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Einleitung 5

1 Einleitung

Die folgende Arbeit beschaftigt sich mit biologischen Gewebereaktionen auf nicht-
metallische kardiovaskuldre Implantatmaterialien zum Einsatz bei der Therapie
angeborener Herzfehler. Hierzu wurden im Rahmen von Korrekturoperationen
entnommene kardiovaskuldre Implantate histologisch untersucht, um Aussagen beziglich
der Biokompatibilitat verschiedener, nicht-metallischer Implantatmaterialien treffen zu

kdnnen.

Biokompatibilitat beschreibt ,,die Vertraglichkeit zwischen einem technischen und biolo-
gischen System* (Wintermantel et al. 2008, S. 59), also eine ,,Anpassung der chemischen,
physikalischen, biologischen und morphologischen Oberflacheneigenschaften des

Implantates an das Empfangergewebe (Wintermantel et al. 2008, S. 60).

1.1 Kardiovaskulare Implantate zum Einsatz bei Patienten mit
angeborenem Herzfehler

Die Haufigkeit angeborener Herzfehler liegt bei 10 bis 12 pro 1000 Lebendgeborenen und
zahlt somit zu den haufigsten Organfehlbildungen (Limbach et al. 2012). In ca. 80 bis
90 % der Falle liegt eine multifaktorielle Genese zugrunde. 10 % der Falle sind
chromosomalen Aberrationen und ca. 5% monogenen Erbstérungen sowie seltenen
teratogenen Faktoren wie Alkoholgenuss waéhrend der Schwangerschaft oder einem
Diabetes mellitus der Mutter geschuldet (Kececioglu 2009). Die vulnerable Phase flr den
Einfluss teratogener Substanzen auf die Herzentwicklung liegt zwischen der 3. und 8.
Schwangerschaftswoche (Limbach et al. 2012). Die relative Haufigkeitsverteilung

angeborener Herzfehler ist der Tabelle 1.1 zu entnehmen.
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Herzfehler % Herzfehler %
Ventrikelseptumdefekt 28 Aortenisthmusstenose 6
Atriumseptumdefekt 11 Transposition der groRen Arterien 5
Pulmonalstenose 9 atrioventrikularer Septumdefekt 4
persistierender Ductus arteriosus Botalli 9 Trikuspidalatresie 3
Fallot’sche Tetralogie 8 Double inlet ventricle 2
Aortenstenose 7 hypoplastisches Linksherzsyndrom 2

andere 6

Tabelle 1.1: Haufigkeitsverteilung angeborener Herzfehler; aus Kececioglu (2009), S. 515

Bei einigen Herzfehlern kommen kardiovaskuldare Implantate als interventionelle oder
chirurgische Therapieoption infrage. Es folgt ein Uberblick (ber kardiovaskulire

Implantate, die im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden.

1.1.1  GefaRshunts

Shunts, also Gefal3prothesen, kommen beispielsweise bei zyanotischen Herzfehlern wie
der Fallot’schen Tetralogie (ToF), der Trikuspidalatresie (TA) und der Pulmonalatresie
mit Ventrikelseptumdefekt (PA mit VSD) sowie beim hypoplastischen Linksherzsyndrom
(HLHS) und dem Double Inlet/Outlet Ventricle im Rahmen der chirurgischen Therapie
zum Einsatz. Als systemikopulmonale Shunts in Form von modifizierten Blalock-
Taussig-Anastomosen (BTA) oder aortopulmonalen (AP) Shunts sollen sie bei diesen
Herzfehlern die Lungendurchblutung gewéhrleisten (Edmunds et al. 1980; Kay et al.
1983). Bei der modifizierten BTA handelt es sich um eine Shuntverbindung zwischen
Avrteria pulmonalis und Arteria subclavia (Doble et al. 2008). Ein AP-Shunt stellt eine
direkte Verbindung zwischen Aorta und Arteria pulmonalis dar (Reddy et al. 1995). Beim
HLHS kommt des Weiteren eine Gefél3prothese in Form eines Sano-Shunts als
Verbindung zwischen rechtem Ventrikel (RV) und Pulmonalarterie infrage (Sano et al.
2003).

Heutzutage werden meistens Shunts aus Polytetrafluorethylen (PTFE; z. B. von W. L.
Gore & Associates, Newark, Delaware, USA) eingesetzt (Kalra et al. 2010; Starr 2010),

die auch im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden.
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1.1.2 Patches

Ein Patch kommt zumeist bei einer Abflussbehinderung aus dem RV — wie bei der ToF,
der Pulmonalstenose (PS), dem double outlet right ventricle (DORV), der PA mit
intaktem Ventrikelseptum (1VS) oder VSD — oder aus dem linken Ventrikel (LV) — wie
bei der Aortenstenose (AS) — zum Einsatz Die Engstelle wird im Rahmen der
chirurgischen Therapie erweitert und der Defekt mit einem Patch gedeckt. AuRerdem
wurde friher im Rahmen der Mustard-OP bei der Transposition der grof3en Arterien
(TGA) ein Patch auf Vorhofebene eingebracht, der den Blutfluss auf Vorhofebene
umleitete.

Patches konnen aus korpereigenem (z. B. autologes Perikard) oder Fremdgewebe (z. B.
bovines Perikard, PTFE, Polyester) (Izutani 2000; Miyazaki et al. 2011; Oda et al. 2012;
Wainwright et al. 2012) bestehen. Die genannten Patch-Materialien werden heutzutage
am h&ufigsten eingesetzt (Pok und Jacot 2011; Witt et al. 2013).

Patches aus PTFE (z. B. von W. L. Gore & Associates oder C. R. Bard, Murray Hill, New
Jersey, USA) und Polyester (z. B. von Meadox Medicals, Oakland, New Jersey, USA)

wurden im Rahmen dieser Arbeit untersucht.
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1.1.3 Okkluder

Okkluder, also werden zum interventionellen  Verschluss von
Atriumseptumdefekten (ASD) und persistierenden Foramina ovalia (PFO) verwandt
(Ewert 2008). Folgende heutzutage eingesetzte Okkluder (mit Ausnahme der Produkte

des Unternehmens NMT Medical, welches 2011 die Produktion einstellte) wurden im

Schirmchen,

Rahmen dieser Arbeit untersucht:

Produktbezeichnung Material Hersteller Indikation
PTFE, ;
Helex Septal Occluder i ) W. L. Gore & Associates, Newark, ASD,
p Nlcqu—Tltan- Delaware, USA PEO
Legierung
Polyester, .
Amplatzer Septal Occluder Nickel-Tit St. Jude Medical, Maple Grove, ASD,
ICKel-Titan- Minnesota, USA PFO
Legierung
Polyester,
CardioSEAL Septal Occlusion ) 4 ASD,
System Nlckel.-CobaIt— PEO
Legierung NMT Medical, Boston,
Massachusetts, USA
Polyester, ASD,
STARFlex System Nickel-Titan-
: PFO
Legierung
_ PVA, ASD.
Atriasept Occluder Nickel-Titan- PEO
Legierung ) ]
Cardia, Eagan, Minnesota, USA
PVA,
Cardia PFO Occluder Nickel-Titan- PFO
Legierung
Polyester, .
. i . St. Jude Medical, Maple Grove,
Premere PFO Occlusion System Nlcke_I-Tltan- Minnesota, USA PFO
Legierung

Tabelle 1.2: Im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Okkludersysteme; (ASD Atriumseptumdefekt, PFO
persistierendes Foramen ovale, PTFE Polytetrafluorethylen, PVA Polyvinylalkohol)
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1.2 Biomaterialien in der interventionellen und chirurgischen
kardiovaskularen Therapie

Der Begriff ,Biomaterial® beschreibt jegliche Art von Fremdmaterial, das vorubergehend

oder permanent in den menschlichen Koérper implantiert wird (Vander Sloten et al. 1998).

Man unterscheidet synthetische Biomaterialien wie Polymere (z. B. PTFE, Polyester,
Polyvinylalkohol (PVA)), Metalle, Keramik und Karbon von biologischen
Biomaterialien. Letztere unterteilt man in Autografts (korpereigenes Material), Allografts
(Fremdmaterial derselben Spezies) und Xenografts (Fremdmaterial einer anderen
Spezies) (Black 1995; Hench 1998; Witt et al. 2013).

Vorteile synthetischer Biomaterialien bestehen darin, dass sie ,,vorhersehbare
mechanische Eigenschaften* (Black 1995, S. 151; Ubersetzung der Verfasserin aus dem
Englischen; bezieht sich auch auf alle folgenden Zitate) besitzen und dadurch immer

verfiigbar und reproduzierbar sind (Hench 1998).

Nachteilig ist dagegen, dass synthetische Biomaterialien nur bedingt biokompatibel sind.
Beispielsweise kann ein kardiovaskulares Implantat aus PTFE, welches nicht resorbierbar
ist, zu ,,schwerwiegenden Entziindungsreaktionen wie fibrotischem Umbau, Verkalkung
und Mediastinitis*“ (Pok und Jacot 2011, S. 651) fihren. AulRerdem fehlt synthetischen
Biomaterialien — im Gegensatz zu biologischen Biomaterialien — die ,,Fahigkeit zur
Selbstreparatur® (Hench 1998, S. 1420) und Anpassung an den Wirtsorganismus (Hench
1998).

Biologische Implantatmaterialien dagegen sind meist besser biokompatibel (de Mol
1996). Beispielsweise ist nach aktuellen Empfehlungen im Anschluss an einen
biologischen Herzklappenersatz in Abhangigkeit der Implantatposition eine orale
Antikoagulation bzw. Thrombozytenaggregationshemmung mit Acetylsalicylséure lber 3
Monate ausreichend (Vahanian und Alfieri 2012), bis das Implantat vollstandig
endothelialisiert ist (Geil3ler et al. 2009). Dagegen wird nach einem mechanischem
Herzklappenersatz eine lebenslange, orale Antikoagulation notwendig (Vahanian und
Alfieri 2012). Jedoch sind biologische Implantatmaterialien weniger widerstandsfahig als
mechanische und degenerieren schneller (de Mol 1996). AuRerdem sind sie im Vergleich

zu synthetischen oft nur eingeschrankt verfugbar (Hench 1998).
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Eben erwéhnte Einschrdnkungen fuhrten zu Weiterentwicklungen auf dem Feld der
Biomaterialien, dem tissue engineering. Dennoch ist der Einsatz kardiovaskularer
Implantate aus ,herkdmmlichen® Implantatmaterialien wie PTFE, Polyester oder PVA, die
in dieser Arbeit untersucht wurden, unabdingbar: Beispielsweise werden in der Klinik fur
Thorax-, Herz- und Geféal3chirurgie und speziell in der Kinderherzchirurgie der
Universitatsmedizin Gottingen kardiovaskuldre Shunts und Patches aus PTFE weiterhin
regelhaft eingesetzt. Aulerdem finden die in dieser Arbeit untersuchten
Implantatmaterialien als Bestandteil von Verbundmaterialien im Rahmen des tissue
engineering Anwendung: So untersuchten u. a. Wang et al. die Biokompatibilitat eines
Verbundmaterials aus PVA, Hydroxyapatit und Gelatine im Rattenmodell (Wang et al.
2008).

Somit leisten die Ergebnisse dieser Arbeit einen Beitrag zur Ausweitung des
Verstandnisses bezuglich der Biokompatibilitat kardiovaskuldrer Implantatmaterialien aus
PTFE, Polyester und PVA, die trotz Weiterentwicklungen auf dem Feld der

Biomaterialien auch in Zukunft zum Einsatz kommen werden.
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1.3 Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden nicht-metallische Anteile kardiovaskulérer
Implantate nach deren chirurgischer Entfernung untersucht. Diese waren zur Therapie bei
Patienten mit angeborenem Herzfehler eingesetzt worden. Biologische Gewebereaktionen
auf unterschiedliche Implantatmaterialien wurden im Hinblick auf Endothelialisierung,
Entzindungszellreaktion, Verkalkung sowie Neovaskularisierung und Ausbildung von
Bindegewebe histologisch untersucht. Besonderes Augenmerk galt sowohl der Art und
Intensitdt von Entziindungsreaktionen als auch dem Vorhandensein und Auspragungsgrad
von Verkalkung neu gebildeten Gewebes am und im Implantat in Abhéngigkeit von der

Implantationszeit und dem Implantatmaterial.

Es sollten Unterschiede bzw. Gemeinsamkeiten beziglich der Biokompatibilitat
verschiedener, nicht-metallischer Implantatmaterialien herausgearbeitet werden. Anhand
von Kenntnissen Uber die Biokompatibilitat kann eine gezielte Auswahl des Materials
kardiovaskularer Implantate zur Therapie angeborener Herzfehler, die bei 10 bis 12 pro
1000 Lebendgeborenen auftreten (Limbach et al. 2012), zu besseren Langzeitergebnissen

und somit zu einer verbesserten und nachhaltigeren Therapie der Herzfehler beitragen.
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2 Material und Methoden

2.1 Untersuchte Implantate

Die untersuchten kardiovaskuldren Implantate wurden im Forschungslabor der Abteilung
fur Padiatrische Kardiologie und Intensivmendizin der Universitdtsmedizin Gottingen
nach einem standardisierten Protokoll (Sigler et al. 2005) aufgearbeitet und anschlieRend

histologisch untersucht.

Insgesamt wurden 52 Implantate ausgewertet, die im Rahmen von Korrekturoperationen
in verschiedenen Kliniken (Deutschland: Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen,
Deutsches  Herzzentrum  (DHZ)  Minchen,  Universititsmedizin ~ G6ttingen,
Universitatsklinikum Aachen, Herz- und Diabeteszentrum Nordrhein-Westfalen (Bad
Oeynhausen), DHZ Berlin, Sana Herzchirurgie Stuttgart, Universitatsklinkum Giel3en,
Universitatsklinikum Heidelberg; England: John Radcliffe Hospital, Oxford) entfernt und
zur Analyse eingeschickt wurden. Es wurden 3 unterschiedliche Implantatgruppen
untersucht: Shunts aus dem Material PTFE (n = 21, durchschnittliche Implantationszeit:
18 Monate), Patches (n = 17) aus den Materialien PTFE (n = 13, durchschnittliche
Implantationszeit: 247 Monate) und Polyester (n = 4, durchschnittliche Implantationszeit:
321 Monate) sowie Okkluder (n = 14) aus den Materialien PTFE (n = 3, durchschnittliche
Implantationszeit: 74 Monate), Polyester (n = 9, durchschnittliche Implantationszeit: 30
Monate) und PVA (n = 2, durchschnittliche Implantationszeit: 23 Monate). Die Shunts
waren zwischen 1999 und 2011 zumeist als modifizierte BTA, in 3 Féllen als AP-Shunt
und in einem Fall als Sano-Shunt implantiert und zwischen 2004 und 2012 explantiert
worden. Das minimale Patientenalter bei Implantation lag bei 2 Tagen, das maximale bei
19 Jahren und 4 Monaten. Die Patches wurden zwischen 1977 und 1998 implantiert und
zwischen 2006 und 2012 explantiert bei einem minimalen Patientenalter bei Implantation
von 67 Tagen und einem maximalen von 41 Jahren und 6 Monaten. Die Patches waren
meistens im RVOT implantiert sowie in einem Fall auf Aortenklappenniveau und in
einem weiteren Fall als Baffle im Rahmen einer Mustard/Baffle-Operation zur
Vorhofumkehr eingebracht worden. Die Okkluder waren zwischen 2001 und 2011
implantiert und zwischen 2004 und 2012 explantiert worden. Die Patienten waren hierbei

zwischen 1 Jahr und 1 Monat und 65 Jahren und 2 Monaten alt. Die Okkluder waren
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hauptséchlich im interatrialen Septum (1AS) bei ASD oder PFO sowie in einem Fall zum
Verschluss einer Waterston-Cooley-Anastomose implantiert worden. In Tabelle 2.1 findet

sich eine Zusammenschau der ausgewerteten Praparate.

Implantat-
. Diagnose(n); Explantations- bezeichnung;
# | Material | 1Z .
Intervention(en) grund Entnahme-
lokalisation
Shunts
1 funktionelle PA bei hochgradiger PS,
1 | PTFE M RV-und TV-Hypoplasie; TCPA-Komplettierung modifizierte BTA
Z. n. modifizierter BTA
DILV, ISTA, TGA, restriktives
Foramen bulboventriculare; - - .
2 | PTFE |4Mm Glenn-Anastomosen modifizierte BTA
Z.n. ISTA-Korrektur, DKS-OP, Anlage
modifizierter BTA
DILV, PA mit VSD; .
3 PTFE | 8M TCPA-Komplettierung AP-Shunt
Z. n. Glenn-Anastomose und AP-Shunt
5 PA mit VSD, MAPCAs, VSD;
4 PTFE 9 I& Z.n. BTA, BTA-Verschluss mit AP-Shunt-Anlage modifizierte BTA
operativer Ausschélung
9a TOF, MAPCAS: Shuntobstruktion mit o
5 PTFE 5M . multiplen Stenosen und modifizierte BTA
Z. n. modifizierter BTA Verkalkung
PS, Straddling TV, TGA, VSD; - - .
6 PTFE 1a g L Glenn-Anastomosen modifizierte BTA
1M Z. n. modifizierter BTA Anlage
DORV, ISTA, hypoelastischer
Aortenbogen; - R
7| PTFE |om g Glenn-Anastomosen modifizierte BTA
Z.n. ISTA-Resektion, DKS, Anlage
modifizierter BTA
HLHS; Stenose Pulmonalarterie
g | prre | 12 | Z.n.Norwood 1I-OP mit Sano-Shunt, links zwischen Glenn- Sano-Shunt
2M Aortenbogenrekonstruktion, Glenn- Anastomose und Sano-
Anastomose Shunt
la PAmit VSD, ASD II; Korrektur-OP mit RVOT
9 PTFE | 1'm Z. n. Unifokalisation mit Rekonstruktion AP-Shunt
Kollateralenimplantation, AP-Shunt
RV-Hypoplasie, Malposition der grof3en
Arterien, PA mit VSD; Gl Anast
10| PTFE |[3M Z.n. PAB, PDA-Verschluss, enn-Arrl]in;g(;mosen- modifizierte BTA
Atrioseptektomie, DKS-OP mit
modifizierter BTA
TGA, VSD, ASDI; Switch-OP, De-Banding
11 PTFE 5M Z.n. Atri(-)s-eptostomie’ PAB, ASD-, VSD-Verschluss modifizierte BTA
modifizierter BTA
TA; - - .
12 PTFE 8 M . Glenn-Anastomosen modifizierte BTA
Z. n. modifizierter BTA Anlage
HLHS; - .
13 PTFE 6d Pumpversa}gen, BTA modifizierte BTA
Z. n. Norwood 1-OP Verkleinerung
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Implantat-
. Diagnose(n); Explantations- bezeichnung;
# | Material | 1Z .
Intervention(en) grund Entnahme-
lokalisation
TGA, LVOTO, VSD; . .
14 PTFE 4M . Shuntobstruktion modifizierte BTA
Z. n. modifizierter BTA
PA mit IVS; . .
15 PTFE 6 M . Shuntobstruktion modifizierte BTA
Z. n. modifizierter BTA
LV-Hypoplasie; . .
16 PTFE 2M yp .p Shuntobstruktion modifizierte BTA
Z. n. modifizierter BTA
DORYV, PA; . .
17 PTFE IM . elektive Korrektur-OP modifizierte BTA
Z. n. modifizierter BTA
DORYV, LV-Hypoplasie; .
18 PTFE 3M Norwood I-OP modifizierte BTA
Z. n. Norwood I-OP
19| prre | 22 A Glenn-Anastomosen- modifizierte BTA
2M Z. n. modifizierter BTA Anlage
HLHS; Glenn-Anastomosen- .
20 PTFE 2a . modifizierte BTA
Z. n. modifizierter BTA Anlage
DORYV; - - e
21| PTFE |4M o Glenn-Anastomosen modifizierte BTA
Z. n. modifizierter BTA Anlage
11a TGA, VSD; Glenn-Anastomosen- und
22| PTFE ™ Z. n. Mustard-OP modifizierte BTA- Anlage Mustard-Bafle
25a | TOF, Atrioventrikularkanaldefekt; _
23 PTFE 11 . RVOT-Rekonstruktion TAP; RVOT
M Z.n. TAP-Plastik RvOT
15a TOF, PV-Insuffizienz;
24 PTFE . PKE TAP; RVOT
8M Z.n. TAP-Plastik RVOT
13a TOF,;
25 PTFE . PKE TAP; RVOT
8 M Z.n. BTA, TAP-Plastik RVOT
26 PTFE 8a PS; PKE TAP; RVOT
3Mm Z.n. TAP-Plastik RVOT '
TOF,
27 | PTFE |12a| Z. n.modifizierter BTA, TAP-Plastik PKE TAP; RVOT
RVOT
20a TOF,;
28 | PTFE _ PKE TAP; RVOT
9M Z.n. TAP-Plastik RVOT
28a TOF,
29 PTFE . PKE TAP; RVOT
6M Z.n. TAP-Plastik RvOT
30 PTFE 28a TOR PKE TAP; RVOT
1M Z.n. TAP-Plastik RVOT '
30a TOF,
31 PTFE . PKE TAP; RVOT
4M Z.n. TAP-Plastik RVOT
32a TOF,;
32 PTFE . PKE TAP; RVOT
3M Z.n. BTA, TAP-Plastik RVOT
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Implantat-
. Diagnose(n); Explantations- bezeichnung;
# | Material | 1Z .
Intervention(en) grund Entnahme-
lokalisation
19a TOF;
33| PTFE . PKE TAP; RVOT
4M Z.n. BTA, TAP-Plastik RVOT
2la TOF;
34 | PTFE . PKE TAP; RVOT
3M Z.n. TAP-Plastik RVOT
AS, Al, Aneurysma Aorta ascendens;
18a Z. n. zweimaliger AoV-
35 | Polyester | 3" \1 Kommisurotomie mit Patch-Plastik, AKE Aortenpatch
bakterieller Endokarditis mit
subanulérem AoV-Abszess
22a TOF;
36 | Polyester PKE TAP; RVOT
y 5SM Z.n. TAP-Plastik RVOT
TGA, TA, rudimentérer RV, VSD, PS;
Z.n. BTA links und rechts
3la ' klappenloser
37 | Polyester | 1 modifizierter Fontan-OP mit TCPA-Anlage P
klappenloser Conduit-Anlage vom RA
zur Pulmonalarterienbifurkation
35a TOF;
38 | Polyester PKE TAP; RVOT
y 2M Z.n. TAP-Plastik RVOT
Sa Helex Septal
39 PTFE |l\;|) ASD Il Restdefekt Occluder: 1AS
6a OKKluderentfernung im Helex Septal
40 PTFE 3M ASDII Rahmen eines AKE Occluder; IAS
6a Helex Septal
41 PTFE AM ASD Il Restdefekt, Okkluderbruch Occluder: IAS
la STARFlex System;
42 | Polyester 8 M ASD I Restdefekt IAS
3a Re-Apoplex, V. a. .
43 | Polyester | 11 ASD 11, Z. n. Apoplex Thrombusbildung am STARF:IeZ(SSystem,
M Okkluder
6a _— Thrombusbildung am STARFlex System;
44 | Polyester 9M PFO, Z. n. Posteriorinfarkt Okkluder IAS
2a Okkluderbruch, CardioSEAL Septal
45 | Polyester | 11 PFO, Z. n. Apoplex, TIA Thrombusbildung am Occlusion System;
M Okkluder 1AS
TOF; .
CardioSEAL Septal
46 | Polvester 22 Z.n. Watkerston-C_ooIey-An_astolTose, DKE Occlusion System:
Yy 3 M Korrektur-OP, interventioneller Waterston-Cooley-
Verschluss der Waterston-Cooley- Anastomose
Anastomose
Premere PFO
47 | Polyester | 3M PFO OKKluderdislokation Occlusion System;
IAS
3a ASD I, Sinus-Venosus-Defekt, Amplatzer Septal
48 | Polyester 4M Lungenvenenfehlmindung Korrektur-OP Occluder; IAS
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Implantat-
. Diagnose(n); Explantations- bezeichnung;
# | Material | 1Z .
Intervention(en) grund Entnahme-
lokalisation
TGA Amplatzer Septal
la Z. n. Vorhofumkehr nach Mustard, Baffle-Leaks, operativer g °P
49 | Polyester IM - . Verschluss Occluder im
interventionellem Verschluss von Mustard-Baffle
Baffle-Leaks
. . Amplatzer Septal
50 | Polyester | 5M ASD Il Okkluderdislokation Occluder: 1AS
rezidivierende TIA nach .
51 PVA 3a PFO, rezidivierende zerebrale Ischdmien Implantation, Thrombus Cardia F_)FO
3M LA Occluder; 1AS
52| PVA |7M multiple ASDs Restdefekt A"'aseplkoscc'“de”

