexperimente durchgefihrt, um die Prothesen unterschiedlichen Drucksystemen
auszusetzen. Weiterhin wurden der Einfluss dualer Thrombozytenhemmung nach
Implantation untersucht [13,23,30,31,32]. Die Entwicklung ist in Tabelle 1 zusammen
gefasst. Dazu wurden im Verlauf die BNC-Prothesen von anfangs 0.5 mm auf klinisch

relevante Langen von 10 cm verldngert und ihre Wanddicke wurde angepasst (siehe Abb. 2).

Abbildung 2: Bionanocellulose-Prothese im Quer- und Langsschnitt

10



Tabelle 1: Chronologische Ubersicht (iber die bisher durchgefiihrten Versuche. Dargestellt sind die jeweiligen
Versuchstiere (Kapseln markieren die Einnahme der doppelten Thrombozytenaggregation mit Acetylsalicylsaure
(ASS) und Clopidogrel), die Malte der verwendeten Prothesen, die Offenheitsraten zum Versuchsende und die

Versuchsdauer (mm: Millimeter; cm: Zentimeter; Tiersymbole von https://smart.servier.com)

Versuchstierzahl Wanddicke / Linge Offenheitsraten Zeitraum
(Implantation in Arteria Durchmesser (incm) | (am Versuchsende)
carotis)
1| 20x &5 0,7 mm / 0,4-0,6 100 % 1 Monat
. 1mm
2| sx 4 0,7 mm/ 0,5 100 % 1Jahr
- 1-3 mm
3| 8x o= 0,6—1mm/ 1 87,5% 3 Monate
3-3,7mm
U 2-35mm/
4 10 x A 3_4mm 10 50% 3 Monate
Us 1-2,5mm/
9x A 4-5mm 10 0% 9 Monate
5 i N
LS 1-2,5mm/
9x X A O e 4-5mm 10 67 % 9 Monate
A 1-2,5mm/ .
6 5x A O O 4-5mm 10 80 % 9 Monate
s modifiziert

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass in den bisherigen Versuchen der
Arbeitsgruppe die Offenheitsrate noch nicht auf ein klinisch akzeptables Mafl3 von > 90 %
nach zwolf Monaten erhéht werden konnte. Lediglich erste Orientierungsstudien in Ratten
mit klinisch nicht relevanten Langen und Durchmessern zeigten eine 100%ige
Offenheitsrate, was die Eignung des Materials BNC bestatigt. In folgenden Tierversuchen in
Schweinen oder Schafen mit Prothesen mit klinisch relevanten Dimensionen konnte dies
noch nicht bestatigt werden. Generell haben sich in der Forschung zu schmalkalibrigen
Gefaliprothesen wiederkehrende Mechanismen gezeigt, die haufig zu Transplantatversagen

fuhren: eine hohe Thrombogenitdt der Prothesenmaterialien, eine Uberschiel3ende
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Proliferation der Neointima mit Einengung des GeféalRlumens und eine immunvermittelte
AbstoRung der Prothese [33,34].

Da der initiale Kontakt zwischen Prothese und Blut direkt nach der Implantation von
azellularen Prothesen unvermeidbar ist, stellt die Reduktion der thrombogenen und
inflammatorischen Prozesse einen Schliisselfaktor fir die folgende In-vivo-Besiedlung mit
korpereigenen Zellen und letztlich fur die Langzeitoffenheit dar. Um zufriedenstellende
Ergebnisse mit BNC-Prothesen relevanter GroRe erreichen zu kdnnen, missen zuerst
grundlegende Daten zur Thrombogenitat und Immunaktivierung der verwendeten Prothesen
erhoben werden. Es ist bekannt, dass BNC zu einer Aktivierung der Gerinnungs- und
Komplementkaskade fihrt [22]. Unklar ist jedoch, ob sich diese Aktivierung durch eine
oberflachenveranderte Prothese reduzieren lasst. Aus der Literatur ist bekannt, dass glattere
Oberflachen in schmalkalibrigen Gefalien zu einer reduzierten Thrombogenitat fihren [35]
[36]. Da die Oberflachenbeschaffenheit bzw. -rauheit entscheidend fiir die Thrombogenitat
einer Prothese zu sein scheint, wurde die Aufmerksamkeit in dieser In-vitro-Studie auf die
Reaktion des Blutes in den ersten Stunden nach Kontakt mit den Prothesenoberflachen
gelegt. Es wurden BNC-Oberflachenprofile verschiedener Strukturen und Rauheiten (siehe
Kap. 2.1) mit bekannten synthetischen Prothesen (ePTFE und DAC) verglichen. Der
Versuchsaufbau wurde mithilfe der Empfehlungen und Hinweise der DIN ISO 10993-4
(Biologische Beurteilung von Medizinprodukten — Teil 4: Auswahl von Prifungen zur
Wechselwirkung mit Blut), in der die Bioblutkompatibilitdt von medizinischen Materialen
festgelegt ist, konzipiert [37,38]. Die Grundlage bildete ein modifiziertes Chandler-Loop-
Modell, wie von Fink et al. [22] beschrieben (siehe Kap. 2.2). Dieses ermoglicht es, die
Interaktion von tubuldren Prothesen und Blut unter kérperahnlichen Bedingungen zu

analysieren. Rotationsgeschwindigkeit, Temperatur und Versuchsdauer kénnen manuell
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gesteuert werden. In der hiesigen Studie wurde das Blut hinsichtlich folgender Punkte
analysiert:

- Veranderung der Zellzahlen des Blutes

- Aktivierung und Anhaftung der Blutzellen

- ausgewahlte Mechanismen der Immunreaktion

- Aktivierung der Gerinnungskaskade

- Aktivierung der Komplementkaskade

Die uUbergeordnete Fragestellung dieser Arbeit lautet: Kann die Blutkompatibilitat
schmalkalibriger BNC-Prothesen durch die Modifizierung der Oberflachenstruktur verbessert

werden?

Diesbeziiglich wurden im Vorfeld folgende Untersuchungshypothesen aufgestellt:

1) BNC-Prothesen mit glatten Oberflachen fuhren zu einer geringeren Adhé&sion von
Zellen des peripheren Blutes als raue Oberflachen.

2) BNC-Prothesen mit glatten Oberflachen flihren zu einer geringeren Aktivierung der
Leukozyten und damit auch der immunologischen Abwehrmechanismen als raue
Oberflachen.

3) BNC-Prothesen mit glatten Oberflachen flihren zu einer geringeren Aktivierung der
Gerinnungskaskade als raue Oberflachen.

4) BNC-Prothesen mit glatten Oberflachen fiihren zu einer geringeren Aktivierung der

Komplementkaskade als raue Oberflachen.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Prothesen

Die verwendeten BNC-Transplantate wurden mittels der Matrix Mobile Reservoir Technology
von KKF Polymers in Jena hergestellt [39]. Die BNC-Bildung erfolgt entlang einer
strukturgebenden Formvorlage (Template), wobei die BNC-Oberflachen mithilfe
verschiedenartiger Templates und Nachbearbeitungsverfahren modifiziert wurden. Es
entstanden vier neuartige Oberflachen (siehe Tabelle 2 und 3), die zusatzlich zu der

urspringlichen Prothese (STD, Standard) aus den Vorversuchen untersucht wurden.

Tabelle 2: Modifikationen der neuen BNC-Prothesen [39].

Invertieren (INV) - Die Prothese wurde manuell gedreht, sodass die zuvor

aulenliegende Oberflache nun zum Lumen zeigt.

Invers (GLAS) - Die Prothese wurde an der Innenseite eines Glasréhrchens
gebildet. Die luminale Oberfliche hatte nie Kontakt zum

Gerust.

partielle Trocknung (PT) | - Nach dem Entstehungsprozess wurde ein Luftstrom durch die

Prothese geleitet, um die luminale Seite anzutrocknen.

gleichmaBig offenporige
Oberflache (GOO) - Die innerste Schicht der Prothese wurde herausgelést und

verworfen.
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Tabelle 3: Darstellung der vier Modifikationen der BNC-Prothese im Vergleich zum urspriinglichen (Standard-)
Modell. ,Nachbehandlung‘ bezeichnet den Ublichen Reinigungs- und Sterilisationsprozess bei der Herstellung von
BNC-Prothesen [39]. Mit freundlicher Genehmigung vom Verlag PLOS, nach Wacker et. al [40] bearbeitet.

Standard
Nachbehandlung
Invertiert
Nachbehandlung und manuelle Drehung
Invers
MNachbehandlung _

Partielle
Trocknung
Nachbd'uandlung Luftdurchstrom )

GleichmaRig
offenporige Entfernung der
Oberﬂache Nachbd"uandlung |nnEf5tenENC 54:h||:ht
Legende: . Bambus-Template Glas-Rihrchen |Innerste BMNC-5chicht Innere BNC-5chichten . Aukere BNC-Schichten

Alle verwendeten Prothesen wurden vor Versuchsbeginn mit einem Konfokalmikroskop
untersucht, um ihre Oberflachen darzustellen (siehe Abbildung 3) und die Rauheit (Rautiefe,
R;) zu messen. Die mittlere Rautiefe R; wurde abweichend von der allgemeinen Definition
Uber neun statt funf Einzelmessstrecken ermittelt [41]. Alle Prothesen wiesen mit einer Lange
von 50.0 mm, einem Durchmesser von 5.0 mm und einer Wandstarke von 1.0 mm
einheitliche Malte auf. Die synthetischen Prothesen, DAC und ePTFE, wurden ebenfalls mit

einer Lange von 50.0 mm und einem Durchmesser von 5.0 mm verwendet.
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R; = 8.16 | GLAS

Abbildung 3: Oberflachenrauheit der sieben verwendeten Prothesen. Mafistabsleiste entspricht 200 um. Mit

freundlicher Genehmigung vom Verlag PLOS, nach Wacker et. al [40].

2.2 Chandler-Loop-Modell

Das Chandler-Loop-Modell (ebo kunze / industriedesign, Neuffen, Deutschland) ist ein
System zur In-vitro-Testung der Blutkompatibilitat, mit dem Wechselwirkungen zwischen Blut
und tubularen Gefalimplantaten untersucht werden kénnen. Mit dem Ziel, den Prozess der
Thrombusbildung zu untersuchen, entwickelte A. B. Chandler in den 1950er Jahren dieses
Rotationsmodell [42]. Es besteht aus einem warmeregulierbaren Wasserbad und einer
rotierenden Halterung fur Schlduche, die Uber Konnektoren zu Ringen (Loops) verbunden
wurden (siehe Abb. 4 und 5). Fir die Untersuchung der Biokompatibilitdt der Prothesen
wurde das Wasserbad auf 37.0 °C erwarmt und die Rotationsgeschwindigkeit auf 30 U/min
eingestellt. Dies fuhrt zu einem Blutfluss mit einer Geschwindigkeit von ungefahr 25 cm/s,
was mit der Blutflussgeschwindigkeit in koronararteriellen Bypassen vergleichbar ist [43].
Unter gleichmaRiger Rotation kam das Blut mit der gesamten Oberflache der Loops in

Kontakt.
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Konnektoren

5.0 ml Blut

T

BNC-Prothese

Wasserbad 37.0°C

Abbildung 4: Schematisches Modell eines zusammengebauten Loops mit 50-mm-Prothese (U/min: Umdrehung

pro Minute; ml: Milliliter; °C: Grad Celsius; BNC: bakterielle Nanocellulose; mm: Millimeter)

Abbildung 5: A: Chandler-Loop-Modell. Vier Loops sind in die Halterung eingespannt und rotieren im
Wasserbecken. B: Vier Loops, davon zwei DAC (unten) und zwei Kontrollen mit heparinisiertem
Polyvinylchlorid(PVC)-Schlauch. Zum Schutz vor einflieRendem Wasser sind die DAC-Prothesen mit einem PVC-
Schlauch gréReren Durchmessers abgeklebt worden.
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2.2.1 Aufbau der Loops

Fur die Versuche wurden Polyvinylchlorid(PVC)-Schlauche mit einer Lange von 450 mm,
einem Innendurchmesser von 5.0 mm und einer Wandstérke von 1.0 mm verwendet. Mithilfe
von Metallverbindern und einer 50 mm langen Prothese entstanden Loops mit einer
Gesamtlange von 500 mm. Fir besseren Halt wurden die Prothesen mittels einer 3-0 Vicryl-
Ligatur (Ethicon) an die Metallkonnektoren geknotet. PVC-Schlduche und Konnektoren
wurden zuvor mit dem Coreline-Heparin-Conjugate-System (Coreline, Uppsala, Schweden),
gemal den Herstellerangaben, beschichtet. Die finale Heparinkonzentration betrug 0.9
pg/cm?. Als Kontrolle dienten 50 mm lange PVC-Schldauche, die anstelle der zu
untersuchenden Prothesen zwischen den Metallkonnektoren befestigt wurden. Um das
Eindringen von Flussigkeit aus dem Wasserbad in das Loop-System zu vermeiden, wurde
ein PVC-Schlauch groReren Durchmessers Uber die Prothese und die angrenzenden

Konnektoren geschoben und mit Isolierband versiegelt (siehe Abb. 5).

2.2.2 Probanden

Insgesamt wurden in dieser Studie 21 Freiwillige im Alter zwischen 23 und 35 Jahren
rekrutiert. Alle Teilnehmer waren zum Zeitpunkt der Blutabnahme gesund, nicht schwanger
und nahmen keine Medikamente ein. Die Genehmigung der Studie wurde von der ortlichen

Ethikkommission eingeholt (Aktenzeichen 88/18).
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2.3 Durchfiihrung

2.3.1 Blutentnahme und Weiterverarbeitung

Fir jedes Experiment wurden 50 ml Blut frisch entnommen und in einem Becherglas mit
unfraktioniertem Heparin versetzt. Nach grindlichem Schwenken ergab sich eine
Endkonzentration von 1.5 IE/ml (Rotexmedica, Trittau, Deutschland). Diese Konzentration
wurde gewahlt, um ein Gerinnen des Blutes zu verhindern und gleichzeitig einen
inhibitorischen Effekt auf das Komplementsystem zu vermeiden, der bei hdheren
Heparinkonzentrationen Uber 5 IE/ml zu erwarten ist [44].

Das Blut wurde umgehend nach der Abnahme, wie in Abbildung 6 dargestellt, zur Analyse
weiterverarbeitet. Parallel wurden Proben des frischen Blutes entnommen und analysiert, um
die Ausgangswerte der untersuchten Laborparameter zu ermitteln. Diese dienten spater als
Referenz fir die Messwerte, um physiologische Unterschiede der Probanden
vernachlassigen zu kénnen. Das restliche Blut wurde wahrend des Versuchs in einem
verschlossenen Becherglas aufbewahrt. Es wurde als Kontrolle der Heparinisierung des
Blutes verwendet, wobei der gesamte Versuch verworfen wurde, falls sich eine
Gerinnungsaktivitat mit Thrombusbildung im Becherglas zeigte. Die Bestimmung der
Ausgangswerte entspricht der Bestimmung der Werte zu den Versuchszeitpunkten (120 und
240 Minuten).

Zuerst wurden 1.0 ml Blut fir die Messung der reaktive Sauerstoffspezies (ROS)
entnommen. AnschlieBend wurde das Blut in ein Polypropylenréhrchen mit
Ethylendiamintetraessigsaure (K3-EDTA) (1.6 mg/ml) (Sarstedt, 32.332) umgefiillt und auf
Eis geklhlt, um eine weitere Aktivierung zu verhindern. Ein Teil wurde zur Bestimmung von
Blutbild und Differenzialblutbild genutzt, der andere Teil zentrifugiert (20 min bei 3500 g), um

das Plasma zu gewinnen. Dieses wurde fur die weiteren Analysen aliquotiert, mit flissigem
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Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C aufbewahrt. Zusatzlich wurden nach 240 Minuten,
am Versuchsende, Querschnittproben aus den Prothesen-Loops enthommen. Dazu wurden
die Prothesen mit 30 ml phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) gespilt, um nur die
anhaftenden Zellen zu bewahren, und mit einem Skalpell geteilt. Die Proben wurden aus der
Prothesenmitte entnommen, in ein Gefriermedium (Tissue-Tek O.C.T., 4583) gebettet,

ebenfalls schockgefroren und bei —80 °C gelagert.

50 ml heparinisiertes Frischblut

2x 5.0 ml je 2x5.0ml je Ausganaswerte Stehender Rest
Prothesen-Loop Kontroll-Loop gang = Kontrolle
120 min 240 min 120 min 240 min sofort

Analyse der Blutproben

Rest mit EDTA versetzen

1.0 ml fir ROS-Bestimmung

500 plins Labor Plasmagewinnung

Abbildung 6: Verteilung der Probandenblutproben auf die Messzeitpunkte (Ausgangswert, 120 min, 240 min) und
Vorgehen zur Analyse (ROS: reaktive Sauerstoffspezies; ml: Milliliter; pl: Mikroliter; min: Minuten; EDTA:

Ethylendiamintetraessigsaure)
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2.3.2 Analyseparameter

Die Parameter, die im Rahmen der Studie zur Analyse herangezogen wurden, sind in der

folgenden Tabelle 4 zusammengefasst und erlautert.

Tabelle 4: Ubersicht (iber die Analyseparameter

Analyseparameter

Hintergrund

Blutzellzahlen

- Erythrozyten

- Thrombozyten

- Leukozyten

Zu jedem Messzeitpunkt wurde ein Blutbild angefertigt.

Ein Verlust an Erythrozyten im Verlauf des Versuchs kdnnte
die

mechanische Stérfaktoren sprechen kdnnte.

auf eine Hamolyse hinweisen, wiederum  flr

Thrombozyten haben als erste Zellen Kontakt zur fremden
Oberflache, kdnnen so aktiviert werden und leiten die

primare Gerinnung ein.

Leukozyten dienen der koérpereigenen Immunabwehr und
sind mafdgeblich an der Reaktion auf Fremdkdrper beteiligt.
Uber das Verhalten der einzelnen Untergruppen gibt das
Differenzialblutbild Auskunft.

Immunfluoreszenzfarbung

von Prothesenquerschnitten

Anhaftende Zellen und Zellaggregate sollen auf den

unterschiedlichen Oberflachen dargestellt werden.

zellfreie DNA (cfDNA) und
reaktive Sauerstoffspezies
(ROS)

Die Bildung von cfDNA und ROS ist ein inflammatorischer
Prozess nach Leukozytenaktivierung und kann Auskunft

Uber die Immunaktivitat geben.

Thrombin-Antithrombin-
Komplexe (TAT)

Thrombin ist Bestandteil der Gerinnungskaskade und kann
durch Antithrombin [l (AT 1ll) gebunden und gehemmt
werden. TAT-Konzentrationen geben Aufschluss Uber die

Gerinnungsaktivitat.