Tabelle 2.1: Préparatelibersicht; (# Praparatnummer, a Jahr(e), Al Aortenklappeninsuffizienz, AKE Aor-

tenklappenersatz, AoV Aortenklappe, AP aortopulmonal, ASD Atriumseptumdefekt, BTA
Blalock-Taussig-Anastomose, d Tag(e), DHZ Deutsches Herzzentrum, DILV double inlet
left ventricle, DKS Damus-Kaye-Stansel, DORV double outlet right ventricle, HLHS
hypoplastisches Linksherzsyndrom, IAS interatriales Septum, ISTA Aortenisthmusstenose,
IVS intaktes Ventrikelseptum, 1Z Implantationszeit, LA linkes Atrium, LV linker Ventrikel,
LVOTO left ventricular outflow tract obstruction, M Monat(e), MAPCA major
aortopulmonary collateral artery, PA Pulmonalatresie, PFO persistierendes Foramen ovale,
PKE Pulmonalklappenersatz, PS Pulmonalstenose, PV Pulmonalklappe, RA rechtes Atrium,
RV rechter Ventrikel, RVOT rechtsventrikularer Ausflusstrakt, TA Trikuspidalatresie, TAP
transanularer Patch, TCPA totale cavo-pulmonale Anastomose, TGA Transposition der
groRen Arterien, TIA transitorisch-ischdmische Attacke, TV Trikuspidalklappe, TOF
Fallot’sche Tetralogie, Z. n. Zustand nach)
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2.2 Implantataufarbeitung

2.2.1  Herstellung histologischer Praparate

Nach der chirurgischen Entfernung wurden alle Implantate samt umliegendem Gewebe in
Formalin (Phosphat-gepuffert, 4 %; Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)
Uber mindestens 48 Stunden fixiert. Je nachdem, ob Metallanteile oder makroskopisch
sichtbare Verkalkungen enthalten waren, wurden die Implantate unterschiedlich
weiterbehandelt: Bei den Okkludern, die alle metallische Anteile enthielten, sowie bei den
Implantaten mit bereits makroskopisch sichtbarer Verkalkung wurde zunéchst das
Formalin Uber 4 bis 6 Stunden unter flieBendem, kaltem Leitungswasser ausgewaschen
und anschlieBend eine Entwésserung mithilfe einer aufsteigenden Ethanolreihe (je 2 Tage
in 2 x 70 %igem, 90 % igem, 2 x 96 %igem, 3 x 100 %igem Ethanol) und Xylol (3 x je 2
Tage; Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) durchgefihrt. Daraufhin
wurden sie in Methylmethacrylat-Kunstharz (Technovit 9100, Kulzer & Co., Wehrheim,
Deutschland)  eingebettet und hérteten aus. Fur die von Kossa- und
immunhistochemischen Farbungen wurden die Prdparatblocke anschlielend mit
Silikonkleber (ELASTOSIL E41, Wacker Chemie GmbH, Minchen, Deutschland) auf
Glasobjekttragern und fur die Richardson-Farbungen mit Prézisionskleber (Technovit
7210 VLC, Kulzer & Co., Wehrheim, Deutschland) auf Kunststoffobjekttragern befestigt.
Mit einer Diamantsdge (300CP, Exakt GmbH, Norderstedt, Deutschland) wurden
Scheiben von 200 bis 300 um Dicke hergestellt, die mit einem Mikro-Schleif-System
(400CS, Exakt GmbH, Norderstedt, Deutschland) auf 10 bis 30 um Dicke abgeschliffen
wurden. Die Shunts und Patches, die keine Metallanteile oder bereits makroskopisch
sichtbare Verkalkungen enthielten, wurden nach Auswaschen des Formalins (S. 0.) mit
einer aufsteigenden Ethanolreihe (je 1 Stunde in 70 %igem, 80 %igem, 96 %igem, 3 X
100 %igem Ethanol) entwassert, mit Xylol (2 x je 1,5 Stunden) behandelt und in Paraffin
(Paraplast Plus, Leica Biosystems Inc., Richmond, Illinois, USA) eingebettet. Mit einem
Rotationsmikrotom (Leica RM2165, Leica Microsystems Nussloch GmbH, Nussloch,
Deutschland) wurden Schnitte von circa 5 um Dicke angefertigt und anschlieBend auf

Glasobjekttrager aufgebracht.
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2.2.2

Farbungen

Konventionelle Farbungen

Zur histologischen Ubersicht wurde standardmaRig bei den Methylmethacrylat-Schliffen

eine Farbung nach Richardson durchgefuhrt, in der sich basophile Strukturen blau und

metachromatische Strukturen rotviolett darstellten. Hierzu wurde folgendes Protokoll

eingesetzt:

Ansetzen von Lésung Nr. 1. Erwdarmung von 1 g Methylenblau (Carl Roth
GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) und 1 g Natriumborat (Apotheke des
Universitatsklinikums Gottingen, Deutschland) in 100 ml destilliertem Wasser

Ansetzen von Ldésung Nr. 2: 1 g Azur Il (Waldeck GmbH & Co. KG, Minster,

Deutschland) in 100 ml destilliertem Wasser

Mischung beider Losungen im Verhaltnis 1:1

Filtration

Féarbung tber 3 bis 5 min auf einer Heizplatte bei 60 °C

Spulung Gber 5 min mit Leitungswasser

Bei den Paraffin-Schnitten wurde, ebenfalls zur histologischen Ubersicht, eine

Hé&matoxylin-Eosin (HE)-Standardférbung angefertigt, die basophile Strukturen blau und

azidophile Strukturen rot darstellte. Dies geschah nach folgendem Protokoll:

Entparaffinierung mit Xylol (3 x je 8 min) und absteigender Ethanolreihe (2 x je 5
min in 100 %igem Ethanol, je 1 x tber 5 min in 96 %igem, 70 %igem, 50 %igem,
30 %igem Ethanol)

Rehydrierung mit entionisiertem Wasser (5 min)

Hé&matoxylin nach Mayer (3 x je 3 min; Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland)

flieBendes Leitungswasser (6 min)

entionisiertes Wasser (2 min)
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waéssriges 0,5 %iges Eosin (2 x je 2 min; Eosin G (gelblich), 115935, Merck
KGaA, Darmstadt, Deutschland)

e Spulen in entionisiertem Wasser
e 96 %iges Ethanol (1 min)

e 100 %iges Ethanol (2 x je 2 min)
e Xylol (3 x je 3 min)

Zuletzt wurden die Schnitte mit Entellan (107960, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland) eingedeckt.

Bei einigen Schliffen und Schnitten wurde zur Darstellung von Verkalkung eine Féarbung
nach von Kossa vorgenommen, in der sich Calciumphosphat-Ablagerungen schwarz
darstellten. Hierfur wurde folgendes Protokoll eingesetzt:

e Schnitte: Entparaffinieren mit Xylol (3 x je 8 min) und absteigender Ethanolreihe
(2 x je 5 min in 100 %igem Ethanol, je 1 x Gber 5 min in 96 %igem, 70 %igem,
50 %igem, 30 %igem Ethanol)

Schliffe: Deplastifizieren mit Xylol (3 x je 20 min), Methoxyethylacetat (20 min),
Aceton (2 x je 5 min)

e Rehydrierung mit entionisiertem Wasser (5 min)

e 5 %ige Silbernitratlésung (10 bis 60 min bei Tageslicht; Silbernitrat, 101512,
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)

e destilliertes Wasser (3 x je 3 min)

e 1 %ige Pyrogallussaure (3 min; Pyrogallol, 3963.1, Carl Roth GmbH & Co. KG,

Karlsruhe, Deutschland)

e 5 %ige Natriumthiosulfatlosung (5 min; Natriumthiosulfat-Pentahydrat, T109.2,
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)

o flieRendes Leitungswasser (10 min)
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Kernechtrot-Férbelésung (30 min; Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland)

o destilliertes Wasser (2 min)

e 70 %iges Ethanol (1 min)

e 100 %iges Ethanol (2 x je 2 min)
e Xylol (3 x je 3 min)

Zuletzt wurden die Schnitte mit Entellan eingedeckt.
Immunhistochemische Farbungen

Die Schnitte wurden entparaffiniert und die Schliffe deplastifiziert (s. 0.), um eine
Bindung der Primarantikdrper an die Antigene zu ermoglichen. Zur Antigendemaskierung
wurden die Praparate je nach Primarantikdrper mit verschiedenen Pufferlésungen und
anschlieRender Inkubation im Dampfkochtopf bei 90 °C Uber 20 beziehungsweise 40 min
mit Proteinase K (Proteinase K, S3004, Dako, Glostrup, Dadnemark) und Inkubation auf
einer Warmeplatte bei 37 °C Uber 5 Minuten vorbehandelt (s. Tabelle 2.2). Auf einen
Waschschritt mit TTBS (tween tris-buffered saline; Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland) folgte das Blocken der endogenen Peroxidase mittels
Wasserstoffperoxid-haltiger Ldsung (Peroxidase Blocking Reagent, S2023, Dako,
Glostrup, Danemark) und anschlieBender Inkubation tber 17 Minuten. Nach einer 30-
mindtigen Inkubation mit Antibody Diluent (Antibody Diluent Dako REAL, S2022,
Dako, Glostrup, Danemark) zur Gewdhrleistung eines angemessen gepufferten Mediums
zur Verdinnung der Primdrantikbrper wurden die Préparate mit den jeweiligen
Priméarantikdrpern Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Es kamen 10 Primé&rantikdrper zum
Einsatz: Zur Darstellung von Endothelzellen wurden Antikérper gegen von-Willebrand-
Faktor (VWF) sowie CD 31 eingesetzt. Um kontraktile Zellen hervorzuheben, wurden
sowohl Antikdrper gegen smooth muscle actin (SMA) als auch smooth muscle myosin
(SMM) verwandt. Antikorper gegen Vimentin als Typ 3-Intermedidrfilament des
Zytoskeletts von Fibroblasten, Endothelzellen und GefaBmuskelzellen (kontraktiler
Zellen) kamen zur Darstellung der genannten Zellen zum Einsatz. Antikorper gegen

Kollagen Typ IV als Bestandteil der Lamina densa der Basallamina, die Endothel- und
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Epithelgewebe begrenzt und auch andere Zellen umgibt, die in Kontakt mit Bindegewebe
stehen, wie beispielsweise Muskelzellen, wurden zur Darstellung von Endothelien sowie
zur Lokalisation glatter Muskelzellen in Pseudointima-, Implantat- und Pseudoadventiti-
agewebe genutzt. AuBerdem kamen Antikorper gegen Oberflichenmerkmale von
Entziindungszellen zum Einsatz: gegen CD 68 auf Monozyten, Makrophagen und
Fremdkorperriesenzellen (FKR), gegen CD 3 auf T-Lymphozyten, gegen CD 79 a auf B-
Lymphozyten und Plasmazellen, gegen CD 15 auf Granulozyten. Die Inkubation der
Primarantikorper erfolgte tber Nacht bei 4 °C. AnschlieRend wurden nach einem
Waschschritt die jeweiligen Sekundarantikorper aufgebracht und je nach System 30 oder
60 Minuten inkubiert (s. Tabelle 2.2). Auf einen Waschschritt folgte die Visualisierung
der Antigen-Antikdrper-Komplexe mittels eines Diaminobenzidin-Substrat-Chromogen-
Systems (DAB Substrate Kit High Contrast, DAB5000plus, Zytomed Systems GmbH,
Berlin, Deutschland), welches unter Mikroskopkontrolle 5 bis 30 Minuten inkubierte.
Darauthin wurden die Prdparate nach einem weiteren Waschschritt mit Hamalaun

gegengefarbt und mittels aufsteigender Ehanolreihe und Xylol entwéssert (s. 0.). Zum

Schluss erfolgte die Eindeckung mit Entellan.

Primarantikorper

Antigendemaskierung

Sekundérantikdrper

Polyclonal Rabbit Anti-Human
von-Willebrand-Faktor, A0082,
Dako; Verdinnung: 1:500

Target Retrieval Solution pH 6,0, S2031,
Dako; INZ im Dampfkochtopf bei 90°C:
40 min

Polyclonal Swine Anti-Rabbit
Immunglobulins/HRP, P0217, Dako;
Verdinnung: 1:100; INZ bei RT: 60 min

Monoclonal Mouse Anti-Human
CD 31, Endothelial Cell Clone
JC70A, M0823, Dako;
Verdiinnung: 1:100

Target Retrieval Solution pH 6,1, S1699,
Dako; INZ im Dampfkochtopf bei 90°C:
40 min

Polyclonal Rabbit Anti-Mouse
Immunglobulins/HRP, P0260, Dako;
Verdinnung: 1:100; INZ bei RT: 60 min

Monoclonal Mouse Anti-Human
Smooth Muscle Actin, Clone 1A4,
M 0851, Dako; Verdinnung:
1:300

Target Retrieval Solution pH 6,0, S2031,
Dako; INZ im Dampfkochtopf bei 90°C:
40 min

Polyclonal Rabbit Anti-Mouse
Immunglobulins/HRP, P0260, Dako;
Verdiinnung: 1:100; INZ bei RT: 60 min

Monoclonal Mouse Anti-Human

Smooth Muscle Myosin Heavy

Chain, Clone SMMS-1, M3558,
Dako; Verdiinnung: 1:500

1. Proteinase K, S3004, Dako;
Verdiinnung: 1:500; INZ auf Wérmeplatte
bei 37°C: 5 min
2. Target Retrieval Solution pH 6,0,
S2031, Dako; INZ im Dampfkochtopf bei
90°C: 40 min

EnVision+Dual Link System-HRP,
K4063, Dako; INZ bei RT: 30 min

Monoclonal Mouse Anti-Vimentin
Clone V9 IgG1, M0725, Dako;
Verdiinnung 1:300

Target Retrieval Solution pH 6,0, S2031,
Dako; INZ im Dampfkochtopf bei 90°C:
40 min

Polyclonal Rabbit Anti-Mouse
Immunglobulins/HRP, P0260, Dako;
Verdiinnung: 1:100; INZ bei RT: 60 min

Monoclonal Mouse Anti-Human
Collagen 1V, Clone CIV 22,
MO0785, Dako; Verdiinnung 1:100

Target Retrieval Solution pH 6,1, S1699,
Dako; INZ im Dampfkochtopf bei 90°C:
40 min

Polyclonal Rabbit Anti-Mouse
Immunglobulins/HRP, P0260, Dako;
Verdiinnung: 1:100; INZ bei RT: 60 min
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Monoclonal Mouse Anti-Human
CD 68, Clone PG-M1, M0876,
Dako; Verdiinnung 1:200

Target Retrieval Solution High pH, 50x

concentrated Tris/EDTA, pH 9, K8004,

Dako; INZ im Dampfkochtopf bei 90°C:
20 min, Abkihlungszeit: 20 min

EnVision+Dual Link System-HRP,
K4063, Dako; INZ bei RT: 30 min

Polyclonal Rabbit Anti-Human
CD 3, A0452, Dako; Verdiinnung
1: 500

Target Retrieval Solution pH 6,1, S1699,
Dako; INZ im Dampfkochtopf bei 90°C:
40 min

EnVision+Dual Link System-HRP,
K4063, Dako; INZ bei RT: 30 min

Monoclonal Mouse Anti-Human
CD 790, Clone JCB117, M7050,
Dako; Verdinnung 1:100

Target Retrieval Solution High pH, 50x

concentrated Tris/EDTA, pH 9, K8004,

Dako; INZ im Dampfkochtopf bei 90°C:
20 min, Abkihlungszeit: 20 min

EnVision+Dual Link System-HRP,
K4063, Dako; INZ bei RT: 30 min

Monoclonal Mouse IgM«k Anti-
Human CD 15, Clone Carb-3,
MSKO005-05, Zytomed,;
Verdiinnung 1: 300

Target Retrieval Solution pH 6,1, S1699,
Dako; INZ im Dampfkochtopf bei 90°C:
40 min

ZytoChem-Plus HRP Polymer-System
(Mouse/Rabbit), POLHRP-100,
Zytomed; INZ PostBlock bei RT: 20
min, INZ HRP-Polymer bei RT: 30 min

Tabelle 2.2: Ubersicht tber Antigendemaskierung, Primarantikorper, Sekundarantikorper; (INZ Inkubati-
onszeit, RT Raumtemperatur)
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2.3  Technische Ausristung zur Auswertung der Praparate

Die Préaparate wurden entweder lichtmikroskopisch (LEICA DMLB, Leica Microsystems
GmbH, Wetzlar, Deutschland) oder auch digitalisiert mithilfe eines Praparatescanners
(dotSlide System, Olympus Life Science Europe GmbH, Hamburg, Deutschland)
ausgewertet. Fotografien wurden mithilfe der CCD-Farbkamera Color View Il angefertigt
und mit der Software Analysis 3.2 der Firma Olympus (Olympus Europa Holding GmbH,

Hamburg, Deutschland) verarbeitet.
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2.4  Zeit- und Prozentangaben

Bei Praparaten, die bis zu 1 Monat implantiert waren, wurde die Implantationszeit in
Tagen angegeben, dariiber hinaus in Jahren und/oder Monaten. Wurde ein Implantat vor
dem 15. eines Monats eingesetzt, zéhlte dies bezliglich der Implantationszeit als ganzer
Implantationsmonat; nach dem 15. wurde dieser Monat nicht berechnet. Wurde ein
Implantat vor dem 15. eines Monats entfernt, wurde dieser Monat in die Implantationszeit

nicht einberechnet. Eine Entfernung nach dem 15. zahlte als ganzer Implantationsmonat.

In Prozentangaben ausgedriickte Ergebnisse dieser Arbeit wurden auf die nachste ganze

Zahl auf- bzw. abgerundet.
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3 Ergebnisse

Dieser Teil der Arbeit ist folgendermaRen gegliedert: Nach Implantatmaterialien (PTFE,
Polyester und PVA) gruppiert, werden die histologischen Ergebnisse der verschiedenen
Implantattypen (Shunts, Patches und Okkluder) besprochen.

Die neu gebildete Gewebsschicht an der blutzugewandten Seite des Implantats wurde in
dieser Arbeit, analog zur Intima echter Blutgefale, als ,Pseudointima‘ bezeichnet. Das
neu gebildete Gewebe innerhalb des textilen Fremdmaterials wurde ,Implantatgewebe*
genannt. Als ,Pseudoadventitia® wurde das neu gebildete Gewebe auflerhalb des

Implantatgewebes bezeichnet.

Bei der Betrachtung der einzelnen Implantatmaterialien wurden die Reaktionen in
Pseudointima-, Pseudoadventitia- und Implantatgewebe getrennt voneinander
beschrieben. Auf Gewebereaktionen in der Pseudoadventitia wurde nur eingegangen,
wenn Auffalligkeiten zu erkennen waren, da das Augenmerk dieser Arbeit vor allem auf

Verénderungen in Pseudointima- und Implantatgewebe gerichtet war.

3.1 PTFE-Implantate

3.1.1 Gefalishunts
Es wurden insgesamt 21 PTFE-Shunts untersucht.
Endothelialisierung der Pseudointima

Bei 13 von 15 untersuchten auswertbaren Praparaten konnte die Endothelialisierung
durch immunhistochemische Farbungen mit vWF-, CD 31-, Kollagen V- (s. Abbildung
3.6 B) oder Vimentin- (s. Abbildung 3.5 A) Antikorpern bestatigt werden: 13 von 14
auswertbaren Prdparaten farbten positiv fir vWF, 3 von 3 fur CD 31, 3 von 5 fir
Kollagen IV und 8 von 8 fur Vimentin (s. Tabelle 3.1). Das Endothel zeigte sich als
einzellige, oberflachliche Zellschicht mit ovalen bis rundlichen Zellkernen in der VWF-
(s. Abbildung 3.1 A), CD 31- (s. Abbildungen 3.1 B, C) und Vimentin-Farbung,
wohingegen in der Kollagen IV-Farbung das subendotheliale Gewebe dargestellt wurde.
Praparat Nr. 16 mit der zweitklrzesten Implantationszeit von 2 Monaten zeigte eine
deutliche Endothelialisierung (s. Abbildung 3.1 C).
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Abbildung 3.1: A VWF-Férbung; Implantatgewebe (I) mit Pseudointima (PI), unterschiedlich geformten
Hohlrdumen verschiedenen Kalibers (Pfeile) und angeférbtem Endothel (gestrichelter Pfeil),
Lumen (L); VergroRerung 40fach; Praparat Nr. 12; B vWF-Farbung; Ausschnitt aus A;
VergroRerung 400fach; Préparat Nr. 12; C CD 31-Férbung; deutliche Endothelialisierung der
Pseudointima nach 2 Monaten Implantationszeit; VergroRerung 400fach; Praparat Nr. 16

Bei 2 Praparaten war mithilfe der durchgefiihrten immunhistochemischen Verfahren
keine Endothelialisierung zu erkennen. Das Lumen von Praparat Nr. 11 war durch
Hyperplasie der Pseudointima komplett verschlossen (s. Abbildung 3.2). Bei Praparat Nr.
13 (Implantationszeit: 6 Tage) lag noch keine ausgebildete Pseudointima vor und daher
auch keine Endothelialisierung.

Abbildung 3.2: Vimentin-Féarbung; kompletter Shuntverschluss durch Hyperplasie der Pseudointima (PI)
mit unterschiedlich geformten Hohlrdumen verschiedenen Kalibers (Pfeile); Vergréfierung
40fach; Préparat Nr. 11
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# E vWF Ch 31 Vimentin Kollagen IV
1 J + +
2 J + +
3 J + +
4 J + +
5 J +
6 J + + -

7 J + +
8 J + +

10 J + +

11 N N N N

(Shuntverschluss) | (Shuntverschluss) (Shuntverschluss) | (Shuntverschluss)
12 J + + +
N _
13 (keine PI (keine PI
ausgebildet) ausgebildet)

15 J + +

16 J + + -

20 J + + +

Tabelle 3.1: Endothelialisierung der Pseudointima; (+ positives Farbeergebnis, — negatives Farbeergebnis,

Neovaskularisierung

# Praparatnummer, E Endothelialisierung, J ja, N nein, P1 Pseudointima)

Neben der Darstellung des Endothels und Subendothels der Pseudointima wurde durch
die VWF- (s. Abbildung 3.1 A), CD 31-, Kollagen IV- (s. Abbildung 3.3 C), Vimentin- (s.
Abbildungen 3.3 C, 3.5), SMA- (s. Abbildung 3.3 A) und SMM- (s. Abbildung 3.3 B)
Féarbungen auch die Zellauskleidung bzw. umgebende Extrazelluldarmatrix (EZM)

unterschiedlich geformter Hohlrdume verschiedenen Kalibers dargestellt, die in allen

Praparaten regelhaft in der Pseudointima — meist implantatnah — und im Implantatgewebe

gefunden werden konnten. Das Kaliber dieser Hohlraume war im Pseudointimagewebe

deutlich groRer als im Implantatgewebe.
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Abbildung 3.3: Kontraktile Zellen (Pfeile) um Hohlrdume in unterer Pseudointima (PI), Implantatgewebe
(I); Préparat Nr. 20; A SMA-Farbung; VergroRerung 400fach; B SMM-Farbung;
VergroRerung 400fach; C Kollagen 1VV-Farbung; VergroRerung 400fach

Zellen und EZM des Pseudointima- und Implantatgewebes

Die Ausbildung einer Pseudointima war bei allen auswertbaren Préparaten mit Ausnahme
des Préaparates Nr. 13 zu erkennen. Hierbei handelt es sich um einen Shunt mit relativ
kurzer Implantationszeit von 6 Tagen. In der HE-Féarbung erkennt man in diesem Praparat
lumenseitig, angrenzend an das PTFE-Gewebe, ein Netz aus Fibrinfaden mit
eingestreuten Erythrozyten (s. Abbildungen 3.4 A, B).
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Abbildung 3.4: HE-Féarbung; Préparat Nr. 13; A Fibringewebe mit Erythrozyten (Pfeile) am
Implantatgewebe (1), Lumen (L); Vergroerung 100fach; B Ausschnitt aus A; VergréRerung
400fach

Positiv fir Vimentin farbten neben Endothelzellen in allen 11 darauf untersuchten
Préparaten — Praparate Nr. 1 bis 8, 11, 12 und 18 — auch langgestreckte, spindelférmige

Zellen, die in der gesamten Pseudointima zu finden waren (s. Abbildungen 3.5 A, B).