Komplement-Plasmaproteine
(C3a, sC5b9)

Teil

Quantifizierung

Das Komplementsystem ist der
Durch  die

Plasmaproteine kann auf die Aktivierung geschlossen

angeborenen

Immunabwehr. einiger

werden.
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2.3.2 Blutzellzahlen

Am Versuchstag wurden die Proben unmittelbar nach der Abnahme und zu den beiden
Versuchszeitpunkten im Zentrallabor der Universitatsklinik Magdeburg untersucht. Dabei
fand eine konventionelle Blutzellfrequenzanalyse statt. Die Menge der zellularen
Blutbestandteile wurde mittels Durchflusszytometrie (Sysmex XE-5000, Sysmex Europe
GmbH, Norderstedt, Deutschland) bestimmt, ebenso wurden der Hamatokrit- und der

Hamoglobinwert ermittelt.

2.3.3 Immunfluoreszenzfarbung

Ziel der Immunfluoreszenzfarbungen war es, darzustellen, welche Zellen in welcher Menge
der Prothesenoberflache anhaften. Dazu wurden aus den gefrorenen Prothesenproben
Schnitte mit einer Dicke von 10.0 um hergestellt, wofiir das Kryostat Leica CM 1950 (Leica
Biosystems, Nussloch, GER) genutzt wurde. Diese Schnitte wurden auf Objekttrager
gezogen und anschliefend fir 24 Stunden getrocknet. Die Farbung erfolgte mittels
Immunfloureszenzantikérpern. Der Ablauf ist in Abbildung 7 schematisch dargestellt, die
Farbungen in Tabelle 5 zusammengefasst. Die Schnitte auf den Objekttrégern wurden mit
Aceton fixiert und dann mit 3.0% Standard-Eselserum (angesetzt mit PBS) blockiert. Ein
primarer Antikdrper (Verdinnung 1 : 50 mit 3.0%-Eselserum) wurde fir eine Inkubationszeit
von 12 Stunden, bei 4.0°C, aufgetragen. Nach dem Waschen folgte eine einstiindige
Inkubation in Dunkelheit, fur die ein Sekundarantikdrper (Verdinnung 1:500 mit 3.0%
Eselserum) verwendet wurde. Schliellich wurden die Praparate mit DAPI (4',6-Diamidino-2-
phenylindol) (Sigma, D9542) gefarbt und eingebettet. Die Aufnahmen entstanden mithilfe

des EVOS FL Auto 2 Cell Imaging System (ThermoFisher Scientific, Massachusetts, USA).
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‘ Fixierung in Aceton (10 min; -20.0 °C) ‘

‘ Inkubation von 3%igem Serum (30 Minuten) ‘

l

‘ Inkubation des Primarantikorpers (4.0 °C) ‘

#

‘ Inkubation des Sekundarantikdrpers (1 Stunde, RT) ‘
#

‘ DAPI auftragen ‘

Abbildung 7: Protokoll der Immunfluoreszenzfarbung (#: dreimaliges Waschen mit PBS; RT: Raumtemperatur;
min: Minuten; °C: Grad Celsius; DAPI: 4',6-Diamidino-2-phenylindol)

Dargestellt wurden aktivierte Thrombozyten, Erythrozyten und kernhaltige Zellen. Aktivierte
Thrombozyten wurden durch Farbung gegen CD62P nachgewiesen. CD62P, auch P-
Selektin, ist ein Protein der Thrombozytenoberflache und vermittelt deren Aggregation
[45,46]. Erythrozyten wurden durch Farbung gegen CD235a nachgewiesen, wobei CD235a,
auch Glycophorin A, ein transmembranes Glykoprotein ist, das in Erythrozyten und ihren
Vorlaufern vorkommt [47]. Kernhaltige Zellen wurden mit DAPI detektiert [48], das DNA farbt,
Uber die reife Erythrozyten und Thrombozyten in der Regel nicht mehr verfligen. So kann
davon ausgegangen werden, dass, neben einer vernachlassigbaren Anzahl an Vorlaufer-

und Endothelzellen, Leukozyten sichtbar werden.

Tabelle 5: Ubersicht (iber die genutzten Antikdrper

Zielzelle Primarantikérper | Spezies Sekundarantikérper Farbe
aktivierte Kaninchen-Anti- Kaninchen Esel-Anti-Kaninchen-Alexa grin
Thrombozyten Human-CD62P Fluro 488

(Jackson ImmunoResearch
# 711-547-003)

Erythrozyten Maus-Anti- Maus Esel-Anti-Maus-IgG-Cy3 rot
Human-CD235a (Jackson ImmunoResearch
715-167-003)
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2.3.4 Reaktive Sauerstoffspezies (ROS)

Die Methode zur Bestimmung der ROS wurde erstmals von Golightly beschrieben [49].
Dihydrorhodamin 123 (DHR 123) dient bei dieser Methode zum Nachweis der Radikale. Es
ist zellwandpermeabel und wird bei Kontakt zu Rodamin 123 oxidiert. Rodamin 123
fluoresziert und lasst so eine quantitative Bestimmung der ROS zu [50].

Alle Messungen wurden als Tripletts durchgefiihrt, wie in Abbildung 8 schematisch gezeigt.
100 I der Blutproben wurden mit 20 yil DHR 123 (Sigma Nr. D1054) und 900 pl
Rinderserumalbumin (BSA) (Carl Roth, K45-001) versetzt. Als Positivkontrolle wurde
zusatzlich eine Stimulation mit PMA (Phorbol-12-myristat-13-acetat) (Sigma, P1585)
durchgefuhrt. Die Proben wurden 15 Minuten lang in einem Wasserbad (GFL, Burgwedel,
Deutschland) unter Schwenken bei 37.0 °C inkubiert und anschlieRend mit PBS
(Thermofisher, 70011-036) gewaschen. Die Proben wurden fur 3 Minuten bei 1500 U/min
zentrifugiert und der Uberstand wurde verworfen. Die Probenpellets wurden mit 2.0 ml
Ammoniumchlorid lysiert. Nach erneuter Zentrifugation und Waschung wurden die
Probenpellets in 200 yl PBS resuspendiert und fir die Messung auf eine 96-Well-Platte
aufgetragen. Die Fluoreszenzintensitdt wurde anschlielend bei Anregungs- und
Emissionswellenlangen von 485 nm und 530 nm in einem Mikroplattenlesegerat (Synergy
HT, BioTek Instruments, USA) gemessen und mit Gen5 (Version 1.11.5, BioTek Instruments,

USA) analysiert.
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Negativkontrolle Messung Positivkontrolle
900 ul BSA/PBS 900 ul BSA/PBS 900 ul BSA/PBS
+ 100 pl Blut + 100 pl Blut + 100 pl Blut
+ 20 ul DHR 123 + 20 pul DHR 123
+ 1ulPMA

|

Inkubieren (15 min; 37.0 °C)

*#

Inkubieren in 2.0 ml Lyse

#*#

Resuspension in 200 pl PBS

Fluoreszenzmessung (485 nm / 528 nm)

Abbildung 8: Protokoll der ROS-Messungen (*: Waschen in 3.0 ml PBS; #: Zentrifugieren (3 Minuten,
1500 U/min); pl: Mikroliter; BSA: Rinderserumalbumin; DHR 123: Dihydrorhodamin 123; PMA: Phorbol-12-
myristat-13-acetat; min: Minuten; °C: Grad Celsius; ml: Milliliter; U/min: Umdrehungen pro Minute; nm:

Nanometer)

2.3.5 Zellfreie extrazellulare DNA (cfDNA)

Die Quantifizierung der cfDNA wurde in Tripletts gemald der Herstellerangaben (Invitrogen
GmbH, Darmstadt, Deutschland) mittels Quant-iT PicoGreen dsDNA-Assay durchgefuhrt.
Die Fluoreszenzintensitat wurde anschlieliend bei Anregungs- und Emissionswellenlangen
von 485 nm und 530 nm in einem Mikroplattenlesegerat (Synergy HT, BioTek Instruments,
USA) gemessen. Zur Interpretation wurde eine definierte Menge (im Bereich von 0 bis
2 g/ml) Kalbsthymus-DNA (Sigma, 73049-39-5) fir eine Standardkalibrierungskurve

verwendet, wobei nur der lineare Bereich dieser Eichkurve berlcksichtigt wurde.
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2.3.6 Bestimmung von TAT, C3a und sC5b9
Die Bestimmung der Proteine TAT, C3a und sC5b9 erfolgte mittels ELISA (Enzyme-linked

Immunosorbent Assay). Es wurden handelsibliche Kits (siehe Tab.4) gemal

Herstellerangaben genutzt und alle Versuche in Dupletten durchgefihrt.

Tabelle 6: Ubersicht (iber die verwendeten ELISA-Kits

Human Thrombin- Abcam plc, Cambridge, UK Katalog Nr. 108907

Antithrombin Complex ELISA

Kit (TAT)

sC5b9 Human ELISA Hycult Biotech, Uden, NL Katalog Nr. HK328-02

Human C3a ELISA Kit Invitrogen GmbH, Katalog Nr. BMS2089
Darmstadt, D

2.4 Statistik

Die Daten wurden unter Verwendung von Prism 8 (GraphPad Software, San Diego, USA)
analysiert. Alle Werte sind relativ, normiert anhand der jeweiligen Ausgangswerte zum
Startzeitpunkt, wie in Kapitel 2.3.1 (siehe Abb. 6) definiert, dargestellt. Als Signifikanzniveau
wurde ein Wert von p < 0.05 definiert. Die Datensatze der verschiedenen Prothesen wurden
aufgrund der geringen Gruppengrofde mit nichtparametrischen Tests verglichen. Zunachst
erfolgte ein Kruskal-Wallis-Test, als Post-hoc-Test wurde der Dunn’s-Multiple-Comparison-
Test durchgefihrt. Alle kontinuierlich verteilten Daten werden als Median (Q1; Q3)
angegeben und der Ubersicht halber als Boxplot dargestellt, wobei die Box den Median
sowie das untere (Q1) und obere Quartil (Q3) anzeigt und die Whisker das Minimum und das

Maximum der Messwerte angeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Erklarung zum Eigenanteil der im Folgenden gezeigten Ergebnisse

Der folgende Teil der experimentellen Arbeiten wurde durch die Arbeitsgruppe bereits vor

Beginn meiner Arbeit durchgefihrt:

o Rotationsversuche im Chandler-Loop-Modell, Messung der Blutbilder, zellfreier
DNA, TAT, sC5b9 und C3A, N =3

e Charakterisierung der verschiedenen BNC-Prothesen mittels Konfokalmikroskop
Die Eigenleistung der vorliegenden Dissertation umfasst die folgenden Schritte:

o Etablierung aller Methoden nach Umzug der Arbeitsgruppe von Kéln nach
Magdeburg

o Durchfiihrung der Rotationsversuche im Chandler-Loop-Modell, Messung der
Blutbilder sowie Differenzialblutbilder, der freien Sauerstoffradikale, der zellfreien
DNA, TAT, sC5b9 und C3A, N =3

e Durchfiihrung der histologischen Untersuchungen

e Statistische Auswertung

3.2 Ergebnisse beziglich der Zellzahlen

Die Erythrozytenzahlen blieben Uber die gesamte Versuchszeit stabil, es zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen den BNC- und den etablierten synthetischen Prothesen
(sieche Abb.9). Im Hinblick auf die Thrombozytenzahlen waren hingegen zu beiden
Versuchszeitpunkten deutliche Streuungen zu erkennen. Zum ersten Versuchszeitpunkt,
nach 120 Minuten, war eine gleichmaRige moderate Reduktion der Thrombozyten Uber die

BNC-Prothesen zu erkennen, wobei die ePTFE-Prothese (Median 0.890, [0.690; 0.935])
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vergleichbar mit der Kontrollgruppe (Median 0.810, [0.750; 0.900]) war. Zum zweiten
Versuchszeitpunkt, nach 240 min, blieb die Reduktion der Thrombozytenzahl in der GOO-
Prothese (Median 0.610, [0.060; 0.890]) und der GLAS-Prothese (Median 0.560, [0,455;
0,878]) moderat, wahrend sich bei den Ubrigen BNC-Prothesen deutliche Reduktionen
ergaben. Diese Unterschiede zwischen den BNC-Prothesen sind jedoch nicht signifikant. Die
Reduktion der Thrombozytenzahl von der ePTFE-Prothese (Median 0.890, [0.730; 0.980]),
die weiterhin im Bereich der Kontrollgruppe lag (Median 0.850, [0.810; 0.880]), war hingegen
signifikant (p = 0.016) schwacher als bei der INV-Prothese (Median 0.065, [0.023; 0.365])
(sieche Abb. 10). Die Zellzahlveranderungen der Leukozyten wiesen geringere
Schwankungen auf. Nach 120 min lag die Menge der Leukozyten in allen Prothesen
geringflgig unter dem Bereich der Kontrolle (Median 0.950, [0.930; 0.960]), ohne dass
signifikante Unterschiede bestanden. Nach insgesamt 240 min waren die Reduktionen der
Leukozytenzahlen von der ePTFE-Prothese (Median 0.915, [0.888; 0.940]) und der GLAS-
prothese (Median 0.930, [0.9000; 0.973]) ebenso minimal wie die in der Kontrollgruppe
(Median 0.920, [0.910; 0.930]). Bei den weiteren Prothesen ergab sich eine starkere
Verminderung der Leukozyten, die im Fall von der INV-Prothese (Median 0.435, [0.228;
0.783]) (p=0.022) und der STD-Prothese (Median 0.620, [0.173; 0.815]) (p = 0.021)
signifikant gegenuber der von der GLAS-Prothese war (siehe Abb. 11). Weitere
Leukozytenanalysen hinsichtlich der Untergruppen der Neutrophile, Monozyten und
Lymphozyten wiesen nicht auf signifikant unterschiedliche Veranderungen der Transplantate
hin. Dabei &nderten sich besonders Neutrophile, aber auch Lymphozyten im
Versuchsverlauf, verglichen mit den Ausgangswerten, nur geringfiigig. Eine tendenzielle
Verringerung der Neutrophilen zeigte sich nach 240 Minuten fir die INV-Prothese. Die

Monozytenanalysen belegen hingegen deutlichere Schwankungen. Es zeichnete sich ein
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Trend fur verringerte Haufigkeiten zirkulierender Blutmonozyten sowohl fir die INV-Prothese

als auch fur die STD-Prothese ab (siehe Abb. 12).

Erythrozyten 120 min Erythrozyten 240 min
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Abbildung 9: Erythrozytenzahlen nach 120 min bzw. 240 min bezogen auf die Ausgangswerte. N = 6 (DAC,
ePTFE, GLAS), N =7 (GOO), N =8 (INV, PT, STD), N =49 (CTRL)
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Abbildung 10: Thrombozytenzahlen nach 120 min und 240 min bezogen auf die Ausgangswerte. N =6 (DAC,
ePTFE, GLAS); N =7 (GOO); N =8 (INV, PT, STD); N =49 (CTRL)
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relative Leukozytenzahlen
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Abbildung 11: Leukozytenzahlen nach 120 min und 240 min bezogen auf die Ausgangswerte. N =6 (DAC,
ePTFE, GLAS); N =7 (GOO); N =8 (INV, PT, STD); N =49 (CTRL)
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Monozyten 120 min Monozyten 240 min
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Abbildung 12: Relative Haufigkeiten der Leukozytenuntergruppen nach 120 min und 240 min bezogen auf die
Verteilung der Ausgangswerte (von oben nach unten: Neutrophile, Lymphozyten und Monozyten). N = 3 (DAC,
ePTFE, GLAS); N =4 (GOO, INV); N =5 (PT, STD); N =27 (CTRL)

3.2.1 Ergebnisse der Immunfluoreszenzfarbung

In den kryogeschnittenen Prothesenproben wurde nach Farbung auf Erythrozyten, aktivierte
Thrombozyten und kernhaltige Zellen sichtbar (siehe Abbildung 13), dass die GLAS-
Prothese im Vergleich zu den anderen BNC-Prothesen die geringste Zellanhaftung aufwies.
Besonders starke Anhaftungen waren bei der INV- und der STD-Prothese zu erkennen.
Wahrend bei den DAC-, INV-, PT- und STD-Prothesen sichtbare Aggregate mit Beteiligung
aktiver Thrombozyten (griin) dargestellt wurden, wiesen die ePTFE- und die GLAS-Prothese
keine sichtbaren Anzeichen von Aggregation oder Gerinnung (Thrombenbildung) auf. Bei der

GOO-Prothese ergab sich eine moderate Zellanhaftung ohne offenkundige Aggregate.
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Abbildung 13: Immunfluoreszenzfarbungen aller Prothesen nach der Spiilung mit PBS (20-fache VergrofRerung;
Mafistab entspricht 200 ym; rot: CD235a/Erythrozyten; grin: CD62P/aktivierte Thrombozyten; blau:
DAPI/kernhaltige Zellen; *: Lumen; #: Prothese)
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3.3 Ergebnisse beziiglich der Immunantwort (cfDNA und ROS)

Bei allen Prothesen, mit Ausnahme der DAC-Prothese, zeigte sich ein Anstieg der cfDNA im
Verlauf der Versuche. Auch die Ausgangswerte der Kontrollgruppe hatten sich nach 120 min
verdoppelt und nach 240 min versechsfacht. Die meiste cfDNA wurde in der STD-Prothese
(Median 6.765, [5.678; 10.000]) freigesetzt. Nach 120 min war der Unterschied zur DAC-
Prothese (Median 1.465, [0.308; 3.365]) signifikant (p = 0.027). Weitere Signifikanzen haben
sich nicht ergeben. Besonders die Messwerte fir die Messung nach 240 min wiesen grofRe
Streuungen auf. Am wenigsten cfDNA konnte unter den BNC-Prothesen in den Blutproben
bei der PT-Prothese nachgewiesen werden. Die Werte lagen im Median unter denen der
Kontrollgruppe. Auch die Blutproben aus der GLAS- und der INV-Prothese setzten cfDNA in

ahnlicher Menge wie die Kontrollgruppe frei (siehe Abb. 14).
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Abbildung 14: Relative Konzentration an freier DNA nach 120 min und 240 min bezogen auf die Ausgangswerte.
N =6 (DAC, ePTFE, GLAS); N =7 (GOO); N = 8 (INV, PT, STD); N =49 (CTRL)
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Abbildung 15: Relative Konzentrationen reaktiver Sauerstoffspezies nach 120 min und 240 min bezogen auf die
Ausgangswerte. N = 3 (DAC, ePTFE, GLAS); N =4 (GOO); N =5 (INV, PT, STD); N =28 (CTRL)

Im Hinblick auf die ROS zeigten sich Uber die gesamte Versuchsdauer hinweg keine
signifikanten Unterschiede. Fur alle Prothesen ergaben sich im Median Werte im Bereich des
Medians der Kontrollgruppe und damit kaum Veranderungen im Vergleich zum
Ausgangswert. Lediglich bei einzelnen Messungen war eine Erhéhung der ROS
festzustellen, wobei tendenziell am meisten ROS in den Proben aus der GOO-Prothese

gemessen wurden (siehe Abb. 15).