Abbildung 3.5: Vimentin-Farbung; Préparat Nr. 12; A spindelférmige Zellen in der Pseudointima (PI),
Auskleidung unterschiedlich geformter Hohlrdume verschiedenen Kalibers mit Vimentin-
positiven Endothelzellen (Pfeile), Implantatgewebe (1), Lumen (L); VergroRerung 100fach; B
Ausschnitt aus A; spindelférmige Zellen in der Pseudointima (PI), Endothelialisierung der
Pseudointima (gestrichelter Pfeil), VergroRerung 400fach

Positiv fur Kollagen 1V féarbte neben der subendothelialen EZM auch die restliche EZM
der Pseudointima in 6 von 8 Prdparaten. Sie zeigte eine netzartige Struktur (s.
Abbildungen 3.6 A, B). In den Aussparungen dieses Netzes lagen mit H&malaun
gegengefarbte Zellkerne. In Préparat Nr. 4 farbte ein breiter, implantatnaher Abschnitt der
Pseudointima nicht fur Kollagen 1V. In den Préparaten Nr. 10 bis 12 und Nr. 20 féarbten
Zellen der gesamten Pseudointimabreite. In Praparat Nr. 18 farbte die EZM der PI zwar
fur Kollagen IV, war aber schlecht erhalten, weswegen sich zum Féarbemuster keine
Aussage treffen liel3. Negativ fiel die Kollagen IV-Féarbung in Praparat Nr. 6 und 16 aus.
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Abbildung 3.6: Kollagen IV-Féarbung; Praparat Nr. 12; A Kollagen IV in der Pseudointima (PI),
Implantatgewebe (1), Lumen (L); VergroRerung 200fach; B Ausschnitt aus A, Kollagen IV in
der Pseudointima, Férbung der subendothelialen EZM mit aufsitzenden Endothelzellen
(Pfeile); VergroRerung 400fach

In allen 11 auswertbaren Shunts farbten im Implantatgewebe anséssige Zellen positiv fur
Vimentin (s. Abbildung 3.7 A). In 4 von 8 auswertbaren Praparaten farbte die EZM des
Implantatgewebes positiv fur Kollagen IV (s. Abbildung 3.7 B und Tabelle 3.2).

Abbildung 3.7: A Vimentin-Férbung; Bindegewebszellen (Pfeile) im Implantatgewebe (I); VergroRerung
200fach; Praparat Nr. 12; B Kollagen IV-Farbung; Darstellung der EZM (Pfeile) des
Implantatgewebes (1); VergroRerung 400fach; Praparat Nr. 10
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# Vimentin Kollagen IV
1 +

2 +

3 +

4 + —
5 +

6 + -
7 +

8 +

10 +
11 + +
12 + +
15 -
16 -
18 + NB
20 +

Tabelle 3.2: Ergebnisse der Vimentin- und Kollagen IV-Farbungen des Implantatgewebes; (+ positives
Farbeergebnis, — negatives Farbeergebnis, # Praparatnummer, NB nicht beurteilbar, P Prapa-
rat)

In den SMA- und SMM-Farbungen zeigte die Pseudointima héaufig ein komplexes Netz
spindelférmiger Zellen, teilweise mit Hamalaun gegengefarbtem, ovalem bis langlichem
Zellkern. 18 untersuchte Shunts zeigten ein Vorliegen von intrazellularem SMA. 12 von
16 Shunts farbten positiv fir SMM (s. Tabelle 3.3). Die 4 Praparate, bei denen kein SMM
(wohl aber SMA) nachgewiesen werden konnte, waren zwischen 3 Monaten und 1 Jahr
und 1 Monat implantiert. Aufféallig war, dass unterschiedliche Anordnungsmuster dieser
kontraktilen Zellen vorlagen. Einige Préparate zeigten lumenseitig eine deutlich dichtere,
organisiertere Anordnung kontraktiler Zellen als implantatnah (s. Abbildungen 3.8 A, B,
C). Bei den Praparaten, bei denen dies der Fall war, erschien die Pseudointima insgesamt
organisierter: lumenseitig straff organisiertes, implantatnah locker organisiertes
Bindegewebe. Sowohl Préparate mit einer kurzen, 3-monatigen Implantationszeit als auch
Préparate mit den langsten Implantationszeiten von 2 Jahren und mehr wiesen eine solche

Anordnung kontraktiler Zellen auf.
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Abbildung 3.8: Lumenseitig dichtere Anordnung kontraktiler Zellen als implantatnah, Lumen (L), Pseu-
dointima (PI), Implantat (1); A SMA-Farbung; Implantationszeit: 2 a; VergrofRerung 40fach;
Praparat Nr. 20; B SMA-Farbung; Implantationszeit: 3 Monate, VergrofRerung 200fach;
Préaparat Nr. 10; C SMM-Farbung; Implantationszeit: 2 a; VergrofRerung 100fach; Praparat
Nr. 20

Bei den anderen Préparaten war eine vermehrte Farbung lumenseitig gelegener,
kontraktiler Zellen nicht zu erkennen. Wohl befanden sich Stellen mit dichter Anordnung
kontraktiler Zellen neben Stellen mit lockerer Anordnung kontraktiler Zellen, aber
insgesamt war dieser Zelltyp Uber die gesamte Pseudointima relativ gleichmalRig verteilt
(s. Abbildung 3.9 A).
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Abbildung 3.9: SMA-Férbung; relativ gleichméRige Verteilung kontraktiler Zellen in der Pseudointima
(PI), Implantatgewebe (I), Lumen (L); Implantationszeit: 8 Monate; VergrdRerung 100fach;
Préparat Nr. 12

Neben der Pseudointima konnten auch im Implantatgewebe kontraktile Zellen gefunden
werden (s. Abbildungen 3.10 A, B). 11 von 18 Préparate farbten positiv fur SMA, 6 von
16 flir SMM (s. Tabelle 3.3). 3 Praparate farbten nur positiv fir SMA und nicht fir SMM.
Bei diesen 3 Praparaten lag die Implantationszeit bei 9 Monaten oder weniger. In einigen
Préparaten befanden sich die kontraktilen Zellen hauptsachlich im lumenseitigen
Abschnitt des Implantatgewebes, oft direkt am Ubergang zum Pseudointimagewebe, und
weniger im Pseudoadventitia-zugewandten Implantatabschnitt. Zusatzlich fiel auf, dass
im Implantatgewebe deutlich weniger kontraktile Zellen zu finden waren als im Pseudoin-

timagewebe.

Abbildung 3.10: Kontraktile Zellen (Pfeile) im Implantatgewebe (I); A SMA-Farbung; Vergréferung
200fach; Préparat Nr. 16; B SMM-Farbung; VergroRerung 200fach; Préparat Nr. 20
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SMA SMM
#
Pl Pl
1 + * — — —
* *
2 + NB + PI>PA- + NB + PI>PA-
Néhe Néhe
3 + NB + * - + *
4 + * - + L -
5 + L NB + NB NB
6 + NB + P1-Néahe - + P1-Nahe
7 + L + PI-Néhe + * -
8 + * - + NB -
* *
10 + L + PI>PA- + * + PI>PA-
Néhe Néhe
11 + 4 + P1-Né&he + V4 -
12 + * + * + * -
14 + * + P1-Néahe
15 + L - + L -
*
16 + * + PI>PA- + * + PI-Néahe
Néhe
17 + * + P1-Néahe
18 + I-Néhe - - -
19 + L - + * -
* *
20 + L + PI>PA- + L + PI>PA-
Néhe Néhe
21 NB - NB _

Tabelle 3.3: Kontraktile Zellen in Pseudointima- und Implantatgewebe; (+ vorhanden, — nicht vorhanden, *
ubiquitdr vorhanden, # Préparatnummer, | Implantat, L lumenseitige Konzentration, NB Lage
nicht beurteilbar, PA Pseudoadventitia, Pl Pseudointima, PI>PA-N&ahe Konzentration kon-
traktiler Zellen in Pseudointimandhe gréRer als in Pseudoadventitianéhe, Z zentrale Konzent-
ration)
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Entztindungszellen

Mit Ausnahme von Praparat Nr. 5 konnten in allen Shuntpraparaten Entziindungszellen
im Pseudointima- wie auch Implantatgewebe nachgewiesen werden. In Praparat Nr. 5
waren in den histologischen Standardfarbungen nur vereinzelt Entzindungszellen zu
erkennen, sodass nicht von einer relevanten Entziindung ausgegangen werden konnte.
Daher wurde entschieden, keine immunhistochemischen Farbungen zur Darstellung von
Oberflachenantigenen von Entzundungszellen bei diesem Praparat durchzufihren. Bei
den anderen Praparaten wurden u. a. Farbungen zur Hervorhebung von CD 68
durchgefuhrt. Histiozyten, haufig mit deutlichem Nucleoli, waren in allen 16 Préparaten
im Implantatgewebe (s. Abbildungen 3.11 A, B), meist ubiquitdar, und allen 14
auswertbaren Praparaten in der Pseudointima zu sehen. Meist farbten viele Zellen in
Implantatndhe (s. Abbildung 3.11 A). In 5 auswertbaren Préparaten farbten sehr viele
Histiozyten an der Pseudoadventitia-zugewandten Implantatoberflache positiv fir CD 68.
In 3 dieser 5 Préparate waren Histiozyten zusatzlich in der gesamten Pseudoadventitia zu
sehen (s. Tabelle 3.4).
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Abbildung 3.11: CD 68-Farbung; Praparat Nr. 4 A Ubersicht; Histiozyten (Pfeile) vor allem am Ubergang
vom Pseudointima (PI)- zum Implantatgewebe (1) sowie im Implantatgewebe; Vergrélerung
100fach; B Ausschnitt aus A; Histiozyten im Implantatgewebe (Pfeile); VergréfRerung
200fach
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Mehrkernige FKR kamen in 9 von 16 Shunts, meist an der Pseudointima- und
Pseudoadventitia-zugewandten Implantatoberflache vor (s. Abbildungen 3.12 A, B, C, D),
wéhrend an der Pseudoadventitia-zugewandten Implantatoberflache die meisten FKR zu
finden waren. Direkt im Implantatgewebe waren nur wenige Zellen zu sehen, meist in
Pseudointima- oder Pseudoadventitiandhe (s. Tabelle 3.4). In allen Praparaten hatten die

FKR eine direkte ortliche Beziehung zum PTFE-Gewebe.
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Abbildung 3.12: CD 68-Farbungen; A FKR (Pfeile) und Histiozyten (gestrichelte Pfeile) am Ubergang
vom Pseudointima (P1)- zum Implantatgewebe (1); VergroRerung 200fach; Préparat Nr. 11; B
Ausschnitt aus A; mehrkernige FKR (Pfeil) mit umliegenden Histiozyten (gestrichelte Pfeile);
VergroRerung 1000fach; Praparat Nr. 11; C FKR (Pfeil) und Histiozyten (gestrichelter Pfeil)
am Ubergang vom Pseudointima- zum Implantatgewebe; VergroBerung 400fach; Praparat Nr.
4; D FKR (Pfeil) und Histiozyten (gestrichelter Pfeil) an der ShuntauRenseite am Ubergang
vom Implantat- zum Pseudoadventitiagewebe (PA); VergroRerung 200fach; Praparat Nr. 6
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CD 68 Histiozyten CD 68 FKR
#
Pl | PA Pl | PA
I- *
1|+ | Nahe o, | B - - NB
restl. P,,l
PINB Nahe
I- *
2 ++ ’;‘:::f’ ++ * +++ l- — - ++ I-OF
PINB Nahe
| -
Nahe, * _ _
3 + restl. ++ NB NB
PI NB
*
4 +++ 10 +++ * +++ 1-OF + I-OF — ++ I-OF
- * PI-
Nahe, - )
6 ++ restl ++ +++ l- (+) I-OF +) PA- +++ I-OF
PINB Nahe Nahe
*
7 + * ++ * +++ l- — — ++ I-OF
Nahe
I ; PI-
10 + Néhe, ++ * +++ Naéhe, - (+) Nihe +++ I-OF
1-OF I-OF
PI-
* * -
11 +++ ++ NB ++ 1-OF +) Nihe NB
I- Pl-,
12 + x +++ * NB + I1-OF + PA- NB
Nahe Néhe
15 + N;'he ++ * NB - + * NB
16 (+) * ++ * NB —- - NB
17 NB ++ * NB NB - NB
18 +++ * ++ * NB - - NB
19 ++ I1-OF + * NB - - NB
*
++- Pl-
20 et N;.he ++ * NB + 1-OF +) Nihe NB
Pl-
21 NB + Nihe NB NB - NB

Tabelle 3.4: Ergebnisse der CD 68-Farbungen des Pseudointima-, Implantat-, Pseudoadventitiagewebes;
((+) vereinzelte Zellen, + wenige Zellen, ++ viele Zellen, +++ sehr viele Zellen, — keine
Zellen, * ubiquitér vorhanden, # Praparathummer, |1 Implantat, NB nicht beurteilbar, OF
Oberflache, PA Pseudoadventitia, Pl Pseudointima)




Ergebnisse 38

CD 15-positive Granulozyten, die einen gelappten Zellkern aufwiesen, waren in 10 von
16 Praparaten vorhanden. 6 Praparate farbten negativ fiir CD 15, wobei nicht immer alle
Préparatanteile auswertbar waren. In 3 Préparaten farbten nur Zellen der Pseudointima, in
einem Préparat nur Zellen des Implantatgewebes und in 3 Préparaten nur Zellen der
Pseudoadventitia fir CD 15. In 2 Préparaten waren Granulozyten in Pseudointima- und
Implantatgewebe zu sehen. In einem Prédparat farbten in allen 3 Préparatabschnitten
Zellen positiv fir CD 15. Insgesamt waren in den positiv farbenden Préparaten nur
wenige, vereinzelte Granulozyten zu finden; mit Ausnahme eines Préparates, bei dem
geh&uft CD15-positive Zellen in der Pseudointima zu finden waren (s. Abbildung 3.13
und Tabelle 3.5).

Abbildung 3.13: CD 15-Féarbung; Darstellung von Granulozyten (Pfeile) im Pseudointimagewebe;
VergroRerung 200fach; Préparat Nr. 18
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CD 15
#
Pl | PA
PA
1 - - - unvollstandig
abgebildet
2 NB - (+) *
3 + * - NB
PA
4 - - - unvollstandig
abgebildet
6 B - (+) *
7 - - + *
8 NB - NB
10 (+) * (+) * (+) *
11 (+) * - NB
12 (+) I-Néhe (+) * NB
15 - - NB
16 - (+) * NB
18 ++ * - NB
19 - - NB
20 (+) I-Néhe (+) NB
21 NB - NB

Tabelle 3.5: Ergebnisse der CD 15-Farbungen des Pseudointima-, Implantat-, Pseudoadventitiagewebes;
((+) vereinzelte Zellen, + wenige Zellen, ++ viele Zellen, +++ sehr viele Zellen, — keine
Zellen, * ubiquitdr vorhanden, # Praparatnummer, | Implantat, NB nicht beurteilbar, PA
Pseudoadventitia, Pl Pseudointima)
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AuRerdem wurde CD 3 auf T-Lymphozyten dargestellt (s. Abbildungen 3.14 A, B). In 12
von 16 Shunts waren T-Lymphozyten mit groBem, rundlichem Zellkern zu sehen. In 4
Praparaten waren keine T-Lymphozyten vorhanden, wobei nicht immer alle
Préparatabschnitte auswertbar waren. Die T-Lymphozyten wiesen folgendes
Verteilungsmuster auf: in 4 Préparaten nur in der Pseudointima, in einem Praparat nur im
Implantatgewebe, in 4 Préparaten nur in der Pseudoadventitia und in 3 Praparaten sowohl
im Pseudointima- als auch Implantatgewebe (s. Tabelle 3.6). In Préparat Nr. 6 waren sie

teilweise von Erythrozyten umgeben, sodass moglicherweise eine Einblutung vorlag.
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Abbildung 3.14: CD 3-Farbungen; A zahlreiche T-Lymphozyten (Pfeile) in Pseudointima; VergréRerung
200fach; Praparat Nr. 18; B vereinzelte T-Lymphozyten im Implantatgewebe (1),
Pseudointima (P1); VergroRerung 200fach; Praparat Nr. 11

Ebenso wurde die Shuntgruppe auf das Vorliegen von CD 79 a-positiven Zellen
untersucht. In 5 von 15 Praparaten waren diese Zellen mit groRem, rundlich-ovalem
Zellkern zu finden. In 10 Préiparaten farbten keine Zellen fiir CD 79 a, allerdings waren
nicht immer alle Prdparatabschnitte auswertbar. In 3 der 5 Praparate, in denen B-
Lymphozyten vorhanden waren, kamen diese nur in der Pseudointima und in 2 Préparaten
nur in der Pseudoadventitia, jeweils in geringer Anzahl, vor. In Praparat Nr. 6 waren sie
teilweise von Erythrozyten umgeben, sodass moglicherweise eine Einblutung vorlag. In
keinem Shuntpréparat farbten Zellen im Implantatgewebe positiv fiir CD 79 o (s. Tabelle
3.6).
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CD3 CD79a
#
Pl | PA Pl | PA
1 - - ++ (NB) - - NB
-

2 NB + Nihe NB
3 - + * NB - - NB

|-
A0 | Nahe | T B

* *
6 - - + - - +
™) ERY ™ ERY

7| - - CHI S - @ |~
8 NB - NB NB - NB
10 () * - - - - -
11 + * ++ * NB (+) * - NB

I- * I- _
121+ | Nihe | @ NB ™) | Nahe NB
15 - - NB - - NB
16 - - NB - - NB
18 | +++ * NB NB + * - NB

|-
19 (+) Nihe - NB - - NB

I- * _ _
20 + Nihe + NB NB
21| NB - NB NB - NB

Tabelle 3.6: Ergebnisse der CD 3- und CD 79 a-Férbungen des Pseudointima-, Implantat-,
Pseudoadventitiagewebes; ((+) vereinzelte Zellen, + wenige Zellen, ++ viele Zellen, +++ sehr
viele Zellen, — keine Zellen, * ubiquitér vorhanden, # Praparatnummer, ERY teilweise von
Erythrozyten umgeben, | Implantat, PA Pseudoadventitia, NB nicht beurteilbar, (NB) Lage
nicht beurteilbar, PI Pseudointima)

Verkalkung

Von 21 Praparaten farbte nur eines positiv fur von Kossa: Préparat Nr. 5 mit der langsten
Implantationszeit von 9 Jahren und 5 Monaten (s. Abbildungen 3.15 A, B, C, D). In den
Praparaten Nr. 4, 19 und 20, je mit verh&ltnismaRig langen Implantationszeiten, kam kein
Kalk zur Darstellung. Die durch die von Kossa-Farbung versilberten Kalkareale in Pseu-
dointima- und Implantatgewebe stellten sich mikroskopisch als briichige, schwarze
Flachen unterschiedlichen GroRenausmaRes mit unscharfer Begrenzung im Ubergang

zum umliegenden Gewebe dar. Im Implantatgewebe wurde ein grof3es (> halbe Implan-
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tatmaterialbreite; Stelle 1) und ein groReres (< halbe Implantatmaterialbreite; Stelle 2)
Kalkaggregat gefunden. In der Pseudointima farbte ein weiteres groRes, konfluierendes

Kalkareal (> halbe Pseudointimabreite; Stelle 3) fiir von Kossa.

Abbildung 3.15: Von Kossa-Farbung; Kalkherde; Préaparat Nr. 5; A Ubersicht Stelle 1; Verkalkung (Pfeil)
des Implantatgewebes (1), angrenzend Pseudointimagewebe (PI); VergoRerung 40fach; B
Ausschnitt aus A; VergroRerung 100fach; C Stelle 2; Verkalkung des Implantatgewebes
(Pfeil); VergroRerung 100fach; D Stelle 3; durch Praparation ausgebrochener
Verkalkungsherd der Pseudointima (Pfeil); VergroRerung 100fach

3.1.2  Patches
Es wurden insgesamt 13 PTFE-Patches untersucht.
Endothelialisierung der Pseudointima

Durch CD 31-Farbungen konnte in 12 von 13 Préaparaten, durch vVWF-Féarbungen in 2 von
2 Praparaten eine Endothelialisierung dargestellt werden (s. Tabelle 3.7). Die
Endothelzellen stellten sich als oberflachliche, blutzugewandte, einzellige Schicht der
Pseudointima dar. Die ovalen bis rundlichen Zellkerne nahmen durch die Hamalaun-
Gegenféarbung eine blauliche Farbe an (s. Abbildungen 3.16 A, B, C).
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Abbildung 3.16: Endothelialisierung (gestrichelte Pfeile) der Pseudointima (PI) als blutzugewandte
Zellschicht, Implantat (I); Prdparat Nr. 28; A vWF-Farbung; VergroRerung 200fach; B
Ausschnitt aus A; perlschnurartige Aufreihung der Endothelzellen; VergroRerung 1000fach;
C CD 31-Férbung; Endothel-ausgekleideter Hohlraum in unterer Pseudointima (Pfeil) neben
sich neonblau darstellendem Nahtmaterial; VVergrofRerung 100fach

Die Endothelzellen farbten in 2 von 2 Praparaten auch positiv fir Vimentin (s. Abbildung
3.17) und die subendotheliale EZM in 9 von 9 Préparaten fir Kollagen IV (s. Abbildung
3.18 und Tabelle 3.7).

Abbildung 3.17: Vimentin-Farbung; Aufreihung von Endothelzellen (Pfeil), Pseudointima (PI), Lumen (L);
VergroRerung 1000fach; Préparat Nr. 28
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# E VWF CD 31 Vimentin Kollagen IV
22 J + +

23 J +

24 J +

25 J + +

26 J + -

27 J + +

28 J + + + +

29 J + +

30 J + +

31 J + +

32 J + +

33 J +

34 J + + +

Tabelle 3.7: Endothelialisierung der Pseudointima; (+ positives Farbeergebnis, — negatives Farbeergebnis,
# Praparatnummer, J ja, E Endothelialisierung)

Neovaskularisierung

In der VWF-, CD 31- (s. Abbildung 3.16 C), Vimentin-, Kollagen IV-, SMA- (s.
Abbildung 3.20 A) und SMM-Farbung stellte sich zudem die Zellauskleidung bzw. die
EZM unterschiedlich geformter Hohlrdume verschiedenen Kalibers, die meistens in der
unteren, implantatnahen Pseudointima und im Implantatgewebe zu finden waren, dar. Das
Kaliber dieser Hohlraume war im Pseudointimagewebe deutlich gréer als im

Implantatgewebe.
Zellen und EZM des Pseudointima- und Implantatgewebes

Unabhéngig vom Implantationszeitraum war in allen 13 ausgewerteten Implantaten die
Ausbildung einer endothelialisierten Pseudointima zu erkennen. Vimentin lief3 sich nicht
nur in Endothelzellen der Pseudointima, sondern auch in langgezogenen, spindelférmigen
Zellen, die im gesamten Pseudointimagewebe in 3 von 3 Préparaten — Nr. 28, 29 und 34 —
zu finden waren, darstellen. Des Weiteren farbten in 9 von 9 Préparaten — Nr. 22, 25, 27
bis 32 und 34 — feine, langgezogene Fasern in der gesamten EZM der Pseudointima fiir

Kollagen IV. Aufféllig war, dass bei den Praparaten Nr. 27 bis 32 ein Kollagen 1VV-freier
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Abschnitt der Pseudointima in direkter Implantatndhe zu erkennen war (s. Abbildung
3.18).