3.4 Ergebnisse bezlglich der Gerinnungskaskade (TAT)

Die Bildung von TAT hat Uber die Versuchsdauer, verglichen mit den Ausgangswerten,
zugenommen. Bei der GOO-Porthese (Median 2.390, [1.680; 3.840], p = 0,0286) und der
STD-Pothese (Median 5.130, [1.570; 7.470], p = 0,0323) lieRen sich signifikant mehr TAT
nachweisen als bei der GLAS-Prothese (Median 1.200, [1.010; 1.353]). Alle Ubrigen
Prothesen wiesen Werte auf, die unter denen der Kontroligruppe (Median 1.970, [1.810;

2.230]) lagen (siehe Abb. 16).
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Abbildung 16: Konzentration des Thrombin-Antithrombin-Komplexes (TAT) nach 240 min Versuchszeit bezogen
auf die Ausgangswerte. N = 6 (DAC, ePTFE, INV, PT, GLAS); N =7 (GOO, STD); N = 44 (CTRL)

3.5 Ergebnisse beziiglich der Komplementkaskade (C3a und sC5b9)

Alle Prothesen, inklusive der Kontrollgruppe, wiesen am Versuchsende im Vergleich zu den
Ausgangswerten erhdhte Plasmaspiegel von C3a und sC5b auf, wobei der Unterschied nicht
signifikant war. Die hdochsten C3a-Werte, 50-mal héher als die Ausgangswerte, wurden bei
der PT- und der GLAS-Prothese gemessen. Bei der STD-Prothese zeigte sich mit einer
Versechsfachung der Ausgangswerte der geringsten Anstieg. Zu den synthetischen
Prothesen resultierten Werte, die im Bereich der Werte der Kontrollgruppe lagen. Auch die
sC5b9-Plasmaspiegel hatten sich bis zum Versuchsende in allen Prothesen vervielfacht. Der
héchste Anstieg, auf das 30-Fache der Ausgangswerte, war bei der INV-Prothese zu
beobachten. Die Werte der synthetischen Prothesen lagen auch hier im Kontrollbereich.
Insgesamt ergaben sich besonders bei den BNC-Prothesen Schwankungen der Messwerte

(siehe Abb. 17).

35



C3a 240 min SC5b9 240 min

g 1507 § 150+

B I i

i = g

c a

GE) 1004 I g 100

o X

X 3

] T3]

O 501 — |- @ 504

g :

= 0 T T T T T T T L4 0-—F— T T T T T T
O & 0O & K 9 Q0 N OQ@O‘\:\Q&?@«QQ}/

QV ,{( C’)O NI C')\Y o} C}Q‘ 0?‘ 3‘\ (70 N o =) (}

Abbildung 17: Konzentrationen von C3a und sC5b9 nach 240 min bezogen auf die Ausgangswerte. N = 6 (DAC,
ePTFE, INV, PT, GLAS); N =7 (GOO, STD); N = 44 (CTRL)
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4 Diskussion

4.1 Diskussion des Versuchsaufbaus

In dieser Dissertation geht es um die Blut-Biokompatibilitdt schmalkalibriger Gefaliprothesen
aus BNC mit dem langfristigen Ziel, diese als Ersatz flir autologe Gefalie bei koronaren
Bypassen klinisch einsetzen zu kénnen. Es wurde ein In-vitro-Versuchsaufbau anhand von
Empfehlungen der DIN-Norm ,DIN SO 10993' zur biologischen Beurteilung von
Medizinprodukten entwickelt. Eingeschlossen waren Untersuchungen des Vollbluts und des
Plasmas auf zellulare und azellulare Faktoren der Gerinnung, ebenso wie die
mikroskopische Darstellung der Prothesen. Das verwendete Chandler-Loop-Modell ist eine
etablierte Methode und bietet eine solide Alternative zu In-vivo-Versuchen, um Tierversuche
zu reduzieren und trotzdem konstante, korperéhnliche und standardisierte Bedingungen fir
frihe Versuchsreihen zu haben [22,51]. So konnten Temperatur und Rotation fir alle
Durchlaufe einheitlich festgelegt werden. Ebenso war durch exakt abgemessene
Blutvolumina eine genaue Antikoagulation mdglich und die Kontrollen konnten jeweils
zeitgleich, mit dem Blut desselben Probanden und unter denselben Bedingungen laufen
[37,52].

Das Modell verfiigt jedoch auch Uber Schwachen. Fir Langzeitversuche zur Testung auf
spate Komplikationen, wie Thrombosen durch verstarkte neointimale Proliferation, ist das
Chandler-Loop-Modell nicht geeignet, da die Loops nicht mit endothelbedeckten
GefalRwanden vergleichbar sind [53]. Weiterhin handelt es sich um ein Niederdruck-Modell,
das das menschliche Hochdruck-System nur annahernd nachstellen kann. Die intraluminal
wirkenden Krafte, besonders die Scherkréafte, kdnnen bisher nur ndherungsweise berechnet
werden, da das genaue Zusammenwirken von Rotationsgeschwindigkeit, Fullstand oder

Loop-GréRe noch nicht ausreichend erforscht ist [54]. Ebenso fehlt bei den verwendeten
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Materialien die authentische Interaktion mit dem kérpereigenen Endothel. Zudem ist bekannt,
dass die Blut-Luft-Grenze ebenfalls zu ungewulnschten Aktivierungen verschiedener

Plasmaproteine flihren kann [38,55].

4.2 Diskussion der Zellzahlanalysen

Die aussagekraftigsten Ergebnisse lieferten die Zellzahlanalysen. So zeigte sich, dass die
Menge der Erythrozyten Uber die gesamte Versuchszeit hinweg in allen Prothesen konstant
war. Eine massive Hamolyse liel sich somit ausschlielien, ebenso konnten mechanische
Storfaktoren durch die Versuchsanordnung ausgeschlossen werden. Eine merkliche
Hamolyse wurde aufgrund der Ergebnisse relevanter Arbeiten anderer Arbeitsgruppen durch
die BNC-Prothesen nicht erwartet [38,52]. Eine differenzierte Aussage zum Grad der
Hamolyse ware durch die Bestimmung des freien Hamoglobins im Plasma mdoglich, da
dieser Wert ein sensitiver Marker der Hamolyse ist [56]. In der vorliegenden
Untersuchungsreihe wurde er aufgrund der konstanten Erythrozytenzahlen jedoch nicht
ermittelt.

Im Gegensatz zu den Erythrozytenzahlen waren bei den Thrombozytenzahlen am
Versuchsende deutliche Unterschiede zu erkennen. Lediglich die Werte der ePTFE-Prothese
lagen im Bereich der Kontrollwerte. Bei allen BNC-Prothesen zeigte sich eine Reduktion der
Thrombozytenzahlen, wobei diese bei der GLAS-Prothese am geringsten ausfiel. Fir die
INV-Prothese ergaben sich signifikant niedrigere Werte, im Vergleich zur ePTFE-Prothese.
Bei allen weiteren BNC-Prothesen und der synthetischen DAC-Prothese resultierten
ebenfalls deutliche Zellzahlreduktionen, allerdings ohne Signifikanz, da die
Thrombozytenzahlen erheblich schwankten (siehe Abb. 10). Am wahrscheinlichsten ist die

starke Zellzahlreduktion der Thrombozyten auf deren Aktivierung, Aggregation und Adhasion
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an die Oberflachen der Prothesen zu erklaren. Es ist allgemein anerkannt, dass die
strukturellen Eigenschaften einer Oberflaiche Einfluss auf die Thrombozytenaktivierung
haben. Glattere Oberflachen mit kleinen Poren- und Faserdurchmessern verringern die
Thrombogenitat kérperfremder Biomaterialien [35,36,57,58]. Ebenso wurde beobachtet, dass
raue Oberflachen die Thrombozytenaktivierung und die Freisetzung aktivierender Mediatoren
férdern [59]. Im Kérper haben Thrombozyten frihzeitig Kontakt mit Endotheldefekten oder
Fremdoberflachen in Gefalien. Als elementarer Bestandteil der Blutgerinnung sind aktivierte
Thrombozyten hauptverantwortlich flir den Verschluss von GefaRprothesen [35]. Auch im
vorliegenden Versuch waren anhand der konfokalmikroskopischen Aufnahmen (siehe
Abb. 3) bereits deutliche Unterschiede bezlglich der Rauheit und Porengrdl3e der einzelnen
BNC-Prothesen zu erkennen. Es zeigte sich, dass Prothesen mit grélRerer
Oberflachenrauheit, hier die DAC-Prothese (R; = 16.89) und die INV-Prothese (R; = 13.39),
im Vergleich zu glatteren Oberflachen, der GLAS-Prothese (R; =4.84) und der ePTFE-
Prothese (R; =8.04), deutlichere Thrombozytenabfdlle im Sinne einer Aktivierung,
Aggregation und Adhésion aufwiesen. Bei der stichprobenartigen Fluoreszenzfarbung der
Prothesenquerschnitte resultierten ahnliche Ergebnisse (siehe Abb. 13). Wahrend bei der
GLAS- und der ePTFE-Prothese nur geringe Zellanhaftungen zu beobachten waren, waren
besonders bei der INV- und der DAC-Prothese Zellaggregate hauptsachlich aus aktivierten
Thrombozyten (grin) und wenigen Leukozyten (blau) zu erkennen. Somit konnte die erste
Hypothese bestatigt werden. Die Vermutung, dass glattere BNC-Oberflichen zu einer
geringeren Thrombozytenaktivierung, -adhasion und -aggregation fihren als rauere, konnte
anhand der Zellzahlanalysen und der Fluoreszenzbildgebung belegt werden.

Weitere Faktoren, die zur Thrombozytenaktivierung durch Kontakt mit den

Prothesenoberflachen fiihren, sind denkbar. Auch wenn diese in der vorliegenden Arbeit
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nicht untersucht wurden, werden sie im Folgenden diskutiert. Ein entscheidender Faktor der
Thrombozytenaktivierung kdnnte die von Oberflachen ausgeldste Proteinadsorption, d. h. die
Anhaftung und die damit verbundene Aktivierung von Plasmaproteinen sein, die auch
Thrombozyten einschliet. Normalerweise gilt die Annahme, dass hydrophobe Oberflachen
(z. B. synthetische Prothesenmaterialien) eine starkere Proteinadsorption aufweisen als
hydrophile (z. B. Cellulose) [60]. Doch auch bei den synthetischen Prothesenmaterialien gibt
es Unterschiede. Es konnte gezeigt werden, dass ePTFE im Vergleich zu PET eine hbhere
Resistenz gegen Proteinadsorption aufweist [61]. Das kdnnte auch erklaren, warum es bei
ePTFE zur geringsten Thrombozytenreduktion bei vergleichsweise mittlerer Rautiefe kommt.
Allerdings gibt es auch Hinweise, dass die Hydrogengruppen der BNC-Oberflachen die
Proteinadsorption beglnstigen [62,63]. Eine pordse und dadurch vergréfierte Oberflache
erleichtert dabei die Wechselwirkungen zwischen Zelluloseeinheiten und Proteinen [64].
Daher konnte es mdglich sein, dass die BNC-Prothesen durch ihre unterschiedlichen
Oberflachenstrukturen auch unterschiedliche Adsorptionsfahigkeiten besitzen. Generell
konnte der komplexe Prozess der Proteinadsorption schon an BNC-Oberflachen beobachtet
werden [62,64], mlsste jedoch fiir eine Aussage hinsichtlich des thrombogenen Potenzials in
schmalkalibrigen Gefaliprothesen weiterflihrend untersucht werden.

Ein weiterer Grund fir die deutlicheren Zellzahlreduktionen der Thrombozyten im Vergleich
zu den Erythrozyten koénnte die héhere Anfalligkeit fir Scherkrafte sein, die im Chandler-
Loop-Modell bislang jedoch nur unzureichend simuliert werden kénnen [65,66]. Wechselnde
Scherkrafte und Turbulenzen beglnstigen nachweislich die Koagulation und die
Thrombozytenaktivierung [67]. Auch der Luftkontakt des Blutes im Chandler-Loop-Modell
sowie die Gasdurchlassigkeit der Prothesenmaterialien kénnten eine pH-Wert-Anderung

verursachen, die die Koagulation beeinflusst [68]. Als zuklnftige Verbesserung kénnte eine
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Blut-pH-Validierung vor und nach der Inkubation in Betracht gezogen werden. Zudem sollte
der Nutzen der Inkubation des gesamten Modells in einem CO.-Inkubator evaluiert werden.
Um die vielfaltigen Einflussfaktoren der Thrombozytenaktivierung und der Gerinnung zu
minimieren und Messungenauigkeiten durch Zellaggregate zu vermeiden, sollte bei weiteren
Versuchen Uber den Einsatz von Thrombozytenaggregationshemmern, wie ASS oder
Clopidogrel, nachgedacht werden. In der Gefalichirurgie wird die duale Plattchenhemmung
bei peripheren Prothesenbypédssen bereits praoperativ empfohlen [69].

Bei den Leukozyten zeigten sich ebenfalls Zellzahlreduktionen nach 240 min Versuchszeit.
Wahrend es jedoch bei der GLAS- und der ePTFE-Prothese nur zu einem geringen Abfall
der Leukozytenzahlen, also einer geringen Leukozytenaktivierung, kam, resultierte bei allen
Ubrigen BNC-Prothesen ein deutlicher Abfall. In wenigen vorherigen Studien konnte bereits
ein gleichgerichteter Zusammenhang zwischen der Leukozytenaktivierung und der
Oberflachenrauheit gezeigt werden [70,71]. Dies bestatigt die Vermutung der zweiten
Arbeitshypothese, dass glattere Oberflachen einen Vorteil hinsichtlich einer geringen
Leukozytenaktivierung aufweisen.

In Verbindung mit dem gleichgerichteten Abfall der Thrombozytenzahlen wird der
Zusammenhang zwischen Immunreaktion und Gerinnung im menschlichen Blut deutlich.
Aktive Thrombozyten sind in der Lage, im Blut zirkulierende Leukozyten durch Chemotaxis
und Cytokinausschittung anzulocken und zu aktivieren [46]. Unter diesen
proinflammatorischen Bedingungen kdnnen sich Leukozyten schnell verformen, um eine
Oberflache zur Sammlung und Aktivierung von Gerinnungsfaktoren bereitzustellen [72]. Die
generelle systemische Thrombogenitat wird so erhdht. Die im prokoagulatorischen Zustand
freigesetzten Mediatoren der Leukozyten induzieren die Thrombozytenadhasion

und -aktivierung und kénnen die Gerinnungskaskade sowohl extrinsisch als auch intrinsisch
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aktivieren [73]. In den immunhistologischen Farbungen zeigten sich passend dazu vermehrt
auftretende Leukozyten (DAPI) in den Praparaten mit aktivierten Thrombozyten (siehe
Abb. 13). Mehrheitlich lieR sich diese Reduktion der Leukozyten zudem auf eine abfallende
Monozytenzahl im Differenzialblutbild zurtickfihren. Ein Zusammenhang kénnte in der
Bildung von Monozyten-Thrombozyten-Aggregaten bestehen [54,74]. In einigen Studien
konnten bereits vermehrte Monozyten-Thrombozyten-Aggregate bei systemischer
Inflammation im Zusammenhang mit Gefalerkrankungen, wie pAVK und KHK, oder
Infektionskrankheiten, wie dem Dengue-Fieber, Malaria und COVID-19, beobachtet werden
[75,76,77,78]. Durch die Bindung von Thrombozyten an Monozyten werden diese unter
anderem zur Ausschittung von Mediatoren zur Steigerung der GefaRpermeabilitdt angeregt
[79]. Ebenso konnte nachgewiesen werden, dass Monozyten die Oberflachenexpression von
Adhasionsmolekilen auf dem Endothel verstarken [76]. In weiteren Versuchen missten die
Monozyten-Thrombozyten-Aggregate quantifiziert werden, um diese Uberlegungen zu
prifen. Dass dies prinzipiell auch im Chandler-Loop-Modell moglich ist, wurde in
Forschungen der Arbeitsgruppe Wippermann bereits nachgewiesen [54].

Generell sind die Funktionen der Monozyten Phagozytose, Migration und Differenzierung
von Makrophagen. Im Blut stellen sie weiterhin die gréte Quelle an Tissue-Faktor (TF, FlII)
dar, einem Gerinnungsfaktor, der normalerweise subendothelial exprimiert wird und die
Gerinnungskaskade bei Kontakt mit geschadigtem Endothel extrinsisch aktiviert [74]. Durch
Kontakt mit aktivierten Thrombozyten kénnen auch Monozyten TF ausschitten. Kleinere
Mengen TF konnten ebenso bei aktivierten neutrophilen Granulozyten gefunden werden
[80][81]. Unter Stimulation setzen neutrophile Granulozyten und Monozyten auflerdem
bestimmte Metallo- und Serinproteasen frei, die durch diverse Mechanismen die

Gerinnungsaktivitat erhéhen [73]. Dazu gehért die Katalyse der Aktivierung von Faktor V
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(FV) auf der Monozytenoberflaiche [82] oder die Aktivierung von Faktor X (FX) durch
Granulaenzyme [83], aber auch die Inaktivierung von Antithrombin Il durch Belegung der
Bildungsstellen mit granulozytarer Elastase [84]. Durch die Vielfaltigkeit und die Wirkkraft der
Abwehrmechanismen durch Monozyten und Makrophagen besitzt ihre Reaktion auf
Fremdmaterial einen hohen Stellenwert fir die Thrombogenitit der Oberflachen [85]. So
wurde bereits beobachtet, dass die Immunantwort auf Oberflachenladungen unterschiedlich
ausfallt. Bei anionischen Oberflachen wurden proinflammatorische Mechanismen ausgelést,
wahrend kationische Oberflachen keine deutliche Reaktion hervorriefen und als inert galten
[86]. Darin kann ein wichtiger Ansatz zur weiteren Verbesserung der BNC-Prothesen liegen,
der bei weiteren Modifikationen beachtet werden sollte.

Weitere Schlussfolgerungen zu der Leukozytenaktivierung und den Funktionen der einzelnen
Untergruppen lassen sich vorerst nicht aus den Analysen der Differenzialblutbilder ziehen,

da sie nicht zwangslaufig mit einer Zellzahlreduktion einhergehen.