Abbildung 3.18: Kollagen IV-Férbung; Kollagen 1V-Fasern im subendothelialen Gewebe (gestrichelter
Pfeil) und in der EZM der Pseudointima (PIl), Kollagen IV-freier Streifen (Pfeil) in
Implantatnéhe (1); VergréRerung 100fach; Praparat Nr. 30

In allen 3 auswertbaren Préparaten féarbten Zellen im Implantatgewebe positiv fur
Vimentin (s. Abbildung 3.19 A). Die EZM des Implantatgewebes farbte in 6 von 9
Préaparaten stellenweise positiv fir Kollagen 1V (s. Abbildung 3.19 B und Tabelle 3.8).

Abbildung 3.19: Praparat Nr. 28; A Vimentin-Féarbung; Vimentin-positive Zellen im Implantatgewebe
(Pfeile); VergroRerung 1000fach; B Kollagen 1V-Farbung; Kollagen-Fasern (Pfeile) in der
EZM des Implantatgewebes (I); VergréRerung 200fach
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# Vimentin Kollagen IV
22 + *
25 + *
27 -
* *

28 + +

PA-Nahe PA-Nahe
29 + * -
30 + PA-Néhe
31 + *
32 + *
34 + * -

Tabelle 3.8: Ergebnisse der Vimentin- und Kollagen IV-Féarbungen des Implantatgewebes; (+ positives
Farbeergebnis, — negatives Farbeergebnis, * ubiquitdr vorhanden, # Praparathummer, |
Implantat, P Praparat, PA Pseudoadventitia)

SMA kontraktiler Zellen konnten in allen 13 untersuchten Praparaten nachgewiesen
werden (s. Tabelle 3.9). Die morphologische Untersuchung der Zellen und ihrer
Anordnung zueinander ergab ein &hnliches Bild wie in der Shuntgruppe (s. Kapitel 3.1.1).
Die SMA-positiven Zellen lagen in 12 Praparaten im lumenseitigen Teil der
Pseudointima. Somit war in allen ausgewerteten Préparaten ein Abschnitt der
Pseudointima zu sehen, der, wenn (berhaupt, nur sehr wenige SMA-positive Zellen
enthielt (s. Abbildung 3.20 A). Dieser Abschnitt befand sich immer in Implantatnédhe und
war von Préparat zu Praparat und auch innerhalb eines Praparates unterschiedlich breit. In
Préaparat Nr. 32 farbten stellenweise Zellen der gesamten Pseudointimabreite positiv fir
SMA, an anderen Stellen war eine lumenseitige Konzentration zu erkennen. SMM konnte
in allen 9 untersuchten Praparaten nachgewiesen werden (s. Tabelle 3.9). Bei 7 war es
ahnlich wie flr die SMA-positiven Zellen beschrieben: Konzentration der Zellen eher im
lumenseitigen Abschnitt der Pseudointima. In einem weiteren Préparat befanden sich
SMM-positive Zellen in der kompletten Pseudointima (s. Abbildung 3.20 B).
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Abbildung 3.20: Kontraktile Zellen in der Pseudointima; A SMA-Farbung; Konzentration SMA-positiver
Zellen im lumenseitigen Abschnitt der Pseudointima, freier, implantatnaher Streifen (Pfeil),
kontraktile Zellen um Hohlraum (gestrichelter Pfeil), Pseudointima (PI), Implantat (1), Lumen
(L); VergroBerung 100fach; Préparat Nr. 24, B SMM-Farbung; freier Streifen ohne
kontraktile Zellen in Implantatnéhe (Pfeil); VergrofRerung 200fach; Praparat Nr. 30

# SMA SMM

22 + L + L

23 + L

24 + L

25 + L

26 + L + L

27 + L + NB

28 + L + L

29 + L + L

30 + L + L

31 + L + *
*

32 + L + L

33 + L

34 + L + L

Tabelle 3.9: Kontraktile Zellen in der Pseudointima; (+ vorhanden, * ubiquitdr vorhanden, #
Préparatnummer, L lumenseitige Konzentration, NB Lage nicht beurteilbar)

Im Implantatgewebe von 4 aus 13 PTFE-Patches kamen kontraktile Zellen sparlich vor.
Ein besonderer oOrtlicher Bezug zur angrenzenden Pseudointima oder Pseudoadventitia
lie sich nicht feststellen. In den Praparaten Nr. 26 und 31 wurden nur SMA-positive
Zellen gefunden (s. Abbildung 3.21), SMM lieR} sich hier nicht nachweisen. In den
Praparaten Nr. 23 und 24 wurde nur eine — positive — SMA-Farbung durchgefunhrt.
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Sowohl in den SMA- als auch in den SMM-Féarbungen stellten sich die kontraktilen
Zellen mit im PTFE-Gewebe verzweigten Zellauslaufern dar. In den Praparaten Nr. 22,
25, 27 bis 30 und Nr. 32 bis 34 lielen sich weder SMA- noch SMM-positive Zellen

nachweisen.

- SRR T e AT 'k &

7 “d e b{ - :"¢ . . 2 ..“
o/ S TR £
o St K -
ot AN ey
3 ! _‘K.%' bt ' l :
e LY 4l 1‘
i~ »‘ p 3 N x 2 |

- ) \
A X %1 Lo

Abbildung 3.21: SMA-Farbung; kontraktile Zellen (Pfeile) im Implantatgewebe (I); VergrofRerung
100fach; Préparat Nr. 31

Entztindungszellen

Es wurden 11 PTFE-Patches auf Entziindungszellen untersucht. Alle wiesen in
unterschiedlichem Ausmall CD 68-positive Histiozyten in Pseudointima- und
Implantatgewebe auf (s. Abbildung 3.22 A und Tabelle 3.10). Meistens befanden sich die
Histiozyten Uber das gesamte Pseudointima- und Implantatgewebe verteilt. In manchen
Praparaten war im Implantatgewebe zusétzlich ein groReres Aufkommen in
Pseudointima- und/oder Pseudoadventitiandhe zu sehen. In 4 Préparaten waren
Histiozyten zusatzlich in unterschiedlichem Ausmal an der Pseudoadventitia-
zugewandten Implantatoberflache zu erkennen. In Préparat Nr. 31 war ein Defekt des
Implantatgewebes, ausgekleidet mit 68-positiven Zellen, zu erkennen (s. Abbildung 3.22
B). In 3 der 11 Patches kamen jeweils wenige CD 68-positive, mehrkernige FKR auf der
Pseudointima-zugewandten, in 4 anderen auf der Pseudoadventitia-zugewandten
Implantatoberflache vor (s. Tabelle 3.10). Lediglich Praparat Nr. 31 wies auf seiner
Pseudoadventitia-zugewandten ImplantatauBRenseite ein hohes Aufkommen an FKR auf
(s. Abbildung 3.22 B).
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Abbildung 3.22: CD 68-Farbungen; A Histiozyten (Pfeile) in Pseudointima (PI) und Implantat (1), FKR
(gestrichelter Pfeil) an der Implantatoberflache; VergréRerung 200fach; Praparat Nr. 29; B
hohes Aufkommen von Histiozyten und FKR an Pseudoadventitia-zugewandter
ImplantatauBenseite (gestrichelter Pfeil), Defekt des Implantatgewebes ausgekleidet mit 68-
pos. Zellen (Pfeil); Vergrofierung 100fach; Praparat Nr. 31

CD 68 Histiozyten CD 68 FKR
#
Pl | PA Pl I PA
*Pl-,
22 +++ * + PA- - + 1-OF - -
Néhe
25 ) * + * - — - _
+
26 | (+) * + * I-OF - - (+) I-OF
*PA-
* — _ — —
27 + ++ Nihe
++- B }
28 ++ * e * - _
I- Pl-,
29 ++ Nihe ++ PA - + I-OF - _
Néhe
30 + * + * ++ I-OF - - +) I-OF
+4- * P,
31 * +-+++ PA- +++ I1-OF - - +++ I-OF
+++ /
Nahe
PA-
* - - - -
32 + ++ Niihe ++ I1-OF (+) I1-OF
33 ++ * + * — —_ — —
34 ++ * ++ * - (+) 1-OF — _

Tabelle 3.10: Ergebnisse der CD 68-Farbungen des Pseudointima-, Implantat-, Pseudoadventitiagewebes;
((+) vereinzelte Zellen, + wenige Zellen, ++ viele Zellen, +++ sehr viele Zellen, — keine
Zellen, * ubiquitdr vorhanden, # Praparatnummer, | Implantat, OF Oberflache, PA
Pseudoadventitia, Pl Pseudointima)

9 Patches wurden auf CD 15-positive Granulozyten untersucht. In 3 Préparaten konnten
diese in kleiner Anzahl im Pseudointimagewebe nachgewiesen werden (s. Abbildung 3.23

A). In 2 Préparaten waren wenige, Kleine Infiltrate, in dem anderen, Uber die
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Pseudointima verteilt, sehr vereinzelt Granulozyten zu sehen. In dem letztgenannten

Préparat lagen sehr vereinzelt auch im Implantatgewebe sowie einige vereinzelt oder

gruppiert liegende Granulozyten an der Pseudoadventitia-zugewandten Implantatseite

vor. In einem weiteren Patch, in dem sonst in Pseudointima- oder Implantatgewebe keine

CD 15-positiven Zellen gefunden wurden, farbten ebenfalls an der Pseudoadventitia-

zugewandten Implantatseite mehrere kleine Infiltrate positiv fur CD 15. Ein anderer Patch

wies ein grolReres Granulozyteninfiltrat in der Pseudoadventitia auf, jedoch ohne direkten

ortlichen Bezug zum Implantatgewebe (s. Abbildung 3.23 B und Tabelle 3.11).

Abbildung 3.
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23: CD 15-Farbungen; A Granulozyteninfiltrat in Pseudointima (P1); VergroRerung 200fach;
Praparat Nr. 29; B Granulozyteninfiltrat in Pseudoadventitia (PA) gelegen, Implantat (1);
VergroRerung 200fach; Préparat Nr. 30

CD 15

Pl | PA

26

- - ++ I-OF

27

+) I-Nahe - -

28

®) - ®) - + I-0F

29

+ I-Néhe - -

30

31

32

33

34

Tabelle 3.11:

Ergebnisse der CD 15-Farbungen des Pseudointima-, Implantat-, Pseudoadventitiagewebes;
((+) vereinzelte Zellen, + wenige Zellen, ++ viele Zellen, +++ sehr viele Zellen, — keine
Zellen, * ubiquitdr vorhanden, # Praparathummer, | Implantat, OF Oberflache, PA
Pseudoadventitia, Pl Pseudointima)

Fur CD 3 féarbten T-Lymphozyten in 10 von 11 Prdparaten (s. Tabelle 3.12). In einem




Ergebnisse 51

Préparat waren sie mit ihrem im Verhaltnis zum Plasma grof3en, rundlichen Zellkern im
Pseudointima- und Implantatgewebe zu finden, in 2 anderen im Implantat- und
Pseudoadventitiagewebe. In 7 Préparaten farbten sie in allen 3 Praparatabschnitten. Im
Implantat- und Pseudoadventitiagewebe waren sie zahlreicher und haufiger zu finden als
im Pseudointimagewebe. In der Mehrzahl der Falle lagen sie im gesamten
Implantatgewebe vor, wobei sie sich in manchen Praparaten zusatzlich oder lediglich im
Pseudointima- oder Pseudoadventitia-zugewandten Implantatabschnitt befanden. Ebenso
farbten T-Lymphozyten meistens im gesamten Pseudoadventitiagewebe positiv fir CD 3,
mit zusatzlicher Konzentration in Implantatndhe beziehungsweise an dessen Oberflache.
In den restlichen Praparaten wurden sie in der Pseudoadventitia ohne direkten ortlichen
Bezug zum Implantatgewebe gefunden. Im Pseudointimagewebe war die Verteilung
unterschiedlich (s. Tabelle 3.12). In den Praparaten Nr. 30 und Nr. 31 waren auch grofRe
Ansammlungen von Erythrozyten in der Pseudoadventitia zu sehen, sodass hier

moglicherweise eine Einblutung vorlag.

Abbildung 3.24: CD 3-Féarbung; T-Lymphozyteninfiltrat (Pfeil) im Implantatgewebe (1), angrenzend
Pseudointimagewebe (P1); VergréRerung 200fach; Praparat Nr. 31

In 4 der 9 ausgewerteten Patches farbten B-Lymphozyten positiv fur CD 79 a: in einem
Préparat nur in der Pseudointima in Implantatndhe, in einem weiteren Prdparat nur im
Implantatgewebe in Pseudointimandhe, in einem anderen nur im Pseudointimagewebe,
ebenfalls in Implantatndhe, sowie zusétzlich im Pseudoadventitiagewebe. In einem
Praparat farbten B-Lymphozyten, die von Erythrozyten umgeben waren, nur im
Pseudoadventitiagewebe. Hierbei kénnte es sich um eine Einblutung handeln. Insgesamt
waren nur wenige B-Lymphozyten in den jeweiligen Préparatabschnitten zu sehen (s.
Tabelle 3.12 und Abbildungen 3.25 A, B).
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Abbildung 3.25: CD 79 a-Féarbungen; A kleines Infiltrat von B-Lymphozyten (Pfeile) in der Pseudointima;
VergroBerung 1000fach; Prdparat Nr. 22; B Infiltrat von B-Lymphozyten (Pfeile) im
Implantatgewebe (1); VergréBerung 400fach; Praparat Nr. 34

CD3 CD79a
#
PI | PA Pl | PA
*
I-
* * * — —
22| ™) ¥ O] Nae
Nahe
PI-,
25| - + PA- + * - - -
Nahe
*
26 - ++ * ++ - - -
I-OF
I- * *
27 + Nahe ++ +
28 + * + * *+) * - - NB

29 | + (NB) | (+) | (NB) | NB - - -

+ L + * ++ - - + ERY
30 ™) ERY
* *

31 (+) Nél'i-he ++ PI- ++ I-OF - - -

Nahe ERY

PA- -
2|1 &) L + Nihe | ) * ™) | Nihe - ) *
33 - - -

PI-
* * * — —

34 + + (+) + Nihe

Tabelle 3.12: Ergebnisse der CD 3- und CD 79 o-Féarbungen des Pseudointima-, Implantat-,
Pseudoadventitiagewebes; ((+) vereinzelte Zellen, + wenige Zellen, ++ viele Zellen, +++ sehr
viele Zellen, — keine Zellen, * ubiquitdr vorhanden, # Préparathummer, ERY von
Erythrozyten umgeben, | Implantat, L lumenseitig, NB nicht beurteilbar, (NB) Lage nicht
beurteilbar, OF Oberflache, P Préparat, PA Pseudoadventitia, Pl Pseudointima)
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Verkalkung

In allen 12 Préparaten farbten Kalkareale fur von Kossa (s. Abbildungen 3.26 A, B, C, D
und Tabelle 3.13). In fast allen Patches waren im Pseudointima-, Implantat- und
Pseudoadventitiagewebe punktformige Kalkeinschlisse oder Kkleine Kalkaggregate
vorhanden. In einigen Patches féarbten zusétzlich groRere Kalkaggregate im
Pseudointima-, Implantat- oder Pseudoadventitiagewebe fiir von Kossa. In 7 Praparaten
wurden groRe, konfluierende Kalkherde sowohl im Pseudointima- als auch
Implantatgewebe gefunden, die hdufig ineinander ubergingen. In 2 dieser 7 Patches wies
auch die Pseudoadventitia grolRe, konfluierende Kalkherde auf. In einem anderen Préparat

farbte nur in der Pseudointima ein groRRer, konfluierender Kalkherd.

B

Abbildung 3.26: Von Kossa-Férbungen; A konfluierende Kalkherde (Pfeile) in Pseudointima (Pl),
Implantat (1) und Pseudoadventitia (PA); VergroBerung 16fach; Praparat Nr. 25; B
konfluierende Kalkherde (Pfeile) in Pseudointima und Implantat; VergroRerung 16fach;
Préparat Nr. 29; C punktformige Kalkeinschliisse in Pseudointima und Implantat;
Vergroflerung 200fach; Préparat Nr. 28; D punktformige Kalkeinschlisse (gestrichelter Pfeil)
und konfluierende Kalkherde (Pfeile) in Implantat und Pseudoadventitia; Vergrofierung
100fach; Préparat Nr. 25
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von Kossa-Féarbung
? Pl | PA
22 +/+++ +/++[+++ +/++[+++
23 +/+++ +/+++ +
25 +/+++ +/+++ +/++[+++
26 + + +
27 + ++ +
28 + + +
29 +/++[+++ +/+++ +/++
30 + +/++ +
31 +/+++ + +
32 +/+++ +/+++ +
33 +/+++ +/+++ +
34 +/+++ +/++[+++ +

Tabelle 3.13: Verkalkung des Pseudointima-, Implantat-, Pseudoadventitiagewebes; (+ punktférmige
Kalkeinschlisse/kleine Kalkaggregate, ++ groflere Kalkaggregate (< halbe Pseudointima-
bzw. Implantatbreite des jeweiligen Préparates), +++ groRe, konfluierende Kalkherde (>
Pseudointima- bzw. Implantatbreite des jeweiligen Préparates), Beurteilung der
Pseudoadventitia anhand jeweiliger Implantatbreite, da unvollstindig abgebildet, #
Praparatnummer, | Implantat, PA Pseudoadventitia, Pl Pseudointima)

3.1.3  Okkluder
Es wurden insgesamt 3 PTFE-Okkluder untersucht.
Endothelialisierung der Pseudointima

Bei allen Préparaten der Gruppe lag die Ausbildung einer endothelialisierten
Pseudointima vor. In Préparat Nr. 39 farbten die obersten Zellschichten beider Lumen-
und Septum-zugewandter Pseudointimae positiv fir CD 31 (s. Abbildung 3.27 B). In
Préparat Nr. 40 farbten die obersten Zellschichten beider Lumen-zugewandter
Pseudointimae und einer Septum-zugewandten Pseudointima fir vVWF (s. Abbildung 3.27
A) und CD 31. Bei Praparat Nr. 41 war nur der Okkluderteil einer Vorhofseite abgebildet,
dessen oberste, lumenseitige Zellschicht positiv fur CD 31 féarbte. Die Septum-

zugewandte Pseudointima war nicht auswertbar.
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Pl

Abbildung 3.27: A VWF-Farbung; Endothelialisierung (Pfeile) der Septum (SPI)- und Lumen (LPI)-
zugewandten Pseudointima; Vergréferung 100fach; Préparat Nr. 40; B CD 31-Férbung;
Endothelialisierung (Pfeil) der lumenseitigen Pseudointima (PI); VergrofRerung 200fach;
Praparat Nr. 39

Neovaskularisierung

In Préparat Nr. 39 farbte die Zellauskleidung von Hohlrdumen, die vor allem im
Okkluder-Steg auftraten, positiv fur CD 31. In Praparat Nr. 40 farbte die Zellauskleidung
von Hohlrdumen in der Pseudointima, im lumenseitigen Implantatgewebe und im
Okkluder-Steg zwischen links- und rechtsatrialem Okkluderteil fir vWF und CD 31.
Préaparat Nr. 41 stellte nur den Okkluderteil einer Vorhofseite dar. Die Zellauskleidung

von Hohlrdumen in der Pseudointima farbte hier positiv fur CD 31.
Entztndungszellen

In beiden untersuchten Okkludern waren Histiozyten und FKR vorhanden. In Préparat Nr.
39 farbten sehr viele Histiozyten und viele FKR an der gesamten Implantatoberfléache
positiv fiir CD 68. Uber die Lumen-zugewandte Pseudointima verteilt waren einige und in
der Septum-zugewandten Pseudointima vermehrt Histiozyten zu erkennen. Besonders im
Okkluder-Steg waren sie sehr zahlreich. Dagegen farbten direkt im Implantatgewebe
sowohl in Préparat Nr. 39 als auch Nr. 40 nur sehr vereinzelt Histiozyten und keine FKR
positiv. fir CD 68. In Préparat Nr. 40 lagen an der Lumen-zugewandten
Implantatoberflache nur vereinzelt Histiozyten und FKR vor, wéhrend an der Septum-
zugewandten ein etwas groReres Aufkommen zu erkennen war. Viele Histiozyten
befanden sich tber das gesamte Lumen- und Septum-zugewandte Pseudointimagewebe
verteilt (s. Abbildung 3.28) sowie sehr viele im Bindegewebe des Okkluder-Stegs.
Zwischen den verschiedenen Anteilen des PTFE-Gewebes war in beiden Okkludern
vereinzelt lockeres Bindegewebe zu erkennen mit einigen darin oder an der

Implantatoberflache liegenden Histiozyten und wenigen FKR.
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Abbildung 3.28: CD 68-Farbung; Histiozyten (Pfeile) in Pseudointima (PI) und lockerem Bindegewebe
zwischen verschiedenen Anteilen des Implantatgewebes; VergroRerung 100fach; Praparat Nr.
40

In Préparat Nr. 39 féarbten nur vereinzelt Granulozyten der Septum-zugewandten
Pseudointima positiv fur CD 15. In Praparat Nr. 40 waren einige Granulozyten Uber das
Pseudointimagewebe verteilt, aber vorwiegend in Lumenndhe, zu erkennen. Zusatzlich
farbten ein kleines Infiltrat zwischen den PTFE-Strangen und 2 kleine Infiltrate in der
Septum-zugewandten Pseudointima in Implantatnahe fur CD 15. Im Implantatgewebe

waren keine Granulozyten zu sehen.

Wenige T-Lymphozyten farbten positiv fur CD 3: in Praparat Nr. 39 in der Lumen-
zugewandten Pseudointima (die Septum-zugewandte Pseudointima war nicht darstellbar)
in Lumen- und Implantatndhe und in Nr. 40 in der Lumen- und Septum-zugewandten
Pseudointima in Implantatnéhe. Direkt im Implantatgewebe waren keine T-Lymphozyten
zu erkennen, wahrend im Okkluder-Steg in Praparat Nr. 40 einige und in Praparat Nr. 39
sehr viele vorhanden waren. In Préparat Nr. 39 farbten vereinzelt T-Lymphozyten im
wenigen, lockeren Bindegewebe zwischen den verschiedenen PTFE-Stréngen.

In Préparat Nr. 39 farbten B-Lymphozyten sehr vereinzelt in der Lumen- und vermehrt in
der Septum-zugewandten Pseudointima in Implantatnahe. Ein sehr groRes Infiltrat war im
Okkluder-Steg zu erkennen (s. Abbildung 3.29). Im Implantatgewebe sowie im wenigen,
lockeren Bindegewebe zwischen den verschiedenen Anteilen des PTFE-Gewebes waren
keine B-Lymphozyten vorhanden. In Préparat Nr. 40 farbten wenige Zellen der Septum-
zugewandten Pseudointima sowie dem lockeren Bindegewebe zwischen den

verschiedenen Anteilen des PTFE-Gewebes positiv fiir CD 79.
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Abbildung 3.29: CD 79a-Féarbung; groRes B-Lymphozyteninfiltrat im Okkluder-Steg (Pfeil); VergrofRerung
16fach; Praparat Nr. 39

Verkalkung

Es farbten feine, punktférmige Kalkeinschlisse sowohl in der Lumen- als auch Septum-
zugewandten Pseudointima von Praparat Nr. 39 fir von Kossa. Uber das gesamte
Implantatgewebe verteilt waren kleine und groRere Kalkaggregate festzustellen (s.
Abbildung 3.30 A). In Préparat Nr. 40 war ein groReres Kalkaggregat in der Lumen-
zugewandten Pseudointima zu sehen, umgeben von feinen, punktférmigen
Kalkeinschlissen (s. Abbildung 3.30 B).

Abbildung 3.30: Von Kossa-Farbungen; A punktformige Kalkeinschliusse (Pfeil) in Pseudointima (PI)
sowie kleine und groRere Kalkaggregate (gestrichelter Pfeil) im Implantatgewebe (I);
VergroRerung 200fach; Praparat Nr. 39; B Kalkaggregat in Pseudointima (Pfeil) mit
umliegenden, punktférmigen Kalkeinschliissen; VergrofRerung 100fach; Praparat Nr. 40



Ergebnisse 58

3.2 Polyester-Implantate

3.2.1 Patches

Es wurden insgesamt 4 Polyester-Patches untersucht.

Endothelialisierung der Pseudointima

In Praparat Nr. 38 farbte die oberste, lumenseitige Zellschicht der Pseudointima positiv
fir VWF (s. Abbildung 3.31), jedoch nicht fur CD 31. In Préparat Nr. 37 farbte nur die
Zellauskleidung von Hohlrdumen in der Pseudointima positiv fir CD 31, nicht aber die

lumenseitige Zellschicht der Pseudointima.
/ /.

Pl .

Abbildung 3.31: VWF-Farbung; Endothelialisierung (Pfeil) der Pseudointima (PI) und von Hohlrdumen
verschiedenen Kalibers (gestrichelte Pfeile); VergroRerung 200fach; Préparat Nr. 38

In Praparat Nr. 37 farbte aber das direkt unterhalb der lumenseitigen Zellschicht der

Pseudointima gelegene Gewebe positiv fur Kollagen IV (s. Abbildung 3.32).
Neovaskularisierung

In Praparat Nr. 37 farbte die Zellauskleidung bzw. die EZM von zumeist im
implantatnahen Abschnitt der Pseudointima gelegenen Hohlrdumen verschiedenen
Kalibers positiv fir CD 31, SMA, SMM und Kollagen IV. Die Kollagenfasern stellten
sich als feine, langgezogene Fasern, gelegen um eben genannte Hohlrdume, dar, wobei
die Zellkerne der den Hohlraum auskleidenden Zellen ausgespart blieben (s. Abbildung
3.32). In Praparat Nr. 38 farbte die Zellauskleidung unterschiedlich geformter Hohlrdume,
die meist im mittleren sowie Implantat-zugewandten Abschnitt der Pseudointima zu
finden waren, positiv fur vVWF (s. Abbildung 3.31), SMA (s. Abbildungen 3.34 B, D) und
SMM (s. Abbildung 3.34 C), jedoch nicht fir CD 31. In diesem Praparat war das Lumen
der Hohlrdume groRer als in Préparat Nr. 37 und auch verstarkt von fir SMA und SMM

positiv farbenden Zellen umgeben.
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In Préparat Nr. 38 befanden sich auch im Implantatgewebe kleine Hohlrdume, die
ebenfalls von fir SMA (s. Abbildung 3.35 B) und SMM positiv farbenden Zellen
umgeben waren. In Praparat Nr. 36 farbten kleinlumige Hohlrdume umgebende Zellen

des Implantatgewebes positiv fir SMA.
Zellen und EZM des Pseudointima- und Implantatgewebes

In allen Praparaten der Gruppe war eine Pseudointima ausgebildet. In der Kollagen IV-
Féarbung kamen in Préparat Nr. 37 feine, langgezogene Fasern in der Pseudointima zur
Darstellung (s. Abbildung 3.32).

Abbildung 3.32: Kollagen IV-Farbung; Darstellung von Kollagenfasern in der Pseudointima (PI), im
Gewebe um Hohlrdume (gestrichelte Pfeile) und unterhalb der lumenseitigen Zellschicht der
Pseudointima (Pfeil); VergroRerung 200fach; Préparat Nr. 37

Auf der Pseudointima- und Pseudoadventitia-zugewandten Implantatoberflache von
Préparat Nr. 37 farbten dicht beieinander liegende, feine Fasern stellenweise positiv flr
Kollagen IV (s. Abbildung 3.33). Sehr vereinzelt farbten auch feine Fasern zwischen den

Polyesterfaden.

L ¢

Abbildung 3.33: Kollagen IV-Farbung; Kollagenfasern an Implantatoberflache (Pfeile), Implantat (1);
VergroRerung 100fach; Praparat Nr. 37

In den beiden untersuchten Préparaten Nr. 37 und 38 farbten Zellen in der Pseudointima
positiv fur SMA und SMM. Die morphologische Untersuchung dieser Zellen und ihrer
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Anordnung zueinander ergab ein &hnliches Bild wie das der PTFE-Shuntgruppe (s.
Kapitel 3.1.1). Die Verteilung kontraktiler Zellen war in beiden Préparaten &hnlich: Es
farbten wvor allem Zellen im lumenseitigen und implantatnahen Abschnitt der
Pseudointima (s. Abbildungen 3.34 A, B, C). Allerdings waren in Implantatndhe mehr
SMA- als SMM-positive Zellen zu sehen. Im mittleren Pseudointima-Abschnitt kamen

kontraktile Zellen sehr vereinzelt vor.

Abbildung 3.34: Praparat Nr. 38; A SMA-Farbung; Ubersicht, kontraktile Zellen (Pfeile) im lumenseitigen
und implantatnahen Pseudointima (P1)-Abschnitt, Implantat (1), Lumen (L);VergréRerung
40fach; B SMA-Farbung; kontraktile Zellen lumennah (Pfeil) und um Hohlrdume in der
Pseudointima (gestrichelte Pfeile); VergroRerung 100fach; C SMM-Férbung; kontraktile
Zellen lumennah (Pfeil) und um Hohlrdume in der Pseudointima (gestrichelte Pfeile);
VergrofRerung 100fach; D SMA-positive Zellen (Pfeile) um Hohlrdume im mittleren
Pseudointimadrittel; VergréRerung 200fach

Bei 3 Préparaten wurde das Implantatgewebe auf das Vorkommen kontraktiler Zellen
untersucht. In Préparat Nr. 37 und 38 farbten Zellen auf der Pseudointima- und
Pseudoadventitia-zugewandten Implantatoberflache positiv fur SMA und SMM. Jedoch
befanden sich dort mehr fir SMA als fiur SMM féarbende Zellen. In Préparat Nr. 37
farbten im Implantatgewebe entlang der Polyesterfaden Zellen positiv fir SMA (s.
Abbildung 3.35 A), nicht aber flir SMM. In Pré&parat Nr. 38 waren hier sowohl fiir SMA
als auch SMM positiv farbende Zellen zu sehen. In Préaparat Nr. 36 farbten einzelne

Zellen des Implantatgewebes positiv flir SMA.
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Abbildung 3.35: SMA-Féarbungen; A kontraktile Zellen entlang der Polyesterfaden (Pfeil) und an der
Implantatoberflache, Pseudointima (PI), Implantat (1); VergrdRerung 100fach; Praparat Nr.
37; B kontraktile Zellen um Kkleine Hohlrdume (Pfeile) im Implantatgewebe um
Polyesterfaden; VergréRerung 200fach; Préparat Nr. 38

Entztndungszellen

In allen untersuchten Patches konnten im Pseudointima-, Implantat- und
Pseudoadventitiagewebe Entzlindungszellen gefunden werden. Allerdings konnten die
Pseudointima und Pseudoadventitia von Praparat Nr. 36 nicht ausgewertet werden. CD
68-positive Histiozyten wurden vereinzelt in den Praparaten Nr. 35, 37 und 38 in der
gesamten Pseudointima und in allen Praparaten der Gruppe in grofler Anzahl in
Implantatnéhe (s. Abbildung 3.36 A) und im Implantatgewebe um die Polyesterfaden
gefunden. AulRerdem farbten im Pseudoadventitiagewebe der Préparate Nr. 35, 37 und 38
viele Histiozyten positiv fir CD 68. Mehrkernige FKR férbten in allen Patches in groRer
Anzahl im Implantgewebe um die Polyesterfdden und auf der Pseudointima- und
Pseudoadventitia-zugewandten Implantoberflache positiv fur CD 68 (s. Abbildung 3.36

B). In Préparat Nr. 37 waren FKR auch im Pseudoadventitiagewebe vorhanden.
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Abbildung 3.36: CD 68-Farbung; Préparat Nr. 38; A groRe Anzahl von Histiozyten (Pfeile) in
Implantatnéhe, Implantat (1), Pseudointima (P1); VergroRerung 200fach; B mehrkernige FKR
(Pfeile) um Polyesterfaden (gestrichelter Pfeil); VergroRerung 400fach

In 1 von 4 untersuchten Préparaten farbten Zellen positiv fiir CD 15: In Préparat Nr. 38
waren im Implantatgewebe vereinzelt Granulozyten zu sehen, im Pseudointimagewebe
noch sparlicher. Im Pseudoadventitiagewebe farbten mehrere Infiltrate fir CD 15 (s.
Abbildung 3.37), neben denen teilweise grofle Ansammlungen von Erythrozyten —
maoglicherweise eine Einblutung — zu erkennen waren. Im Implantatgewebe von Préparat
Nr. 36 farbten keine Zellen fir CD 15. In Préparat Nr. 35 und 37 farbten weder im

Pseudointima- noch im Implantat- oder Pseudoadventitiagewebe Granulozyten fir CD 15.

o
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Abbildung 3.37: CD 15-Férbung; Granulozyteninfiltrat in der Pseudoadventitia (PA), angrenzend
Implantatgewebe (1); VergrélRerung 100fach; Praparat Nr. 38

In den Praparaten Nr. 37 und 38 (s. Abbildung 3.38 A) farbten viele T-Lymphozyten im
Pseudointimagewebe positiv fur CD 3. Die Zellen lagen vorwiegend in Implantatnahe
und in Prdparat Nr. 37 in groer Anzahl auch um Hohlrdume im mittleren
Pseudointimadrittel (s. Abbildung 3.38 B). In Préparat Nr. 35 farbten keine Zellen der
Pseudointima positiv fir CD 3. Im Implantatgewebe waren in den Préparaten Nr. 35, 37
und 38 vereinzelt, in Préparat Nr. 36 viele T-Lymphozyten vorhanden. Die Praparate Nr.
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35, 37 und 38 wiesen auch in der Pseudoadventitia, vor allem in Implantatnéhe, T-
Lymphozyten auf.

Abbildung 3.38: CD 3-Férbungen; A T-Lymphozyten-Infiltrat in der Pseudointima (PI) in Implantatndhe
(); VergroRerung 200fach; Praparat Nr. 38; B T-Lymphozyten-Infiltrat um Hohlrdume
(Pfeile) im mittleren Pseudointimadrittel; VergroRerung 200fach; Préparat Nr. 37

In allen 4 untersuchten Préparaten farbten jeweils wenige B-Lymphozyten positiv fir CD
79a: in Praparat Nr. 35 im Implantatgewebe in Pseudoadventitiandhe sowie in der
Pseudoadventitia ohne Ortlichen Bezug zum Implantatgewebe, in Préparat Nr. 36 im
Implantatgewebe. In Praparat Nr. 37 waren sowohl im Pseudoadventitiagewebe in
Implantatnédhe als auch im Pseudointimagewebe B-Lymphozyten vorhanden, die Uber die
gesamte Pseudointima verteilt waren. In Implantatndhe war zusatzlich ein groRes Infiltrat
zu sehen. In Praparat Nr. 38 farbten in allen 3 Préparatabschnitten ubiquitér Zellen positiv
fiir CD 79a0.

Verkalkung

In allen Patches farbten punktférmige Kalkeinschlisse in Pseudointima- (s. Abbildung
3.39 A) und Implantatgewebe (s. Abbildung 3.39 B) firr von Kossa, in den Praparaten Nr.
35 und 37 zusatzlich im Pseudoadventitiagewebe. 3 der Préparate wiesen zusatzlich
flachige Verkalkungsareale auf: In Préparat Nr. 35 féarbte ein grofReres Kalkaggregat in
der Pseudointima und ein grol3er, konfluierender Kalkherd in der Pseudoadventitia flr
von Kossa. In Prdaparat Nr. 36 war ein grofer, konfluierender Kalkherd in der
Pseudointima zu sehen. Préparat Nr. 38 zeigte im Pseudoadventitiagewebe ein groReres
Kalkaggregat und einen groRen, konfluierenden Kalkherd (s. Abbildung 3.39 A).



Ergebnisse 64

Abbildung 3.39: Von Kossa-Farbungen; A punktférmige Kalkeinschlisse (Pfeile) in Pseudointima (PI) und
Pseudoadventitia (PA), konfluierender Kalkherd in Pseudoadventitia (gestrichelter Pfeil),
dazwischen Implantatgewebe (1); VergroRerung 40fach; Praparat Nr. 38; B punktformige
Kalkeinschliisse im Implantatgewebe (Pfeil), Polyesterfaden (gestrichelter Pfeil);
VergroRerung 1000fach; Praparat Nr. 36

3.22  Okkluder

Es wurden insgesamt 9 Polyester-Okkluder untersucht.

Endothelialisierung der Pseudointima

In den Préparaten Nr. 46 bis 48 und Nr. 50 féarbte die oberste, lumenseitige Zellschicht der
Pseudointima positiv fur CD 31.

Neovaskularisierung

In den Préparaten Nr. 46 bis 48 und Nr. 50 féarbt die Zellauskleidung von Hohlrdumen, die

uber die gesamten Préparate verteilt zu sehen waren, positiv flir CD 31. Die zahlreichsten

und grof3kalibrigsten Hohlrdume befanden sich im Okkluder-Steg (s. Abbildung 3.40).

Abbildung 3.40: CD 31-Farbung; Ubersicht; Endothelialisierung von Hohlraumen (Pfeile) im Okkluder-
Steg, Lumen (L); VergréRRerung 16fach; Préparat Nr. 50

In den Praparaten Nr. 43 und 44, bei denen eine Vimentin-Farbung vorgenommen wurde,
farbte die Zellauskleidung von Hohlraumen unterschiedlichen Kalibers zwischen den
Polyesterfaden.
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Zellen und EZM des Pseudointima- und Implantatgewebes

In allen Okkludern der Gruppe war eine Pseudointima ausgebildet. Bei den Praparaten
Nr. 43 und 44 wurden Vimentin-Farbungen durchgefuhrt. Es farbten viele spindelférmige
Zellen um das Implantatgewebe und um die Polyesterfaden fur Vimentin (s. Abbildung

3.41). In beiden Fallen war die Pseudointima nicht auswertbar.

Abbildung 3.41: Vimentin-Féarbung; Vimentin-positive Zellen um das Implantatgewebe (rechts im Bild)
und um die Polyesterfaden (links im Bild); Vergréerung 400fach: Préparat Nr. 43

Entztindungszellen

Bei 7 Préparaten wurde eine CD 68-Féarbung durchgefiihrt. Im Pseudointimagewebe
farbten in allen auswertbaren Okkludern meistens sehr viele Histiozyten in Implantatnéhe
und an der Implantatoberflache (s. Abbildung 3.42 A). In der restlichen Pseudointima
waren in manchen Préparaten etwas weniger Histiozyten zu sehen. Direkt im
Implantatgewebe waren meistens sehr viele Histiozyten vorhanden. In den auswertbaren
Okkluder-Stegen farbten ebenfalls sehr viele Histiozyten positiv fir CD 68 (s. Tabelle
3.14). FKR farbten in allen auswertbaren Préaparaten sehr zahlreich um die Polyesterfaden
(s. Abbildung 3.42 B) und an der Implantatoberflache. In den Okkluder-Stegen farbten
keine FKR positiv fur CD 68 (s. Tabelle 3.15).
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Abbildung 3.42: CD 68-Farbungen; A Histiozyten in der Lumen- (LPI) und Septum-zugewandten
Pseudointima (SPI) sowie um die Polyesterfaden, Implantat (I); Vergréerung 100fach;
Praparat Nr. 47; B Histiozyten (Pfeil) und FKR (gestrichelter Pfeil) um Polyesterfaden;
VergréRerung 200fach; Praparat Nr. 46

CD 68 Histiozyten

#
(0N
LPI SPI
43 NB NB +++ NB
44 NB NB +++ NB
45 NB NB +++ NB
+++/ I-OF/ +++/ I-OF/
46 +++ ++
+ restl. Pl + restl. Pl
+++/ I-OF/
47 +++ * +++ NB
+ restl. Pl
48 ++-+++ * +++ * +4+-+++ +++
+++/ I-OF/
50 +4+-+++ * +4+-+++ +++
+ restl. Pl

Tabelle 3.14: Ergebnisse der CD 68-Farbungen; Histiozyten in Pseudointima, Implantat, Okkluder-Steg; (+
wenige Zellen, ++ viele Zellen, +++ sehr viele Zellen, — keine Zellen, * ubiquitar vorhanden,
# Praparatnummer, | Implantat, LPI Lumen-zugewandte Pseudointima, NB nicht beurteilbar,
Septum-zugewandte

OF Oberfléche,
Pseudointima)

OS Okkluder-Steg,

Pl

Pseudointima,
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CD 68 FKR
# Pl
(O]
LPI SPI
43 NB NB +++ NB
44 NB NB +++ NB
45 NB NB +++ NB
46 +++ I-OF +++ I-OF +++ —
47 |+ I-OF +H+ I-OF +H+ NB
48 ++-+++ I-OF ++-+++ I-OF ++-+++ —
50 ++-+++ I-OF ++-+++ I-OF ++-+++ —

Tabelle 3.15: Ergebnisse der CD 68-Farbungen; FKR in Pseudointima, Implantat, Okkluder-Steg; (+
wenige Zellen, ++ viele Zellen, +++ sehr viele Zellen, — keine Zellen, * ubiquitér vorhanden,
# Praparatnummer, | Implantat, LPI Lumen-zugewandte Pseudointima, NB nicht beurteilbar,

OF  Oberfléache,
Pseudointima)

OS  OkKkluder-Steg,

Pl

Pseudointima,

Septum-zugewandte

In 7 untersuchten Okkludern farbten Granulozyten fiir CD 15. Dabei war in der Nahe des

Implantatgewebes und um die Polyesterfaden haufig ein gréReres Aufkommen
festzustellen als in der Pseudointima (s. Abbildung 3.43 und Tabelle 3.16).

Abbildung 3.43: CD 15 Féarbung; Granulozyten (Pfeile) in der Nahe des Implantatgewebes (1) und um die

Polyesterfaden; VergoRerung 400fach; Praparat Nr. 46
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CD 15
# Pl
oS
LPI SPI
*

+ * NB +-++ +-++

43 ™) I1-OF
*
44 + I-Né&he +)-+ +-t+ I-OF -
™ I-Né&he

45 NB NB (+) I-OF NB
46 NB NB ++ I-OF NB
47 NB NB ++ I-OF NB
48 (+) * NB +-++ I-OF NB
50 - - (+) I-OF NB

Tabelle 3.16: Ergebnisse der CD 15-Farbungen in Pseudointima, Implantat, Okkluder-Steg; ((+) vereinzelte
Zellen, + wenige Zellen, ++ viele Zellen, +++ sehr viele Zellen, — keine Zellen, * ubiquitar
vorhanden, # Préparatnummer, | Implantat, LPI Lumen-zugewandte Pseudointima, NB nicht
beurteilbar, OF Oberflache, OS Okkluder-Steg, Pl Pseudointima, SPI Septum-zugewandte
Pseudointima)

In allen 7 untersuchten Okkludern farbten T-Lymphozyten positiv fir CD 3 (s. Abbildung
3.44 und Tabelle 3.17). Es fiel auf, dass eine gréRRere Dichte in der Pseudointima an der
Implantatoberflache und in Implantatndhe als direkt im Implantatgewebe um die

Polyesterfaden vorhanden war. Auch Uber den Okkluder-Steg waren in den beiden

Amplatzer-Okkludern (Praparat Nr. 48 und 50) viele T-Lymphozyten zu sehen.

Abbildung 3.44: CD 3-Farbungen; A grofie Anzahl von Entziindungszellen (gestrichelter Pfeil) in Septum-
zugewandter Pseudointima (SPI) mit groem T-Lymphozyten-Infiltrat (Pfeil), Implantat (I);
VergroRerung 40fach; Praparat Nr. 46; B grofles T-Lymphozyteninfiltrat um das und im
Implantatgewebe; VergoRerung 200fach; Praparat Nr. 47
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CD3
# Pl
| (O]
LPI SPI
43 NB NB ++ * NB
44 NB NB +-++ * NB
45 NB NB (+)-++ * NB
* *
46 +/+++ I-OF, 1- ++-+++ I-OF, 1- +-++ * NB
Néhe, L Néhe
47 NB NB ++-+++ * NB
* *
*
48 ++-+++ I-OF, I- ++-+++ I-OF, I- ++ * ++-+++ 1-N&h
Niahe Nahe e
*
* *
50 +/+++ } +-++ I-Nahe, (+)-++ * ++-+++ .
I-Néhe 0S-Nihe I-Néhe

Tabelle 3.17: Ergebnisse der CD 3-Farbungen in Pseudointima, Implantat, Okkluder-Steg; ((+) vereinzelte
Zellen, + wenige Zellen, ++ viele Zellen, +++ sehr viele Zellen, * ubiquitér vorhanden, #
Praparatnummer, | Implantat, LPI Lumen-zugewandte Pseudointima, NB nicht beurteilbar,
OF Oberflache, OS Okkluder-Steg, Pl Pseudointima, SPIl Septum-zugewandte
Pseudointima)

In 6 untersuchten, auswertbaren Praparaten farbten B-Lymphozyten positiv fiir CD 79a.
Waren Pseudointima und Okkluder-Steg auswertbar, so lagen die B-Lymphozyten haufig
an der Implantatoberflache und/oder in Implantatnahe (s. Abbildung 3.45), wo die Dichte
groRer war als direkt im Implantatgewebe, in dem nur vereinzelt (um die Polyesterfaden)
oder gar keine B-Lymphozyten zu erkennen waren (s. Tabelle 3.18).
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Abbildung 3.45: CD 790-Férbung; B-Lymphozyten-Infiltrat (Pfeil) in Implantatndhe, Implantat (1),
lumenseitige Pseudointima (LPI), Okkluder-Steg (OS); VergrolRerung 100fach; Préparat Nr.

46
CD 79a.
# PI
| 0S
LPI SPI
I-OF, I-
43 NB NB (+)-++ Nihe NB
I-OF, I-
45 NB NB /+ Nihe NB
I-OF, I- * .
46 + Niihe NB (+) + I-Né&he
I-OF, I-
47 NB NB /+ Nihe NB
* * *
48 + +-++ — ++
I1-Nahe I-Nahe I-Nahe
unvoll-
_ - _ - B i _ standig
50 /+ [+ /(+) I-OF abgebil-
det

Tabelle 3.18: Ergebnisse der CD 79a-Farbungen in Pseudointima, Implantat, Okkluder-Steg; ((+)
vereinzelte Zellen, + wenige Zellen, ++ viele Zellen, +++ sehr viele Zellen, — keine Zellen, *
ubiquitdr vorhanden, # Praparatnummer, | Implantat, LPI Lumen-zugewandte Pseudointima,
NB nicht beurteilbar, OF Oberflache, OS Okkluder-Steg, Pl Pseudointima, SPI Septum-
zugewandte Pseudointima)

Verkalkung
8 Préparate (Nr. 42 und Nr. 44 bis 50) wurden auf Verkalkung untersucht. In Praparat Nr.