4.3 Diskussion der Ergebnisse beziglich der Immunantwort

In dieser Studie wurde die cfDNA im Plasma zu den verschiedenen Versuchszeitpunkten
mittels Immunfluoreszenz bestimmt. Insgesamt zeigte sich (Uber die vierstliindige
Versuchsdauer hinweg eine deutliche Erhéhung der freien DNA in allen Prothesen sowie der
Kontrollgruppe, ohne signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen.
Hintergrund der Messung ist ein Abwehrmechanismus des Immunsystems, ,ETose' (ET:
Extracellular Traps) genannt, der bisher hauptséchlich bei neutrophilen Granulozyten
beobachtet wurde. Bei diesem handelt es sich um die Freisetzung von Chromatinfasern,
gemischt mit Histonen und antibakteriell wirksamen Proteinen. Mittlerweile ist bekannt, dass

auch andere Leukozytengruppen in der Lage sind, ahnliche ,Fangnetze' auszustol’en
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[87,88,89,90]. In Studien wurde die cfDNA bereits stellvertretend fir ETs ermittelt [91,92,93].
Der Prozess kann durch aktivierte Thrombozyten vermittelt stattfinden. Diese exprimieren
beispielsweise das High-Mobility-Group-Protein B1 (HMGB1), das sonst von
nekrotisierenden Zellen abgegeben wird, [94] oder binden Uber den Toll-like-Rezeptor 4
(TLR4), dessen Gruppe Teil der angeborenen Immunabwehr ist, an neutrophile
Granulozyten [95]. Ebenso aktivieren die Bestandteile der ETs, die flir sich genommen schon
proinflammatorisch und -koagulatorisch wirken, wiederum neue Thrombozyten.
Extrazellulare Histone kdnnen Endothelschaden hervorrufen und sind mafgeblich an der
Bildung von Makro- sowie Mikrothromben beteiligt [96]. Jedoch konnte bei der Messung kein
Zusammenhang zwischen der cfDNA und den Thrombozytenzahlen oder den TAT-
Komplexen, als Marker der Gerinnungsaktivitat, hergestellt werden. Eventuell ist dabei der
Zeitfaktor entscheidend. In bisherigen Studien wurden unterschiedliche Zeitspannen bis zur
ET-Freisetzung und -Messung angegeben. Teilweise konnten sie bereits 5 min [95], teilweise
auch erst 220 min nach Aktivierung der neutrophilen Granulozyten nachgewiesen werden
[97]. Die Zellzahlreduktionen der Leukozyten im Differenzialblutbild konnten ebenfalls nicht in
einen Zusammenhang mit den quantitativen Messungen der cfDNA gebracht werden. Somit
liegt die Annahme nahe, dass die ETose nicht zwangslaufig mit der Apoptose der Zelle
einhergeht. Dieser Umstand wurde auch schon in anderen Studien beobachtet [97,98].

Ein weiterer gemessener Parameter im Versuchsaufbau waren die ROS. Uber die gesamte
Versuchszeit hinweg zeigte sich bei den ROS in allen Prothesen und der Kontrollgruppe nur
ein geringer Anstieg, wobei keine signifikanten Unterschiede auftraten. Physiologisch
entstehen die ROS als Nebenprodukt der Zellatmung in den Mitochondrien, kénnen aber
auch von Leukozyten oder Thrombozyten im Rahmen der Inflammations- oder

Gerinnungsreaktion gebildet werden. Sie unterstiitzen beispielsweise die Phagozytose und
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konnten bereits in Zusammenhang mit thrombotischen Ereignissen im Herz-Kreislauf-
System gebracht werden [99]. Zu den ROS gehdéren unter anderem Sauerstoffperoxid
(H202), Hyperoxid-Anion (Oz7), Hydroxyl-Radikale (*OH) und Singulett-Sauerstoff ('O.). Es
gilt als bewiesen, dass die ROS-Produktion ein Ausléser der ET-Bildung ist [100]. Zum einen
kann das membrangangige H-02, wie PMA, als ET-Stimulator eingesetzt werden [97]. Zum
anderen wird unter Behandlung mit einem Oxidase-Blocker auch die ET-Produktion deutlich
abgeschwacht [101]. Im vorliegenden Versuch konnte jedoch die Freisetzung einer grof3en
Menge an cfDNA nicht durch eine ebenso starke ROS-Bildung untermauert werden.
Allerdings sind ROS, wie alle Radikale, sehr instabil und lassen sich schwer messen. So
haben einige eine extrem kurze Halbwertszeit zwischen 7 und 10™° Sekunden, wahrend
andere noch nach einigen Stunden bis Tagen nachweisbar sind [102]. Die Detektion erfolgte
mittels Dihydrorhodamin 123 (DHR 123), das in Gegenwart von ROS zu Rhodamin 123
oxidiert [103,104]. Diese Methode gilt als geeignet fiir die unspezifische Bestimmung von
Radikalen [105,106]. Dennoch gibt es Schwachen beziglich der Genauigkeit der
Messungen, vor allem bedingt durch die Detektierung unerwiinschter Nebenreaktionen [107].
Trotzdem kann insgesamt von einem niedrigen zellularen oxidativen Stresslevel sowohl in
den BNC-Prothesen als auch in den synthetischen Prothesen ausgegangen werden. Daher
muss die zweite Arbeitshypothese, dass Prothesen mit glatterer Oberflache zu einer
geringeren Aktivierung immunologischer Abwehrmechanismen flihren, teilweise abgelehnt
werden. Die Ergebnisse der cfDNA- und ROS-Messungen sind unabhangig von der
Oberflachenrauheit. Des Weiteren war die cfDNA-Freisetzung insgesamt in allen Prothesen
erhdht, wahrend sich der ROS-Wert bei allen Prothesen im Versuchsverlauf kaum anderte.
Die vermutete geringere Leukozytenaktivierung konnte, aufgrund der Zellzahlanalysen (siehe

Kap. 4.2), jedoch bestatigt werden.
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4.4 Diskussion der Ergebnisse beziiglich der Gerinnungskaskade

Die TAT-Bestimmung zeigte erhdohte Werte in allen Prothesen Uber den gesamten
Versuchszeitraum, auch in der Kontrolle. Die GLAS-Prothese lag, wie die synthetischen
Prothesen, im Bereich der Kontrollgruppe und wies die niedrigste TAT-Aktivierung auf,
wahrend die GOO- und die STD-Prothese signifikant erhdht waren. Das bestatigt die dritte
Arbeitshypothese, dass glattere BNC-Oberflaichen eine geringere Aktivierung der
Gerinnungskaskade auslésen als rauere. Das generell leicht erhdhte TAT-Level ist
wahrscheinlich  auch auf eine  Aktivierung durch die Blutabnahme, die
Versuchsvorbereitungen und den Luftkontakt zuriickzuflihren [54,55,68]. In vorherigen
Studien wurde ebenso nur eine geringe Gerinnungsaktivierung durch BNC-Oberflachen
beobachtet [22,108]. TAT-Komplexe wurden in den Versuchsaufbau einbezogen, da sie als
indirekter Marker der Gerinnungsaktivitat gelten [109]. lhre Bildung sorgt normalerweise fir
ein Gleichgewicht von Gerinnung und Lyse im Blut.

Ebenso wie durch Zellaktivierung freigesetzte Mediatoren oder Fremdoberflachen ist auch
Thrombin in der Lage, Thrombozyten zu aktivieren. Daher lohnt sich eine gemeinsame
Betrachtung der Thrombozytenzahlen und der TAT-Konzentrationen. Die TAT-Komplexe
haben sich generell tiber die Versuchdauer erhdht, wahrend die Thrombozytenzahlen, auler
in der Kontrollgruppe und bei der ePTFE-Prothese, maRig bis deutlich niedriger waren. So
kann auf eine generelle Gerinnungsaktivitat mit Thrombozytenadhasion und -aggregation im
Versuchsaufbau geschlossen werden. Allerdings zeigten beide Messungen nicht den
erwartet starken Zusammenhang. Die INV- und die PT-Prothese wiesen bei erheblicher
Zellzahlreduktion lediglich eine TAT-Erhoéhung leicht Uber den Kontrollwerten auf. Dies
kénnte zum Teil an einem physiologischen Effekt liegen: So ist bekannt, dass sich
Thrombozyten im Randbereich der Gefédle in hoherer Konzentration bewegen

[110,111,112].
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Um den Strémungswiderstand zu verringern, flieBen die gréReren Erythrozyten in der
Gefalmitte und drticken kleinere Blutbestandteile, wie die Thrombozyten, an den Rand. Dies
bietet im lebenden Organismus den Vorteil, dass die Thrombozyten umgehend auf
Endothelschaden oder Botenstoffe, die durch Scherkrafte von Endothelzellen freigesetzt
werden, reagieren kénnen. Im Versuch hingegen kénnte es dazu fiihren, dass vor allem
Thrombozyten in die Poren der Prothesenoberflachen gedriickt werden, ohne dabei aktiviert
zu werden wund zur Gerinnungsaktivierung beizutragen. Die immunhistologische
Untersuchung bestatigte die vermehrte Thrombozytenanhaftung bei den Prothesen mit der
groliten Rautiefe, der DAC- (R; = 16,89), der INV- (R; =13,39) und der STD-Prothese
(Rz = 9,95). Auch die geringen Zellanhaftungen bei der GLAS-Prothese (R; = 4,84) konnten
mittels Immunfluoreszenz visualisiert werden. Ein weiterer Grund fur die Unterschiede
beziglich der Zellzahlen und TAT-Komplexe kdnnte die Thrombozytenaktivierung Uber
vermehrte Hydroxylgruppen an manchen BNC-Oberflachen sein, abhdngig vom
Herstellungsverfahren (siehe Tab. 2 und 3). Diese zuganglichen Hydroxylgruppen kénnten
zu einer hoéheren Proteinadsorption und einer daraus resultierenden Aktivierung des
Gerinnungssystems flhren [113]. Weiterhin wurde bereits beobachtet, dass besonders

getrocknetes BNC, wie bei der PT-Prothese, reich an Hydroxylgruppen ist [63].