48 waren punktformige Kalkeinschlisse im Pseudointimagewebe und an der
Implantatoberflache zu sehen. Prdparat Nr. 44 wies punktformige Kalkeinschliisse in
Lumen- und Septum-zugewandter Pseudointima sowie stellenweise an der Oberflache der

Polyesterfaden auf. Ein Okkluderteil wies zusétzlich ein grol3es, konfluierendes Kalkareal
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in der Pseudointima auf. Dieser Okkluderteil war insgesamt verkalkter als der andere (s.
Abbildungen 3.46 A, B). In den Praparaten Nr. 42, 46, 47, 49 und 50 farbten keine
Kalkareale flr von Kossa. In Praparat Nr. 45 war dies im Pseudointimagewebe ebenso der

Fall. Das Implantatgewebe dieses Préparats war nicht auswertbar.

Abbildung 3.46: Von Kossa-Farbungen; Préparat Nr. 44; A stérker verkalkter Okkluderteil, punktférmige
Kalkeinschliisse und grofRer, konfluierender Kalkherd (schwarzer Pfeil) in Lumen-
zugewandter Pseudointima (LPI), punktférmige Kalkeinschlisse (grauer Pfeil) in Septum-
zugewandter Pseudointima (SPI), Implantat (I); VergroBerung 40fach; B weniger verkalkter
Okkluderteil, punktférmige Kalkeinschlisse (Pfeil) in Lumen-zugewandter Pseudointima,
Lumen (L); VergrolRerung 16fach



Ergebnisse 72

3.3 PVA-Okkluder
Es wurden 2 PVVA-Okkluder untersucht.

Endothelialisierung der Pseudointima

Bei beiden Okkludern war eine Pseudointima ausgebildet. Praparat Nr. 52 wurde auf
Endothelialisierung untersucht: Die oberste, lumenseitige Zellschicht der Pseudointima
farbte positiv fir CD 31 (s. Abbildung 3.47).

Abbildung 3.47: CD 31-Farbung; Endothelialisierung (Pfeile) der Lumen- (LPI) und Septum-zugewandten
Pseudointima (SPI) sowie von kleinen Hohlrdumen (gestrichelte Pfeile) in der Pseudointima;
VergoRerung 100fach; Préparat Nr. 52

Neovaskularisierung

In Prdparat Nr. 52 farbte die Zellauskleidung verschieden geformter Hohlraume
unterschiedlichen Kalibers positiv fur CD 31 (s. Abbildung 3.47), die in der
Pseudointima, an der Implantatoberflache und am hdufigsten und groRkalibrigsten im
Okkluder-Steg zu finden waren.

Entztindungszellen

In beiden Okkludern farbten Histiozyten und FKR positiv fir CD 68. In Praparat Nr. 51
farbten in beiden Lumen-zugewandten Pseudointimae und in der Septum-zugewandten
Pseudointima einer Okkluderseite sehr viele Histiozyten an der Implantatoberflache sowie
in Implantatndhe positiv fir CD 68. In der restlichen Pseudointima sowie der Septum-
zugewandten Pseudointima der anderen OKkluderseite waren relativ dazu wenige
Histiozyten zu sehen. Der Okkluder-Steg war nicht auswertbar. Direkt im
Implantatgewebe farbten viele Histiozyten. Sowohl in Buchten und Hohlradumen des
Implantatgewebes als auch an dessen Oberflache waren stellenweise wenige, stellenweise
viele FKR zu erkennen (s. Abbildung 3.48 A). Ahnlich war es in Praparat Nr. 52: In den

Lumen- und Septum-zugewandten Pseudointimae waren an Implantatoberflache und in
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Implantatndhe sehr viele Histiozyten vorhanden. In den restlichen Pseudointimae farbten
weniger Histiozyten positiv fur CD 68. Uber den Okkluder-Steg verteilt sowie an der
Implantatoberflache und in Implantatndhe waren sehr viele Histiozyten zu erkennen. In
Buchten und Hohlrdumen des Implantatgewebes und an dessen Oberflache farbten sehr
viele Histiozyten und FKR (s. Abbildung 3.48 B), deutlich zahlreicher als in Préparat Nr.
51. Direkt im Implantatgewebe waren nur vereinzelt Histiozyten und FKR zu sehen.
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Abbildung 3.48: A Richardson-Farbung; Histiozyten (Pfeil) und FKR (gestrichelter Pfeil) in Buchten und
Hohlrdumen des PVA-Implantatgewebes (1); VergroRerung 400fach; Préparat Nr. 51; B CD
68-Farbung; Histiozyten und FKR (Pfeil) in Buchten des PVA-Implantatgewebes (1) sowie
Histiozyten in Septum- (SPI) und Lumen-zugewandter (LPI) Pseudointima an der
Implantatoberflache; VergréRerung 200fach; Praparat Nr. 52

In Préparat Nr. 52 farbten im Okkluder-Steg und in Implantatndhe beziehungsweise an

dessen Oberflache sehr vereinzelt Granulozyten positiv fiir CD 15.

Positiv fur CD 3 farbten in Prdparat Nr. 52 einige T-Lymphozyten in den Lumen-
zugewandten Pseudointimae, vor allem in Implantatndhe und an dessen Oberflache.
Wenige T-Lymphozyten waren in den Septum-zugewandten Pseudointimae, ebenfalls in
Implantatnahe und an dessen Oberflache, vorhanden. Uber den Okkluder-Steg verteilt
sowie in Implantatndhe und an dessen Oberflache waren viele T-Lymphozyten zu sehen.
Im Implantatgewebe direkt lagen sie nur vereinzelt vor, wahrend an dessen Oberflache
stellenweise viele, stellenweise weniger Zellen fir CD 3 positiv farbten (s. Abbildung
3.49).
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Abbildung 3.49: CD 3-Féarbung; T-Lymphozyten am und im (Pfeile) Implantatgewebe (1); VergréRerung
400fach; Préaparat Nr. 52

CD 79a-positive B-Lymphozyten lagen in Form von 2 kleinen Infiltraten in der Lumen-
zugewandten Pseudointima und im Okkluder-Steg, jeweils in Implantatndhe, vor. Im
Implantatgewebe und in der Septum-zugewandten Pseudointima, die allerdings nicht

vollstandig erhalten war, farbten keine Zellen positiv fiir CD 79a.
Verkalkung

In beiden Okkludern farbten weder im Pseudointima- noch Implantatgewebe oder dem
Okkluder-Steg Verkalkungen flr von Kossa.
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3.4 Ubersicht: Verkalkung der verschiedenen Implantatmaterialien
in Abhangigkeit von der Implantationszeit

Die folgende Tabelle soll einen zusammenfassenden Uberblick tiber Verkalkung der

verschiedenen Implantatmaterialien in Abhéngigkeit von der Implantationszeit geben:

1M # 1z Pl | PA

13 6d - - _
16 2M - - _
10 3M - - _
18 3M - - _
2 4M — — _
14 4M — — _
21 4M — — _
11 5SM — — _
15 6 M - - _
3 8M - - _
12 8 M - - _
7 9M - - _
17 IM - - _
1 11 M - - _
6 lalM - - _

PTFE
9 lalM - - _
8 la2M - - _
20 2a - - _
19 5a2M - - _
4 5a9M - - _
5 9a5M ++ +[+++ _
39 5al10 M + [+
40 6a3M +/++ _
26 8a3M + + +
22 11a7M ++++ +H A+ +++ 4+ +++
27 12 a + ++ +
25 13a8M H+++ A+ A+
33 19a4M ++++ +H+++ +
28 20a9M + + +
34 21a3M ++++ +HA+H+++ +
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23 25al11M ++++ +H+++ +
30 28al1M + +++ +
29 28a6 M +HA+++++ +H+++ +++
31 30a4M ++++ + +
32 32a3M ++++ +H+++ +
47 3M - -
50 5M - _
49 la3M - _
42 la8M - _

O]
46 2a3M - _
45 2allM - NB

POLYESTER

48 3ad4M + +
44 6a9M +H+++ +
35 18alM +/++ + +/+++
36 22a5M +/+++ + _

P
37 31a2M + + +
38 3%a2M + + ++/+++
52 ™ - —

PVA O]

51 3a3M - —

Tabelle 3.20: Verkalkung des Pseudointima-, Implantat-, Pseudoadventitiagewebes, Implantate nach
aufsteigender  Implantationszeit geordnet; (+ punktformige Kalkeinschlisse/kleine
Kalkaggregate, ++ groBere Kalkaggregate (< halbe Pseudointima- bzw. Implantatbreite des
jeweiligen Préparates), +++ grofle, konfluierende Kalkherde (> halbe Pseudointima- bzw.
Implantatbreite des jeweiligen Praparates), — keine Verkalkung, Beurteilung der
Pseudoadventitia anhand jeweiliger Implantatbreite, da unvolistandig abgebildet, #
Praparatnummer, | Implantat, PA Pseudoadventitia, Pl Pseudointima,)

Anhand dieser Ubersichtstabelle wird deutlich, dass insbesondere Implantate mit langeren
Implantationszeiten verkalkt waren. In der PTFE-Gruppe (Shunts, Patches, Okkluder)
waren alle Préparate ab einer Implantationszeit von 5 Jahren und 10 Monaten (Préparat
Nr. 39), in der Polyester-Gruppe (Patches, Okkluder) alle Préparate ab einer
Implantationszeit von 3 Jahren und 4 Monaten (Préparat Nr. 48) verkalkt. In den PVA-

Okkludern fanden sich dagegen keine Verkalkungen.




Diskussion 77

4 Diskussion

4.1 Diskussion der Ergebnisse
In diesem Abschnitt wurden die Ergebnisse dieser Arbeit nach Implantatmaterialien

geordnet und somit Implantattyp-ubergreifend diskutiert:

e PTFE-Gruppe: Geféalishunts, Patches und Okkluder mit PTFE-Anteilen
e Polyester-Gruppe: Patches und Okkluder mit Polyester-Anteilen
e PVA-Okkluder-Gruppe

4.1.1  Endothelialisierung der Pseudointima

Unabhéngig vom Implantatmaterial war mit wenigen Ausnahmen bei allen Préparaten die
Ausbildung einer endothelialisierten Pseudointima als neu gebildete Gewebsschicht an
der blutzugewandten Seite des Implantats zu erkennen. Bei Préparat Nr. 11 der PTFE-
Gruppe war es zum kompletten Shuntverschluss durch Hyperplasie der Pseudointima
gekommen, die daher auch keine Endothelialisierung aufwies. In Praparat Nr. 13 der
PTFE-Gruppe mit einer Implantationszeit von 6 Tagen war keine Pseudointima
vorhanden, sondern ein auf das lumenzugewandte PTFE-Gewebe aufgelagertes Fibrinnetz
mit darin eingeschlossenen Erythrozyten.

Die Ausbildung einer Fibrinschicht als einer der ersten Schritte des Endothelialisierungs-
prozesses wurde von Bellon et al. 24 bis 48 Stunden nach Implantation auf PTFE-Shunts
beobachtet (Bellon et al. 1994), von Lanzetta und Owen bereits 5 Minuten nach
Implantation. Bis es durch Endothelzellen ersetzt ist, bleibt das Fibrinnetz erhalten
(Lanzetta und Owen 1995). Lanzetta und Owen gingen davon aus, dass die
Endothelzellen vom umliegenden Gewebe aus einwandern und das Fibrinnetz als
Leitstruktur dient. Des Weiteren postulierten sie, dass es zur Einwanderung von
Endothelzellen (ber transmural (von der Pseudoadventitia in Richtung Lumen)
einsprossende Gefalle sowie direkt iber das von der Geféal3prothese gefuhrte Blut komme.
Die Endothelialisierung der inneren Abschnitte des Implantates beginne ab der 1.
postoperativen Woche und halte bis zu 3 Monate post operationem an (Lanzetta und
Owen 1995). Entgegen dieser Annahmen zeigten aktuellere Studien, dass Endothelzellen

aus zirkulierenden Progenitorzellen des Knochenmarkes hervorgehen: Shi et al. bewiesen
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zunéchst in vitro, dass sich CD 34-positive Progenitorzellen des Knochenmarkes bzw. der
Blutbahn zu Endothelzellen differenzieren kénnen. Anschlielend fiihrten sie allogene
Knochenmarkstransplantationen bei Hunden durch, denen 6 bis 8 Wochen spater eine
Polyester-GeféalRprothese in Aorta thoracica descendens-Position implantiert wurde. Die
Gefallprothese wurde zuvor silikonbeschichtet, um das Einsprossen von Kapillaren zu
verhindern. Nach 12 Wochen durchgefiihrte DNA-Analysen zeigten, dass das neu
gebildete Endothel am Implantat nur DNA-Allele des Spenders enthielt, was die Herkunft
der Endothelzellen aus zirkulierenden Progenitorzellen des Knochenmark beweist (Shi Q
et al. 1998).

Bellon et al. beobachteten eine vollstandige Endothelialisierung von PTFE-Shunts in
Arteria iliaca communis dextra-Position im Rattenmodell 2 bis 3 Wochen nach
Implantation (Bellon et al. 1994).

Bei Sigler und Jux waren Polyester-Okkluder (CardioSEAL/STARflex Septal Occlusion
System und Amplatzer Septal Occluder) nach 30 Tagen im Schafmodell und 2 Monate
nach Implantation im Menschen mit Ausnahme mancher Metallanteile vollstandig
endothelialisiert (Sigler und Jux 2007).

Sigler et al beschrieben die friihzeitige Ausbildung einer endothelialisierten Pseudointima
auf PVA-plugs zum PDA-Verschluss bei neonatalen Ldmmern: Elektronenmikroskopisch
wurden erste, Uber das Fibringeflecht verteilte Endothelzellen nach 10 Tagen und eine

geschlossene Endothelzellschicht nach 42 Tagen beschrieben (Sigler et al. 2000).

Die Ergebnisse der genannten Studien sind gut mit denen dieser Arbeit vereinbar:
Praparat Nr. 13 mit einer Implantationszeit von 6 Tagen wies noch Kkeine
endothelialisierte Pseudointima auf, sondern eine Fibrinschicht als deren Vorlaufer. Alle
Praparate, die langer als 2 Monate implantiert waren, besalRen bereits eine

endothelialisierte Pseudointima.

Diese Befunde haben groRe klinische Relevanz, da eine vollstdndig endothelialisierte
Implantatoberflache der Thrombusentstehung vorbeugt (Anzai et al. 2004; Lanzetta und
Owen 1995), auf deren Boden es zum GeféaRverschluss, Embolien und Organschaden
kommen kann. Daher wird empfohlen, Patienten z. B. nach interventionellem ASD-
Verschluss Gber 6 Monate mit Thrombozytenaggregationshemmern zu behandeln (Jux et
al. 2010).
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4.1.2  Neovaskularisierung

Unabhédngig vom Implantatmaterial farbte regelhaft die Zellauskleidung unterschiedlich
geformter Hohlrdume verschiedenen Kalibers positiv fir die Endothel-Marker vWF und
CD 31. Diese Hohlrdume kamen auch in immunhistochemischen Farbungen zur
Identifizierung von Kollagen Typ IV der Lamina densa der Basallamina und Vimentin als
Intermediérfilament mesenchymaler Zellen, zu denen auch Endothelzellen zahlen, zur
Darstellung. H&aufig waren sie von Zellen umgeben, die positiv fur Antigene glatter
Muskelzellen (SMA, SMM) farbten. Die Hohlrdume waren zumeist ubiquitar im Préparat
vorhanden. Auch im Implantatgewebe — mit Ausnahme der PTFE-Okkluder-Gruppe —
waren sie zu finden. Sie traten besonders gehduft in Implantatnédhe (vor allem in der
implantatnahen Pseudointima) und in den Okkluder-Praparaten im Steg zwischen rechts-
und linksatrialen Okkluderanteilen auf. An beiden letztgenannten Lokalisationen waren
sie auffallend groRkalibrig. Im Implantatgewebe dagegen waren sie kleinkalibriger.
Aufgrund des Farbeverhaltens und der Morphologie dieser Hohlradume handelte es sich
hierbei am ehesten um BlutgefdRe: Es konnte durch o. g. Farbungen eine Endothelaus-
kleidung mit umliegenden glatten Muskelzellen nachgewiesen werden — dem

morphologischen Aufbau von Arteriolen und Venolen entsprechend (Welsch 2010).

Auch Foth et al. beschrieben das Vorkommen von Kapillaren und kleinen Blutgefalien in
der Pseudointima sowie im Inneren von Okkludern mit Polyester-Anteilen, die zum ASD-
oder VSD-Verschluss beim Menschen eingesetzt worden waren. Ahnlich unseren
Ergebnissen wurde ein gehauftes Vorkommen von Neovaskularisierungen im Inneren des
Okkluders im Vergleich zur Pseudointima beschrieben (Foth et al. 2009). Ob es auch im
Implantatgewebe, die einzelnen Polyesterfaden umgebend, zur GefaBneubildung kam,
beschrieben Foth et al. nicht. Wu et al. untersuchten Polyester-GefaRprothesen, die fir 3
Monate in der infrarenalen Aorta von Hunden implantiert waren und beschrieben
transmurale Vaskularisierungen, die von Gefdllen der Adventitia ausgehend durch das
Polyestergewebe zur Pseudointima reichten (Wu et al. 1996).

Menger et al. untersuchten den Neovaskularisierungsprozess an 3 verschiedenen PTFE-
Patches — in der Ruckenhautkammer von syrischen Goldhamstern implantiert —, die sich
in der Fibrillenldnge voneinander unterschieden: PTFE mit einer Fibrillenldnge von 30
pum, welches als Geféal3prothese und kardiovaskuldrer Patch eingesetzt wird; PTFE mit

einer Fibrillenlange von 21 um, welches als Weichteil-Patch eingesetzt wird; PTFE mit
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einer Fibrillenlange von 1 um, welches als passive biologische Membran beispielsweise
als Perikardersatz eingesetzt wird (Menger et al. 1990). Die Arbeitsgruppe beschrieb zwar
GeféaBRneubildungen im Gewebe, welches die Implantate umgab, jedoch nicht innerhalb
des PTFE-Gewebes und nannte als mdégliche Ursache die zu geringen Fibrillenlangen
(Menger et al. 1990). Im Gegensatz dazu ermdglichen groliere PTFE-Fibrillenlangen von
60 und 90 um (Kogel et al. 1989) bzw. grolere internodale Abstdnde von 60 um (Clowes
et al. 1986) die transmurale Vaskularisierung ausgehend von der Adventitia durch das
PTFE-Gewebe zur Pseudointima. Dies konnte erkldren, warum im PTFE-Gewebe der
PTFE-Okkluder-Gruppe keine Neovaskularisierungen beobachtet wurden. Mdglicher-
weise besitzt das PTFE-Gewebe des Helex Septal Occluders eine zu geringe
Fibrillenlange, um die Neovaskularisierung des Implantatgewebes zu ermdglichen.
(Angaben zur Fibrillenlange dieses Okkluders werden vom Hersteller nicht gemacht.) Das
mechanische Hindernis durch das Implantatmaterial konnte der Grund fur das geringere
Kaliber der GefaRe des Implantatgewebes gegentber derer der Pseudointima sein.

Zur Neovaskularisierung von PVA-Implantaten existierten zum Zeitpunkt der Erstellung
dieser Arbeit keine vergleichbaren Studien.

Clowes et al. stellten in ihren Untersuchungen fest, dass neu gebildete Geféalle das
Implantat mit dem umliegenden Gewebe verbinden (Clowes et al. 1986). Eine solche
,.feste Integration [des Implantates] in das graftumgebende Gewebe* (Menger et al. 1990,
S.195) beugt Infektionen vor (Menger et al. 1990). AuBerdem dienen die im Inneren des
Implantates (wie im Okkluder-Steg) und die direkt im Implantatgewebe gelegenen
Geféle der Versorgung des sich darin neu gebildeten Gewebes (Kidd et al. 2002). Ebenso
konnte es sich mit den Gefallen der Pseudointima verhalten, die analog zu Vasa vasorum
das GefaBwandgewebe versorgen. Hierbei ist aber zu erwéhnen, dass sich die Vasa
vasorum echter Blutgefdle von der Adventitia ausgehend nur in die Media hinein
erstrecken, die Intima also nicht erreichen. Diese wird per diffusionem durch das vom
GeféalR gefiihrte Blut versorgt (Geiringer 1951; Welsch 2010). Mdoglicherweise kommt
eine unzureichende Versorgung der Pseudointima durch das vom GefaR gefiihrte Blut als
Ursache der Neovaskularisierung der Pseudointima in Betracht, beispielsweise aufgrund
einer zu grofRen Diffusionsstrecke durch Intimaverdickung (Geiringer 1951). Hiermit ist
vereinbar, dass sich in unserer Arbeit gerade in der implantatnahen Pseudointima

besonders viele, groRlumige GefélRe befanden. Zu einer vergroRerten Diffusionsstrecke
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kann es beispielsweise im Rahmen der Atherosklerose kommen, bei der es durch ,extra-
und intrazelluldre Lipidablagerungen™ (Welsch 2010, S. 207) zur Intimaverdickung
kommt (Geiringer 1951; Welsch 2010). Diese fihrt zu lokaler Hypoxie in, vom Lumen
aus gesehen, tieferen Intimaabschnitten (Kumamoto et al. 1995; Zemplenyi et al. 1987),
wodurch die Neovaskularisierung induziert wird (Kumamoto et al. 1995). Nach
Kumamoto et al. treten Neovaskularisierungen der Intima von Koronararterien bereits
frihzeitig im Atherosklerose-Prozess auf und sind ortlich mit Zellen der chronischen
Entzindung (Lymphozyten und Makrophagen) assoziiert. Es ist moglich, dass Gber
Zytokine dieser Entziindungszellen die Angiogenese zuséatzlich stimuliert wird
(Kumamoto et al. 1995). Auch nach Subbotin ist die Neovaskularisierung der verdickten
Intima eine unbedingte Voraussetzung fur die Entstehung der Atherosklerose (Subbotin
2012), in deren Verlauf es auch zur Verkalkung der GefaBwand kommen kann (Welsch
2010). Auch in dieser Arbeit wurden Verkalkungen des Pseudointima- und
Implantatgewebes, insbesondere bei Prdparaten mit grofReren Implantationszeiten,
gefunden (s. Kapitel 4.2.5). Doch auch generell im Rahmen von Entzindungs- und
anschlieBenden Reparaturprozessen spielt die Neovaskularisierung eine Rolle
(Sunderkotter et al. 1994): Durch sie werden ,,Entziindungszellen, Nahrstoffe und
Sauerstoff* (Gong und Koh 2010, S. 437) bereitgestellt. So sind insbesondere
Makrophagen durch Sezernierung verschiedener Zytokine zur ,,Initiierung,
Aufrechterhaltung und Beendigung* (Sunderkétter et al. 1994, S. 417) der Angiogenese
in der Lage. Auch in dieser Arbeit wurden insbesondere in Implantatnahe grof3e Zahlen
von Entzundungszellen dort festgestellt, wo auch die GefaRdichte besonders hoch war

(vor allem in der implantatnahen Pseudointima).

4.1.3  Zellen und EZM des Pseudointima- und Implantatgewebes

Unabhéngig vom Implantatmaterial war bei allen Praparaten mit wenigen Ausnahmen (s.
Kapitel 4.2.1) die Ausbildung einer Pseudointima als neu gebildete Gewebsschicht an der
blutzugewandten Seite des Implantats zu erkennen. Die Zellen und die EZM der
Pseudointima konnten besonders gut anhand der PTFE-Gruppe untersucht werden, da uns
in dieser die meisten Préparate zur Verfligung standen. In der PTFE-Gruppe waren Uber
die gesamte Pseudointima verteilte, spindelformige Vimentin-positive Zellen zu

erkennen. Morphologisch dhnliche Zellen farbten auch fiir SMA und SMM. Es konnte
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gezeigt werden, dass diese SMA- und SMM-positiven Zellen mit zunehmender
Implantationszeit regelhaft eine deutlich groRere Konzentration in der lumenseitigen
Pseudointima aufwiesen, wahrend sie bei Préparaten mit kirzeren Implantationszeiten
entweder dasselbe Verteilungsmuster zeigten oder gleichmaRig Uber die gesamte
Pseudointima verteilt waren. Auch in den untersuchten Polyester-Patches war lumenseitig
eine hohere Dichte SMA- und SMM-positiver Zellen zu erkennen. Die EZM der
Pseudointima farbte sowohl in der PTFE-Gruppe als auch in den Polyester-Patches
netzartig flr Kollagen 1V. Direkt im Implantatgewebe der PTFE-Gruppe farbten zwar
regelhaft Zellen positiv fir Vimentin. Deutlich seltener und sparlicher als im
Pseudointima-Gewebe waren hier jedoch SMA- und SMM-positive Zellen zu finden.
Auch die EZM des PTFE-Implantatgewebes farbte seltener als das Pseudointima-Gewebe
positiv fir Kollagen IV. In der Polyester-Gruppe fanden sich SMA- und SMM-positive
Zellen und Kollagen IV-positive EZM eher an der Implantatoberflache und weniger im
Gewebe um die Polyesterfaden, die aber von Vimentin-positiven Zellen umgeben waren.

Mehrere Studien beschrieben den bindegewebigen Aufbau der Pseudointima
kardiovaskularer Implantate und gehen zum Teil auch auf die Infiltration des
Implantatgewebes mit Bindegewebszellen ein, jedoch ohne diese weiter zu klassifizieren:
Kreutzer et al. beschrieben die Ausbildung einer dichten,  fibro-elastischen
Pseudointima® (Kreutzer et al. 2001, S. 105) an Okkludern mit Polyester-Komponente,
die im Mittel 1,6 Jahre im menschlichen Herz implantiert waren (Kreutzer et al. 2001).
Auch Das et al. beschrieben eine Pseudointima aus dichtem Bindegewebe an Okkludern
mit Polyester-Komponente im Hundemodell, deren Polyester-Fasern ebenfalls von
Bindegewebe umgeben waren (Das et al. 1993). Kuhn et al. beobachteten die Ausbildung
einer fibrosen Kapsel“ (Kuhn et al. 1996, S. 1459) um Okkluder mit Polyester-
Komponente im Hundemodell, die sich im Laufe der Implantationszeit immer weiter

organisierte (Kuhn et al. 1996).

Andere Studien versuchten dagegen, die Bindegewebszellen weiter zu klassifizieren: Foth
et al. untersuchten Okkluder mit Polyester-Komponente, die im menschlichen Herz
implantiert waren und beschrieben bei allen Préparaten mit einer Implantationszeit groRer
als 10 Wochen die Ausbildung einer organisierten Pseudointima, deren Zellen regelhaft
positiv fir Vimentin, SMA und SMM farbten. Diese Zellen wurden daher als

Myofibroblasten-&hnlich beschrieben. Solche Myofibroblasten-édhnliche Zellen befanden
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sich auch im neu gebildeten, lockeren Bindegewebe im Inneren der Okkluder (Foth et al.
2009). Myofibroblasten sind Fibroblasten mit kontraktilen Aktin-Proteinen, die unter
bestimmten Bedingungen auch Myosin exprimieren kdnnen (Bucher 1997; Desmouliere
et al. 2005). Jin et al. konnten zeigen, dass Fibroblasten — von der Pseudoadventitia
stammend und durch das PTFE-Gewebe Richtung Lumen wandernd — eine Rolle bei der
Ausbildung der mittigen (also Anastomosen-fernen) Pseudointima-Abschnitte von PTFE-
GeféaBprothesen im Hundemodell spielen: Nach 1 Monat Implantationszeit waren zwei
Drittel des PTFE-Gewebes von Fibroblasten infiltriert, nach 2 bis 4 Monaten das
komplette PTFE-Gewebe. Nach 2 Monaten Implantationszeit zeigte sich in allen
untersuchten Préparaten die Ausbildung einer Pseudointima. Das Farbemuster der positiv
fir Vimentin und SMA farbenden Zellen Uberschnitt sich groftenteils, weswegen sie als
Myofibroblasten identifiziert wurden. Diese bildeten die zellulare Hauptkomponente der
Pseudointima. Um sie von glatten  Muskelzellen abzugrenzen, wurden
immunhistochemische Féarbungen zur Darstellung von Desmin und Smoothelin
durchgefuhrt, die groBtenteils negativ ausfielen. Nur wenige Zellen farbten ausschliellich
fur Vimentin, die damit als Fibroblasten identifiziert wurden. Diese befanden sich
hauptsachlich in Implantatndhe und in der lumennahen Pseudointima (Jin et al. 2012).
Auch Shi et al. zeigten im Tiermodell, dass Fibroblasten der Adventitia, die sich zu
Myofibroblasten  weiterentwickeln, an Aufbauprozessen der Neointima nach

endoluminaler Verletzung porciner Koronararterien beteiligt sind (Shi Y et al. 1996).

Varcoe et al. postulierten dagegen, dass Fibrozyten am Aufbau von Pseudointima- und
Implantatgewebe beteiligt sind (Varcoe et al. 2006). Fibrozyten, die Oberflachenantigene
sowohl von Leukozyten als auch von Bindegewebszellen aufweisen, sind im Blut
zirkulierende Zellen, die bei Gewebsschéden an Reparaturprozessen beteiligt sind und
Eigenschaften glatter Muskelzellen annehmen konnen (Bucala et al. 1994). Schafen
wurde ein Gelatine-versiegelter Polyester-Patch in Arteria carotis communis dextra-
Position implantiert und anschlieend histologisch ausgewertet: Die Zellen der
Pseudointima und des Implantatgewebes féarbten positiv fir immunhistochemische
Marker, die spezifisch fur Fibrozyten sind: SMA, Vimentin, CD 34 und CD 45 (Varcoe et
al. 2006). Auch Thevenot et al. machten durch Entziindungszellen — insbesondere
Mastzellen — stimulierte Fibrozyten fir die Ausbildung der Bindegewebskapsel um

synthetische Biomaterialien (tissue engineered scaffolds aus Polyglykolsdure)
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verantwortlich (Thevenot et al. 2011). Baker et al. betonten ebenfalls die Rolle der
Fibrozyten bei Gewebereaktionen auf subkutan implantiertes Polydimethylsiloxan im
Méusemodell (Baker et al. 2011).

Anhand mehrerer Studien konnte eine Verbindung zwischen o. g. Myofibroblasten und
Fibrozyten hergestellt werden: Am Ort der Gewebeverletzung angekommen,
differenzieren Fibrozyten weiter zu SMA-exprimierenden Myofibroblasten, die
wesentlich an Reparaturprozessen und am Aufbau des Bindegewebes beteiligt sind (Abu
El-Asrar et al. 2008; Mori et al. 2005; Quan et al. 2006; Schmidt et al. 2003).

Ubertragen auf die Ergebnisse unserer Arbeit kann es sich bei den Zellen der
Pseudointima maoglicherweise um Myofibroblasten handeln, da sie ebenfalls positiv fiir
SMA, SMM und Vimentin féarbten. Einschrankend muss aber darauf hingewiesen werden,
dass in unserer Arbeit keine weiterfihrenden immunhistochemischen Farbungen zur
genaueren Klassifizierung dieser Zellen vorgenommen wurde. Das bei Jin et al.
beschriebene Verteilungsmuster, bei dem der Grofdteil der Pseudointima von
Myofibroblasten gebildet wird, jedoch aber in der implantatnahen Pseudointima
hauptséachlich Fibroblasten zu finden sind, stimmt mit unseren Ergebnissen Uberein:
Héaufig waren SMA- und SMM-positive Zellen — insbesondere bei Implantaten mit
groReren Implantationszeiten — lumennah konzentriert. Dagegen waren Vimentin-positive
Zellen ber die gesamte Pseudointima verteilt, also auch in Implantatnéhe, wobei es sich
folglich um Fibroblasten handeln kénnte. Dass die EZM um Myofibroblasten u. a. durch
Kollagen 1V gebildet wird, konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden (Berndt et al.
1994; Yen et al. 2002). Auch in unserer Arbeit farbte die EZM der Pseudointima netzartig
fir Kollagen IV. Anhand der o. g. Studienergebnisse ergibt sich in Bezug auf den
zelluléren Aufbau des Implantatgewebes Folgendes: Da die meisten Zellen zwar positiv
fir Vimentin, aber nur wenige fir SMA und SMM farbten, konnte es sich hauptsachlich
um Fibroblasten handeln. Positiv fur kontraktile Proteine farbende Zellen des
Implantatgewebes umgeben moglicherweise als glatte Muskelzellen kleinste Gefalie im
Implantatgewebe (s. 0.). Hiermit ist auch vereinbar, dass die EZM des Implantatgewebes
deutlich seltener als die EZM der Pseudointima fur Kollagen IV farbte. Das Kollagen 1V
des Implantatgewebes konnte als Bestandteil der Basallamina eben genannte glatte
Muskelzellen oder Geféallendothelzellen umgeben.
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414 Implantatassoziierte Entzindungsreaktionen

Die durch Implantate hervorgerufene Entzlindungsreaktion wird durch die beim
Implantationsprozess verursachte Gewebeverletzung angestolien. Nach Anderson werden
verschiedene Phasen der darauffolgenden lokalen Reaktion des Empfangerorganismus auf
das implantierte Fremdmaterial unterschieden: (1) Die akute Entziindungsreaktion, die im
Wesentlichen von neutrophilen Granulozyten, die chemotaktisch an den Ort der
Gewebeverletzung migrieren, getragen wird und deren Hauptaufgabe die Phagozytose
von Krankheitserregern darstellt (Anderson JM 1988). Diese Phase halt meist weniger als
1 Woche an (Anderson JM et al. 2008). (2) Zur darauffolgenden chronischen Entzin-
dungsreaktion kommt es bei fortbestehendem Entziindungsreiz durch das Implantat
(Anderson JM 1988). Diese wird zundchst von mononukledren Zellen, insbesondere
Monozyten/Makrophagen, Lymphozyten und Plasmazellen, getragen, deren Présenz ,,von
kurzer Dauer” (Anderson JM et al. 2008, S. 3) ist. Bei biokompatiblen Materialien halt
die aus mononukledren Zellen bestehende Entziindungsreaktion ,,gewohnlich [...] nicht
langer als zwei Wochen* (Anderson JM et al. 2008, S. 3) an (Anderson JM et al. 2008).
Lymphozyten und Plasmazellen werden durch Zytokine am Implantat anhaftender
Makrophagen aktiviert. Lymphozyten wiederum férdern die Makrophagen-Adhésion und
Fusion zu FKR (Brodbeck et al. 2005; MacEwan et al. 2005), sind also wesentlich an der
darauffolgenden Fremdkdorperreaktion beteiligt. (3) Die Fremdkorperreaktion als
persistierende Komponente der chronischen Entzlindungsreaktion stellt die ,,normale*
(Anderson JM 1988, S. 103) Antwort des Empfangerorganismus auf inerte biokompatible
Materialien dar (Anderson JM 1988). Diese Phase ist durch die Anwesenheit von FKR —
fusionierte Makrophagen — am Implantatmaterial gepréagt und geht mit der Bildung von
Granulationsgewebe aus Makrophagen, Fibroblasten und Kapillaren einher. Es kommt
zur bindegewebigen Einkapselung des Implantats. Laut Anderson persistiert diese Phase,
solange das Biomaterial implantiert bleibt. Bereits 4 Tage nach Implantation kann man
erste. FKR am Implantat beobachten (Anderson JM 1988). Die Auspragung der
Entzlindungsreaktion hangt im Wesentlichen von der Implantationslokalisation, der Form
und GroRe des implantierten Materials (Anderson JM et al. 2008) sowie von dessen Ober-
flachenstruktur ab (Hunt et al. 1996). Mdglicherweise spielt u. a. auch der Vroman-Effekt
eine Rolle, der die sequenzielle Adsorption von Proteinen an Oberflachen beschreibt

(Leonard und Vroman 1992). So beschrieben Bonfield et al., dass bestimmte Protein-
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Polymer-Verbindungen die Monozytenaktivitat und somit die Entziindungsreaktion
beeinflussen (Bonfield et al. 1992).

In der PTFE-Gruppe waren implantatassoziiert meist wenige Granulozyten und B-
Lymphozyten zu finden. Die meisten implantatassoziierten T-Lymphozyten waren vor
allem in der PTFE-Patch-Gruppe (durchschnittliche Implantationszeit: 247 Monate) und
sonst in geringerer Auspragung vorhanden. In allen Préaparaten der Gruppe — mit Aus-
nahme von Préparat Nr. 5 (s. Kapitel 3.1.1) — waren unabhédngig von der Implantationszeit
implantatassoziierte Histiozyten im Pseudointima- und Implantatgewebe vorhanden. Im
Implantatgewebe der PTFE-Okkluder waren sie jedoch nur sehr vereinzelt zu finden.
Wahrend sie in der implantatnahen Pseudoadventitia der PTFE-Shunts in allen Praparaten
vorzufinden waren, war dies bei den PTFE-Patches nur in 4 von 11 Préparaten zutreffend.
Im Okkluder-Steg kamen sie gehduft vor. Implantatassoziierte FKR waren in 9 von 16
untersuchten PTFE-Shunts (durchschnittliche Implantationszeit: 18 Monate), in 7 von 11
untersuchten PTFE-Patches und in 2 von 2 PTFE-Okkludern (durchschnittliche Implanta-
tionszeit: 74 Monate) vorhanden.

Implantatassoziierte Granulozyten und Lymphozyten waren also auch deutlich langer als
von Anderson beschrieben vorhanden (s. 0.). Zu &hnlichen Ergebnissen kamen auch Ehler
et al.. Das Vorkommen implantatassoziierter neutrophiler Granulozyten und
Lymphozyten an PTFE-Patches zum Verschluss rechtsventrikuldrer Defekte bei
Schweinen wurde noch nach Implantationszeiten zwischen 10 und 14 Monaten
beschrieben (Ehler et al. 1990). Fujimoto et al. beobachteten Entzlindungsreaktionen
bestehend aus Makrophagen an PTFE-Patches im RVOT von Ratten, die Uber einen
Beobachtungszeitraum von 4 bis 12 Wochen post implantationem zwar persistierten, aber
deutlich an Intensitat verloren, sodass sie nach 12 Wochen nur noch als ,leicht“
(Fujimoto et al. 2007, S. 653) beschrieben wurden (Fujimoto et al. 2007). Auch in unserer
Arbeit waren implantatassoziierte Makrophagen in der Pseudoadventitia der PTFE-Patch-
Gruppe (mit deutlich groRerer durchschnittlicher Implantationszeit) seltener zu finden als
in der Pseudoadventitia der PTFE-Shunt-Gruppe oder im Steg der PTFE-Okkluder (je mit
kleineren durchschnittlichen Implantationszeiten). Die Fremdkdrperreaktion aus
Makrophagen und FKR an der Oberflaiche von PTFE-Gewebe wurde in der Literatur
mehrfach beschrieben (Bellon et al. 1996; Ehler et al. 1990; Kenney et al. 1988), wobei

FKR in unserer Arbeit nur in einem Teil der PTFE-Implantate vorhanden waren (s. 0.).
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Auch bei Mehta et al. waren ebenfalls nur bei 31 von 40 Gefal3prothesen (mit einer
durchschnittlichen Implantationszeit von 64 Monaten im Menschen) FKR vorhanden
(Mehta et al. 2011). Dass Histiozyten im Implantatgewebe der PTFE-Okkluder (anders
als bei den PTFE-Shunts und —Patches) nur sehr vereinzelt zu finden waren, kdnnte — wie
in Kapitel 4.2.2 besprochen — mit einer geringen Fibrillenlange des PTFE-Gewebes des

Helex Septal Occluders zusammenhéngen.

In der Polyester-Gruppe waren Granulozyten vor allem bei Préparaten mit Kirzeren
Implantationszeiten  (wie in der Polyester-Okkluder-Gruppe, durchschnittliche
Implantationszeit: 30 Monate) implantatassoziiert regelmaRig vorzufinden, wahrend sie
bei Praparaten mit langeren Implantationszeiten (wie in der Polyester-Patch-Gruppe,
durchschnittliche Implantationszeit: 321 Monate) meist nicht vorhanden waren. Auch
implantatassoziierte T-Lymphozyten kamen h&ufiger und deutlich zahlreicher als in der
PTFE-Gruppe, insbesondere in Praparaten mit kirzeren Implantationszeiten (wie in der
Polyester-Okkluder-Gruppe), aber auch etwas schwacher ausgepragt in Préparaten mit
langeren Implantationszeiten (wie in der Polyester-Patch-Gruppe), vor. Wenige B-
Lymphozyten wurden in allen Praparaten meist implantatassoziiert vorgefunden. In allen
Praparaten waren implantatassoziierte Histiozyten und FKR unabhéngig von der

Implantationszeit vorhanden — deutlich zahlreicher als in der PTFE-Gruppe.

Diese Ergebnisse decken sich gut mit anderen Studien an Polyester-Okkludern, nach
Implantation im Menschen (Foth et al. 2009) sowie im Schaf und im Menschen (Sigler
und Jux 2007), die ebenfalls eine deutliche persistierende Fremdkorper- und
lymphozytére Entziindungsreaktion feststellten. Kreutzer et al beschrieben in fast allen
untersuchten Polyester-Okkludern mit Implantationszeiten zwischen 2,7 und 44 Monaten
im Menschen Fremdkorperreaktionen (Kreutzer et al. 2001). Salzmann et al. verglichen u.
a. den Grad der Fremdkorperreaktion in 5 verschiedenen Polyester- und 2 verschiedenen
PTFE-Prothesen im Rattenmodell und kamen zu dem Ergebnis, dass — mit Ausnahme
einer Polyester-Prothese — die Fremdkdrperreaktion auf die Polyester-Prothesen starker
als auf die PTFE-Prothesen ausgepragt war (Salzmann et al. 1999). Dass Polyester zu
einer starkeren Monozyten/Makrophagen-Aktivierung als PTFE in vitro fihrt, konnten
Miller und Anderson zeigen (Miller und Anderson 1988). Die mit zunehmender
Implantationszeit riicklaufige Prasenz von Granulozyten und T-Lymphozyten deckt sich

zwar mit dem von Anderson (s. 0.) beschriebenen, phasenhaften Verlauf der
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Entzlindungsreaktionen auf implantierte Biomaterialien. Trotzdem waren in unserer
Arbeit Granulozyten und T- sowie B-Lymphozyten regelhaft in Polyester-Praparaten mit
deutlich langeren Implantationszeiten als denen von Anderson veranschlagten Zeitraumen

(s. 0.) vorhanden.

Bei dem PVA-Okkluder mit 7-monatiger Implantationszeit wurden viele
implantatassoziierte T-Lymphozyten gefunden, allerdings weniger als in der Polyester-
Gruppe, wahrend nur wenige implantatassoziierte B-Lymphozyten und Granulozyten
vorkamen. Bei beiden Okkludern der Gruppe (durchschnittliche Implantationszeit: 23
Monate) wurden ahnlich viele CD 68-positive Zellen wie in der Polyester-Gruppe — also
deutlich mehr als in der PTFE-Gruppe — gefunden. Histiozyten waren im Pseudointima-
und Implantatgewebe und Okkludersteg besonders zahlreich, FKR besonders an der
Implantatoberflache.

Ahnlich der PTFE- und Polyester-Gruppe wurde also auch bei dem PVA-OKkluder eine
deutlich Uber die von Anderson beschriebenen Zeitrdume (s. 0.) hinaus persistierende
implantatassoziierte Infiltration mit Granulozyten und Lymphozyten vorgefunden. Im
Gegensatz zu unseren Ergebnissen beschrieben Sigler et al. keinerlei Entziindungsreakti-
onen an PVA-plugs zum interventionellen PDA-Verschluss bei neonatalen L&mmern, die
im Durchschnitt 102 Tage implantiert waren (Sigler et al. 2000), also deutlich kirzer als
die von uns untersuchten Okkluder mit Implantationszeiten von 7 Monaten sowie 3
Jahren und 3 Monaten, was als Ursache der unterschiedlichen Ergebnisse angesehen
werden kann. Unseres Wissens existierten zum Zeitpunkt der Erstellung dieser Arbeit
keine weiteren histologischen Untersuchungen, die PVA als Bestandteil kardiovaskulérer
Implantate untersuchten. Daher wurde im Folgenden auf Studien mit andernorts
implantiertem PVA zuriickgegriffen: Noguchi et al. untersuchten die Tauglichkeit von
PVA-Hydrogel als Knorpelersatz im Knie von Kaninchen und beschrieben in einem
Beobachtungszeitraum von 2 bis 52 Wochen post implantationem eine milde, initiale
Entzlindungsreaktion im umliegenden Gewebe, die vermutlich von den operativen
Malinahmen herriihrte und spéter komplett verschwand. Die Art der Entzlindungsreaktion
wurde allerdings nicht weiter klassifiziert (Noguchi et al. 1991). In unseren
Untersuchungen konnte dagegen eine persistierende Entziindungsreaktion beobachtet
werden, was am ehesten mit den Ergebnissen von Wang et al. zu vereinbaren ist: Sie

implantierten ein Verbundmaterial aus Hydroxyapatit, Gelatine und PVA, das subkutan in
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die Ruckenregion von Ratten implantiert wurde. Eine Woche post implantationem
wurden viele Entzindungszellen in und um das Implantat beschrieben. Diese
Entzindungsreaktion nahm im weiteren Verlauf ab, sodass sie 12 Wochen post
implantationem nur noch sehr gering ausgepragt war (Wang et al. 2008). Auch hier wurde

die Art der Entziindungsreaktion nicht n&her klassifiziert.

Zusammenfassend kann man aus den Ergebnissen dieser Arbeit beziglich des Auspra-
gungsgrades der Entziindungsreaktionen auf die verschiedenen Implantatmaterialien eine
materialabhéngige Graduierung aufstellen: Die chronische Entziindungsreaktion — sowohl
die mononukleére als auch die Fremdkorperreaktion — war auf Polyester und PVA starker
als auf PTFE ausgepragt. Der Grad der granulozytdren — akuten — Entziindungsreaktion
auf die verschiedenen Implantatmaterialien war dagegen ahnlich ausgepréagt. Entgegen
der Aussage Andersons bezlglich des zeitlichen Verlaufs der akuten und chronischen,
monozytaren Entziindungsreaktion (s. 0.) waren regelhaft Granulozyten und Lymphozy-

ten deutlich Gber die von ihm angegebenen Zeitraume hinaus festzustellen.