4.5 Diskussion der Ergebnisse beziiglich der Komplementkaskade

Bei allen BNC-Prothesen zeigte sich eine starke Aktivierung der Komplementkaskade, im
Gegensatz zu den synthetischen Prothesen, deren Werte im Bereich derer der
Kontrollgruppe lagen. Das Komplementsystem gehdrt, wie die Monozyten und die
Granulozyten zur unspezifischen, korpereigenen Immunabwehr. Es kann unverziglich auf

das Eindringen von Pathogenen reagieren und wird bereits bei Infektionsgefahr oder
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Gewebeschadigungen aktiviert [114]. Die in der Studie untersuchten Komponenten, C3a
und sC5b9, liegen auf der gemeinsamen Endstrecke der verschiedenen Aktivierungswege
und sind als Parameter geeignet, um das gesamte Komplementsystem widerzuspiegeln
[51,115]. In vorherigen Studien wurde bereits beobachtet, dass BNC-Prothesen eine deutlich
hoéhere Komplementaktivierung hervorrufen als synthetische Prothesen, was sich mit den
Ergebnissen dieser Arbeit deckt [22,108]. Genaue Ursachen dazu sind noch nicht bekannt,
es wird jedoch auch bezuglich der Komplementaktivierung ein Zusammenhang mit
funktionellen Oberflachengruppen vermutet [116]. Es ist bekannt, dass BNC viele freie OH-
Gruppen enthalt [40,117], die ursachlich fir die Komplementaktivierung sein kdnnten.
Allerdings konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den hier untersuchten
Gruppen festgestellt werden. In folgenden Versuchen zur Verbesserung der Kompatibilitat
sollte naher auf die chemischen Eigenschaften der BNC-Oberflache eingegangen werden,
indem die freien OH-Gruppen reduziert oder modifiziert werden. Die Oberflachenrauheit
dirfte zumindest Uber die Thrombozytenaktivierung einen Beitrag zur Komplementaktivitat
liefern.

Es ist nachgewiesen, dass Proteine beider Systeme, der Gerinnung und des Komplements,
sich gegenseitig aktivieren kénnen. Unter anderem kénnen aktive Thrombozyten, Thrombin
und Plasmin Komplementbestandteile spalten [118,119], wahrend C3a und sC5b9 wiederum
die Thrombozytenaktivierung und -aggregation férdern [120]. Es gibt bereits Studien, in
denen ein starkerer Einfluss auf die Inflammationsreaktion bei sC5b9 beobachtet wurde.
Dessen Hemmung minimiert eine komplementinduzierte Entzindung demnach effektiver als
die Hemmung von C3a [121]. Wa&hrend sich bei den C3a-Bestimmungen bei allen BNC-
Prothesen hohe Werte ergaben, sind die Ergebnisse der sC5b9-Messungen weniger

einheitlich. So zeigte sich besonders bei der GLAS-Prothese tendenziell weniger sC5b9 als
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bei den anderen BNC-Prothesen. Eine Signifikanz lieR sich jedoch nicht ableiten. Somit
wurde die vierte Arbeitshypothese, dass glattere BNC-Prothesenoberflichen zu einer
geringeren Komplementaktivierung fiihren, insgesamt widerlegt. Alle BNC-Oberflachen
I6sen, unabhdngig von der Rauheit, eine deutlich starkere Komplementantwort aus als
synthetische. Lediglich eine Messung deutet auf eine Tendenz in Richtung der Hypothese

hin, da die GLAS-Prothese das niedrigste sC5b9-Level unter allen BNC-Prothesen aufwies.
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5 Fazit

Es konnte gezeigt werden, dass die Oberflachenmodifikationen einen positiven Einfluss auf
die Biokompatibilitdt der BNC-Prothesen hatten. Besonders die GLAS-Prothese mit einer
Oberflache, die ohne Kontakt zu Fremdmaterial geformt worden war und durch eine niedrige
Rauheit charakterisiert ist, flhrte zu vielversprechenden Werten beziiglich der
Zellzahlanalysen und der Gerinnungsaktivitdt, was die Richtung der formulierten
Arbeitshypothesen, dass glattere Oberflachen eine bessere Biokompatibilitat aufweisen,
bestatigt. Auch die Immunreaktion des Blutes auf die BNC-Oberflachen fiel insgesamt mild
aus. Trotzdem bleibt als grofdter Schwachpunkt die fehlende Endothelauskleidung im
Chandler-Loop-Modell. Demnach kann bisher nur gemutmalft werden, dass die positiven
Veranderungen in den Blutanalysen ebenso positive Auswirkungen auf die Ergebnisse von
In-vivo-Experimenten hatten.

Zuvor sollte allerdings der Einfluss der viel besprochenen Ladungen der BNC-Oberflachen
weiter untersucht werden. Generell entscheidend zur Vermeidung bisher bekannter
Komplikationen schmalkalibriger GefalRprothesen, wie Thrombosierung, Intimahyperplasie
und Abstollungsreaktionen, ist eine schnelle, funktionierende Endothelauskleidung der
Prothesen in situ [122,123]. Entscheidend dafir sind das Einwachsen vaskularer
Endothelzellen aus den Anastomosenregionen und das Anheften zirkulierender
Endothelvorlauferzellen [124]. Tatsachlich gibt es Oberflachenbeschichtungen, die diesen
Proteinen dhneln und zu vielversprechenden Ergebnissen im Hinblick auf die Adh&sion von
Endothelzellen fihren [125,124]. Interessante Ansatze konnten Beschichtungen der BNC-

Prothesen mit Fibronektin, Heparin-Chitosan oder Albumin sein [28,126,127,128].
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6 Zusammenfassung

Es besteht ein zunehmender Bedarf an schmalkalibrigen GefalRprothesen mit Gberlegener
Blutkompatibilitdt. Daher wurde untersucht, ob die Modifizierung der inneren Oberflachen die
Blutkompatibilitat von Prothesen aus bakterieller Nanozellulose (BNC) verbessert.

Versuchsgegenstand waren flinf verschiedene Prothesen, synthetisiert in einem Bioreaktor,
die sich durch unterschiedliche Oberflachenrauigkeiten auszeichneten. Die Prothesen
wurden mit heparinbeschichteten Polyvinylchlorid(PVC)-Schlauchen verbunden, mit
Probandenblut beflillt und vier Stunden in einem Chandler-Loop-Modell bei 37.0 ‘C rotiert.
Dann wurde das Blut in Bezug auf Zellzahlen, oxidative Produkte, 16sliches Komplement und
Gerinnungsmarker analysiert. Die Ergebnisse wurden mit den entsprechenden Werten zu
klinisch zugelassenen Prothesen aus Polyethylenterephthalat (DAC) und expandiertem
Polytetrafluorethylen (ePTFE) verglichen. Die Modifikation mit der geringsten
Oberflachenrauheit (GLAS), zeigte mit weniger als 10 % Leukozyten- und weniger als 50 %
Thrombozytenverlust (berlegene Ergebnisse im Vergleich zu raueren BNC-
Prothesenoberflachen, die teilweise mehr als 65 % Leukozyten- und mehr als 90 %
Thrombozytenverlust aufwiesen. Nicht alle Analyseparameter zeigten diese deutlichen
Unterschiede. So unterschied sich die Mengen an reaktiven Sauerstoffspezies und zellfreier
DNA nicht signifikant und alle Modifikationen der BNC-Prothesen wiesen eine verstarkte
Komplementaktivierung auf. Insgesamt verbesserten einige Modifikation der inneren
Kontaktflachen die Biokompatibilitdt der BNC-Prothesen erheblich. Insbesondere die GLAS-
Modifikation, mit der geringsten Oberflachenrauheit, zeigte vielversprechende Ergebnisse
bezuglich der Zellzahlreduktionen sowie eine signifikant verminderte Aktivierung des
Gerinnungssystems. Weitere Verfahren zur Steigerung der Vertraglichkeit und Tierversuche

zur Untersuchung der Langzeitentwicklung sind erforderlich.
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Abkirzungsverzeichnis

ADP Adenosindiphosphat

BB Blutbild

BNC bakterielle Nanocellulose

BSA Rinderserumalbumin

CD Cluster of Differentiation

cfDNA zellfreie DNA-Netze

CGD chronische granulomatdse Krankheit
CTRL Kontrolle

DAC Dacron® (Handelsname von PET)
DAPI 4',6-Diamidino-2-phenylindol

DHR Dihydrorhodamin

DNA Desoxyribonukleinsdure

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay
ETs Extracellular Traps

GLAS inverse Modifikation

GOO Modifikation mit gleichmaRig offenporiger Oberflache
HMGB1 High-Mobility-Group-Protein B1

IL Interleukin

INV invertierte Modifikation

KHK koronare Herzerkrankung

LPS Lipopolysaccharide

NADPH Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
NETs Neutrophil Extracellular Traps
NK-Zellen natirliche Killerzellen

pAVK Periphere arterielle Verschlusskrankheit
PBS phosphatgepufferte Salzlosung

PET Polyethylenterephthalat

PMA Phorbol-12-myristat-13-acetat

PT partiell getrocknete Modifikation
PTFE Polytetrafluorethylen

PVC Polyvinylchlorid

ROS reaktive Sauerstoffspezies / freie Sauerstoffradikale
sC5b9 Membranangriffskomplex aus C5b-C9
STD Standard

TAT Thrombin-Antithrombin-Komplexe
TLR4 Toll-like-Rezeptor 4

TXA; Thromboxan A2

u.a. unter anderem

vWF Von-Willebrand-Faktor

WHO World Health Organization

z. B. zum Beispiel
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