Die Relevanz dieser Befunde besteht darin, dass implantatassoziierte Entziindungsreakti-
onen zum Implantatversagen fiihren kénnen (Anderson JM et al. 2008; Brodbeck et al.
2005; Ehler et al. 1990). Daher sind Implantatmaterialien, die eine stérkere
Entzindungsreaktion hervorrufen — wie etwa Polyester oder PVA —, mdglicherweise
empfindlicher fir Mechanismen des Implantatversagens als solche, die eine weniger
starke Entziindungsreaktion hervorrufen — wie etwa PTFE. Folgende Mechanismen des
Implantatversagens kommen diesbezliglich in Betracht: Beim Versuch, das
Implantatmaterial zu phagozytieren, werden u. a. durch Makrophagen und FKR Stoffe
freigesetzt, die die Implantatoberflache angreifen und zersetzen kdnnen (Anderson JM et
al. 2008; Ziats et al. 1988). Hierzu zahlen beispielsweise reaktive Sauerstoffspezies, die
zur Oxidation des Implantatmaterials fihren kdnnen. Des Weiteren ist durch den bei
Phagozytose entstehenden oxidativen Burst die Fahigkeit der Phagozyten zur Bakterien-
abwehr eingeschrénkt (Anderson JM et al. 2008). Dass Scherkréfte, denen insbesondere
kardiovaskuldre Implantate ausgesetzt sind (Shive et al. 2000), die Apoptose der
anhaftenden Leukozyten begunstigen, schréankt die Fahigkeit zur Bakterienabwehr
zusétzlich ein, wodurch sich die Infektionsgefahr weiter erhoht. AufRerdem regen durch
Implantatmaterialien in unterschiedlichem Ausmal} aktivierte Makrophagen Fibroblasten

zur Proliferation an, wodurch die Matrixsynthese gesteigert wird (Miller und Anderson
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1988; Miller et al. 1989). Dies kann zum Implantatversagen fuhren (Miller et al. 1989), z.
B. aufgrund einer stenosierenden Intimaverdickung. Ein weiterer durch Entziindungsreak-
tionen hervorgerufener Mechanismus des Implantatversagens ist die dadurch bedingte
Verkalkung des Implantatgewebes und des Implantat-umgebenden Gewebes. AuRerdem
aktivieren Leukozyten — insbesondere Makrophagen — glatte GefaBmuskelzellen und
Myofibroblasten, die durch verschiedene Mechanismen Kalk bilden (s. Kapitel Kapitel
4.2.5). Chronisch-entziindliche Prozesse bedingen Apoptose und Nekrose, was ebenfalls
die Kalkbildung fordert (s. Kapitel 4.2.5). Die Mechanismen des Implantatversagens
durch Verkalkung werden in Kapitel 4.2.5 erldutert. Des Weiteren kénnen chronische
Entzindungprozesse die neoplastische Entartung des entziindeten Gewebes bedingen.
Dieser pathophysiologische Zusammenhang der Tumorgenese ist fir verschiedene
Neoplasien bekannt und bereits mehrfach in der Literatur beschrieben worden (Mariani et
al. 2014; Sakurai et al. 2014; Samraj et al. 2015); jedoch bisher nicht im Zusammenhang
mit Entzindungsreaktionen, die durch synthetische Implantatmaterialien hervorgerufen

werden.

415 Verkalkung

Insbesondere Implantate mit langeren Implantationszeiten verkalkten (s. Ubersichtstabelle
in Kapitel 3.4). Meist waren sowohl Pseudointima-, Implantat- als auch
Pseudoadventitiagewebe verkalkt. In der Polyester-Gruppe waren alle Préparate ab einer
Implantationszeit von 3 Jahren und 4 Monaten, in der PTFE-Gruppe alle Préparate ab
einer Implantationszeit von 5 Jahren und 10 Monaten verkalkt. In dieser Gruppe waren
jedoch Implantate mit Implantationszeiten groRer als 2 Jahre und kleiner als 5 Jahre und 2
Monate nicht vertreten. Es fiel auf, dass die verkalkten Implantate der PTFE-Gruppe in 10
von 15 Fillen (67 %) groBle, konfluierende Kalkherde (> halbe Pseudointima- bzw.
Implantatbreite des jeweiligen Praparates) in Pseudointima und/oder Implantatgewebe
aufwiesen, wahrend dies in 2 von 6 (33 %) verkalkten Implantaten der Polyester-Gruppe
der Fall war. In dieser traten hdufiger punktformige Verkalkungen bis hin zu kleinen
Kalkaggreagten auf. In den PVA-Okkludern (beide mit relativ kurzen

Implantationszeiten) fanden sich dagegen keine Verkalkungen.

Anders als bei den von uns untersuchten Implantaten beschrieben mehrere Autoren eine

bereits fruher einsetzende, histologisch gesicherte Verkalkung kardiovaskularer PTFE-
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Implantate nach 3 Monaten (Molina et al. 1995) bzw. 6 Monaten im Schafmodell
(Kenney et al. 1990) und 10 bis 14 Monaten Implantationszeit im Schweinemodell (Ehler
et al. 1990). Mugnai et al. evaluierten die Verkalkung von PTFE-Gefal3prothesen mittels
Mikro-Computertomografie (CT) im Rattenmodell, die nach 16 + 3,1 Monaten
Implantationszeit festgestellt wurde (Mugnai et al. 2013). Tomizawa et al. berichteten von
BT-Shunts aus PTFE und Polyester, die zwischen 11 Monaten und 5 Jahren und 7
Monaten im Menschen implantiert waren. Das Implantatmaterial von 3 von 10 PTFE-
Shunts war — histologisch gesichert — verkalkt. Die kirzeste Implantationszeit dieser
verkalkten Shunts lag bei 1 Jahr. Die Implantationszeit der anderen Implantate wurde
nicht angegeben (Tomizawa et al. 1998). Us et al. evaluierten PTFE-Patches zum VSD-
Verschluss beim Menschen. Sie stellten bei ,,fast allen” (Us et al. 2004, S. 220) Patienten
anhand jahrlicher, echokardiografischer Kontrollen, die bis zum 5. postoperativen Jahr
durchgefiihrt wurden, Verkalkungen der Patches fest (Us et al. 2004). Die zeitliche
Diskrepanz des Auftretens erster Verkalkungen im Vergleich zu unseren Ergebnissen
kann maglicherweise dadurch zu erklaren sein, dass uns keine PTFE-Implantate mit
Implantationszeiten groRer als 2 Jahre und Kleiner als 5 Jahre und 2 Monate zur
histologischen Auswertung zur Verfligung standen. Jedoch waren auch die PTFE-Shunts
Nr. 19 und Nr. 4 mit Implantationszeiten von 5 Jahren und 2 Monaten sowie 5 Jahren und
9 Monaten nicht verkalkt. Somit sahen wir — entgegen den genannten Ergebnissen aus der
Literatur — einen spater einsetzenden Verkalkungsprozess an PTFE-Implantaten nach
einer Implantationszeit von 5 Jahren und 10 Monaten, obwohl in den genannten Studien
(Tomizawa et al. und Us et al.) vergleichbare kardiovaskuldre Implantate, die im
menschlichen Organismus implantiert waren, untersucht wurden. Es kamen keine
sensitiveren Evaluationsmethoden als die von uns angewandte histologische Auswertung
zum Einsatz. Bei Molina et al., die u. a. verschiedene klappenlose Polyester- und PTFE-
Conduits in Pulmonalisposition bei 3 bis 4 Wochen alten Ratten untersuchten, zeigte das
PTFE-Implantatmaterial den ,,grofften Verkalkungsgrad*“ (Molina et al. 1995, S. 431) im
Vergleich zum Polyestermaterial. Das PTFE-Implantatmaterial zeigte eine ,,ausgedehnte*
(Molina et al. 1995, S. 432), ,,gleichmiBig generalisierte” (Molina et al. 1995, S. 431)
Verkalkung, wihrend das Polyestermaterial ,,liickenhaft“ (Molina et al. 1995, S. 432)
verkalkt war (Molina et al. 1995). Dies entspricht auch unseren Beobachtungen.
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Bei Wainwright et al. zeigten Polyester-Patches zur RVOT-Rekonstruktion bei Ratten
nach einer Implantationszeit von 16 Wochen in der von Kossa-Farbung keine
Verkalkungen (Wainwright et al. 2012). Ebenso stellten Randall et al. keine histologisch
gesicherte Verkalkung von Polyester-Gefélprothesen im Hundemodell fest, die bis zu 12
Monaten implantiert waren (Randall et al. 1982). In unserer Arbeit wurden in den
Polyester-Implantaten  mit  vergleichbaren  Implantationszeiten ebenfalls  keine
Verkalkungen gefunden. Bei Molina et al. (s. 0.) wiesen die Polyester-Conduits erste
histologisch gesicherte Verkalkungen des Implantatgewebes nach einer Implantationszeit
von 12 Monaten auf (Molina et al. 1995). Tomizawa et al. untersuchten BT-Shunts aus
PTFE und Polyester histologisch (s. 0.), die zwischen 11 Monaten und 5 Jahren und 7
Monaten im Menschen implantiert waren. Bei den Polyester-Shunts wurden Kkeine
Verkalkungen beschrieben (Tomizawa et al. 1998). Entgegen eben genannter Ergebnisse
wurden in unserer Arbeit Verkalkungen von Polyester-Implantaten ab einer
Implantationszeit von 3 Jahren und 4 Monaten beobachtet.

Zur Verkalkung kardiovaskularer PVA-Implantate mit Blutkontakt existierten zum
Zeitpunkt dieser Arbeit unseres Wissens keine vergleichbaren Studien. Daher wurde im
Folgenden auf Studien mit PVA-Implantaten ohne Blutkontakt und mit anderer
Implantationslokalisation zurtickgegriffen: De Oliveira et al. untersuchten u. a. den
Verkalkungsindex subkutan implantierter PVA-Hydrogel-Membranen bei Ratten mittels
Rontgenfluoreszenz. Dieser war nach einer Implantationszeit von 8 Wochen sehr gering
(0,00442 £ 0,00256 % der Absolutmasse des analysierten Materials) (de Oliveira et al.
2014). Von Schwartz et al. subkutan bei Hunden implantiertes PVA zeigte bereits nach
einer Implantationszeit von 1 Monat Kalkspuren, die mittels von Kossa-Farbung
dargestellt wurden (Schwartz et al. 1960). In unserer Arbeit wurde ebenfalls die von
Kossa-Farbung zur Darstellung von Verkalkungen herangezogen, die fiir beide PVA-
Okkluder (Implantationszeit: 7 Monate, 3 Jahre 3 Monate) negativ war. Die
unterschiedliche Implantationslokalisation ohne Blutkontakt der PVA-Implantate eben
genannter Studien im Vergleich zu unseren Implantaten (subkutan im Gegensatz zu
kardiovaskular) kommt als Ursache der Ergebnisunterschiede infrage. AuRerdem kam bei
de Oliveira et al. eine sensitivere Methode des Kalknachweises zum Einsatz

(Rontgenfluoreszenzanalyse).
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Nach Demer und Tintut kommen u. a. chronisch-entziindliche Prozesse als Ursache der
GeféaRverkalkung infrage (Demer und Tintut 2014). Bei der Atherosklerose als chronisch-
entzlindlicher Prozess sind im Wesentlichen Makrophagen und glatte GefaRmuskelzellen
mit osteogenetischer Differenzierung am Verkalkungsprozess beteiligt: Aikawa et al.
konnten an 20 bis 30 Wochen alten, Apolipoprotein E-defizienten Mé&usen fluoreszenz-
mikroskopisch ~ zeigen, dass in fruhen Stadien der Atherosklerose die
Makrophageninfiltration atherosklerotischer Herde ortlich mit ,osteogenetischer
Aktivitat (Aikawa et al. 2007 b, S. 2842) assoziiert ist und somit die Verkalkung fordert.
Die von Kossa-Féarbungen zum Verkalkungsnachweis fielen in diesen friihen Stadien der
Atherosklerose noch negativ aus (Aikawa et al. 2007 b). Mdglicherweise setzten somit
die Verkalkungsprozesse bei denen in unserer Arbeit positiv fir von Kossa farbenden
Implantate friher ein, als es durch die von Kossa-Farbung nachweisbar war. Nicht nur im
Tiermodell, auch im Menschen konnte gezeigt werden, dass im Rahmen der
Atherosklerose eine Entziindung der Gefalwand der Plaquebildung vorausgeht:
Abdelbaky et al. werteten Fluorodeoxyglucose (FDG)-Positronenemissionstomografie-
und CT-Daten von 137 Patienten im Alter von 61 + 13 Jahren aus, die sequenziell im
Abstand von 1 bis 5 Jahren durchgefiihrt wurden. Das FDG-uptake der atherosklerotisch
bedingt entziindlich veranderten Arterienabschnitte, die spater CT-morphologisch
verkalkt waren, war hoher als das der Arterienabschnitte, die frei von Verkalkung blieben
(Abdelbaky et al. 2013). Mehrere Autoren konnten zeigen, dass glatte GefaBmuskelzellen
einen osteogenetischen Phanotyp annehmen kénnen (Aikawa et al. 2007 b; Steitz et al.
2001; Sun et al. 2012): Aikawa et al. zeigten dies an humanen, glatten Gefaimuskelzellen
in vitro, die durch humane Makrophagen stimuliert wurden und signifikant mehr
alkalische Phosphatase exprimierten (Aikawa et al. 2007 b). Sun et al. zeigten im
Méausemodell, dass zu osteogenetischen Zellen differenzierte, glatte GefalRmuskelzellen
eine Rolle bei der GefaRverkalkung in vivo spielen, und dass der osteogenetische
Transkriptionsfaktor ~ Runx2  (runt-related  transcription  factor 2)  glatter
Gefallmuskelzellen maRgeblich die GeféalRverkalkung und Makrophageninfiltration
verkalkter Herde fordert (Sun et al. 2012). Neben glatten GefaBmuskelzellen kénnen auch
Myofibroblasten, die in dieser Arbeit mdglicherweise wesentlich am Aufbau der
Pseudointima beteiligt waren, osteogenetische Eigenschaften annehmen: Durch

Hochregulierung des Runx2/Cbfal pathway werden sie zu Osteoblasten-&hnlichen
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Zellen, was zur Verkalkung fuhrt (Aikawa et al. 2007 a). Auch die verstarkte Expression
des Osteoblasten-spezifischen Transkriptionsfaktor Cbfal (core binding factor al) (Lee
et al. 2006) spielt eine wesentliche Rolle bei der GefaRverkalkung (Steitz et al. 2001).

Zur Kalkbildung kommt es folgendermaRen: Ahnlich den Osteoblasten oder
Chondrozyten bei der Knochenbildung (Demer und Tintut 2014) sind glatte
GefélBmuskelzellen mit osteogenetischen Eigenschaften (s. 0.) in der Lage, Matrixvesikel
zu bilden, die in den Extrazellularraum abgegeben werden. Diese enthalten u. a.
alkalische Phosphatase und Annexine (Chen et al. 2008; Kapustin et al. 2011), die
Kalzium konzentrieren und die Kristallisation von Hydroxyapatit bedingen (Demer und
Tintut 2014), was zu deren Verkalkung fuhrt. New et al. zeigten, dass auch Makrophagen
entsprechende Matrixvesikel bilden kdnnen (New et al. 2013). Laut Anderson spielen
Matrixvesikel auch bei der Verkalkung kardiovaskularer Implantate eine Rolle (Anderson
HC 1983). Chronische Entziindung geht mit Nekrose und Apoptose einher (Demer und
Tintut 2014). So konnen — abgesehen von Matrixvesikeln — auch apoptotische
Kdrperchen glatter GefaBmuskelzellen Kalzium konzentrieren, kristallisieren und somit
zum Verkalkungsprozess beitragen (Proudfoot et al. 2000). Nekrose fiihrt zum
Kalziumeinstrom in beschéadigte Zellen. Das Kalzium reagiert mit der phosphatreichen
Zellmembran und flhrt somit zur Verkalkung, was einen weiteren, mdglichen
Mechanismus der Verkalkung kardiovaskularer Implantate darstellt (Anderson HC 1983;
Levy et al. 1991).

Die Bedeutung der Ergebnisse dieser Arbeit bezliglich der Verkalkung kardiovaskularer
Implantatmaterialien besteht darin, dass sie zum Implantatversagen fiihren kann: Mehta et
al. zeigten, dass Kalziumablagerungen héufig in PTFE-Geféal3prothesen gefunden wurden,
die dem Implantatversagen unterlagen (Mehta et al. 2011). Hierzu kann es zum einen
durch mechanische Dysfunktion (Levy et al. 1991) kommen, wenn sich Kalzium im
Interstitium des Implantatmaterials ablagert, es dadurch versteift und Rissbildungen
ermoglicht (Mehta et al. 2011). Zum anderen ist auch eine Obstruktion des Lumens
maoglich. So berichteten einige Autoren von obstruierten PTFE-Gefél3prothesen durch
Verkalkung (Janssens de Varebeke und Van Osselaer 1994; Nordstrand et al. 1988). Au-
Rerdem konnen Verkalkungen — der Virchow-Trias gemal — auch die Thrombusbildung
beginstigen, da sie eine Endothel-Dysfunktion sowie hdmodynamische Veranderungen
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bedingen konnen (Mehta et al. 2011). Zuséatzlich ist eine Embolisation von
Kalkablagerungen moglich (Levy et al. 1991).

In dieser Arbeit wurde keine Quantifizierung von Verkalkung vorgenommen (s. Kapitel
4.3). Vielmehr wurde deren Verteilungsmuster insbesondere in Pseudointima- und
Implantatgewebe beschrieben. Zusammenfassend konnte hierbei gezeigt werden, dass
PTFE-Implantate haufiger gleichmaRige, groRflachig-konfluierende Verkalkungsareale
des Pseudointima- und/oder Implantatgewebes aufwiesen. Im Gegensatz dazu waren bei
den Polyester-Implantaten eher unregelmaRig verteilte, punktférmige Verkalkungen bis
hin zu kleinen Kalkaggregaten vorhanden. Dass Polyesterimplantate eine grofRere Dichte
implantatassoziierter Entziindungszellen — u. a. Makrophagen und zu FKR fusionierte
Makrophagen — aufwiesen, ist moglicherweise als Ursache des friiheren Auftretens von
Verkalkungen bei Polyester- im Vergleich zu PTFE-Implantaten anzusehen. Wie oben
genannt, kdénnen Makrophagen zum Verkalkungsprozess beitragen, indem sie u. a.
Myofibroblasten stimulieren, die daraufhin osteogenetische Eigenschaften annehmen.
(Wie in Kapitel 4.2.3 diskutiert, wurde die Pseudointima der in dieser Arbeit untersuchten
Implantate groRtenteils durch Myofibroblasten gebildet.) Durch von Myofibroblasten
produzierte Matrixvesikel kann es zur Verkalkung (s. 0.) der Implantate gekommen sein.
AuRerdem sind — wie oben genannt — chronische Entziindungsprozesse mit Apoptose und
Nekrose assoziiert, die wiederum zur Verkalkung beigetragen haben koénnen. Bei
Implantaten mit Polyester- oder PTFE-Anteilen ist also mittelfristig mit der Entwicklung
von lokalen Verkalkungen zu rechnen. Dies sollte bei der Implantatauswahl beachtet
werden, da sich hieraus im Langzeitverlauf Komplikationen fir die Patientin/den
Patienten ergeben kénnen (s. 0.). Moglicherweise kann in Zukunft durch die Entwicklung
neuartiger Materialien eine Verminderung der Verkalkungstendenz zum Beispiel durch
Biodegradierbarkeit des Implantatmaterials erreicht werden. Zur Verkalkung von PVA-
Gewebe sind weiterfiihrende Studien notwendig, denen PVA-Implantate mit langeren
Implantationszeiten zur Verfligung stehen. Angesichts der Tatsache, dass es bisher keine
vergleichbaren Studien zur Verkalkung kardiovaskuldrer PVA-Implantate gab, stellen

unsere Ergebnisse eine erste Grundlage dar.
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4.2 Limitationen

Limitationen dieser Arbeit ergaben sich zum einen aufgrund der Fragilitat histologischer
Préparate, insbesondere an der Grenzflache zwischen Implantat und Gewebe. Trotz
mehrerer Farbeversuche war es zum Teil nicht mdglich, alle 3 Préparatabschnitte
(Pseudointima, Implantatgewebe, Pseudoadventitia) zu erhalten und darstellen zu kénnen.
Manche Implantate kdnnten jedoch bereits bei der operativen Entfernung beschadigt

worden sein.

Zum anderen war eine quantitative Auswertung der histologischen Préparate nicht
maoglich, da bei der Herstellung der Schliffe Préparatscheiben von 200 bis 300 um Dicke
auf 10 bis 30 pm Dicke ausgediinnt werden mussten, um sie lichtmikroskopisch
untersuchen zu konnen. Hierbei ging gezwungenermalen Implantatmaterial verloren,
welches nicht ausgewertet werden konnte. Es wurden daher qualitative Beschreibungen
und semiquantitative Auswertungen vorgenommen, die einer gewissen Subjektivitat

unterliegen.

Zudem stellt diese Arbeit eine retrospektive Studie dar. Die Entnahmezeitpunkte der
untersuchten Implantate wurden allein durch die klinische Indikation von
Korrekturoperationen bestimmt. Eine zeitlich sequenzielle Beurteilung histologischer

Gewebereaktionen war daher nur eingeschrankt maéglich.

Auferdem standen uns nur 2 PVA-Okkluder zur Auswertung zur Verfugung, weswegen
diese Ergebnisse mdglicherweise nicht représentativ sind. Somit sind weiterfiihrende

Untersuchungen notwendig, die groRere Implantatzahlen untersuchen.

Zur Diskussion der Ergebnisse mussten zum Teil tierexperimentelle Studien mit
kardiovaskularen Implantaten herangezogen werden, da nicht immer Studien mit
kardiovaskuldren Implantaten, die im Menschen eingesetzt waren, existierten.
Maoglicherweise sind diese tierexperimentellen Studienergebnisse nicht vollstandig auf
den Menschen tbertragbar. Des Weiteren musste auf Studien zurtickgegriffen werden, die
Implantate, die in einem anderen Milieu (z. B. subkutan) als die von uns untersuchten
kardiovaskularen Implantate (mit Blutkontakt) eingesetzt waren. Auch hier ist die direkte
Vergleichbarkeit infrage zu stellen.
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5 Zusammenfassung

Bei angeborenen Herzfehlern, die bei 1 bis 1,2 % aller Lebendgeburten auftreten und so-
mit die hdufigste behandlungsbediirftige Organfehlbildung darstellen, kommen regelhaft
kardiovaskuldare Implantate im Rahmen der chirurgischen bzw. interventionellen Therapie
zum Einsatz. Hierzu zdhlen u. a. Shunts, Patches und Okkluder, die aus verschiedenen
Implantatmaterialien hergestellt werden. Das Ziel dieser Arbeit bestand darin — basierend
auf histologischen Untersuchungen — Unterschiede bzw. Gemeinsamkeiten beziglich der
Biokompatibilitdt nicht-metallischer Implantatmaterialien zu prifen, da eine bewusste
Materialauswahl kardiovaskularer Implantate zur Therapie angeborener Herzfehler zu

besseren Langzeitergebnissen der Implantate beitragen kann.

Untersucht wurden Implantate, die im Rahmen von Korrekturoperationen entnommen
wurden und anschlieend im Forschungslabor fir Padiatrische Kardiologie und
Intensivmedizin der Universitatsmedizin Gottingen ausgewertet wurden: Shunts aus
PTFE (n = 21, durchschnittliche Implantationszeit: 18 Monate), Patches aus PTFE (n =
13, durchschnittliche Implantationszeit: 247 Monate) und Polyester (n = 4, durchschnittli-
che Implantationszeit: 321 Monate) sowie Okkluder aus PTFE (n = 3, durchschnittliche
Implantationszeit: 74 Monate), Polyester (n = 9, durchschnittliche Implantationszeit: 30
Monate) und PVA (n = 2, durchschnittliche Implantationszeit: 23 Monate). Zur
Herstellung histologischer Préparate wurden metallhaltige Implantate (Okkluder) sowie
solche mit bereits makroskopisch sichtbarer Verkalkung in Methylmethacrylat-Kunstharz
eingebettet und anschliefend gesdagt und geschliffen, sodass sie lichtmikroskopisch
ausgewertet werden konnten. Die anderen Implantate wurden in Paraffin eingebettet und
geschnitten. Neben konventionellen Farbungen zur Ubersicht und Darstellung von

Verkalkungen wurden immunhistochemische Farbungen eingesetzt.

Unabhangig vom Implantatmaterial konnte regelhaft eine endothelialisierte und
neovaskularisierte Pseudointima, hauptsdchlich am ehesten aus Myofibroblasten und
Fibroblasten bestehend, dargestellt werden. Das im Implantatmaterial neu gebildete
Gewebe bestand hauptsachlich aus Fibroblasten und war neovaskularisiert.
Implantatassoziierte, chronische Entziindungsreaktionen — getragen durch Makrophagen

und Lymphozyten — sowie Fremdkorperreaktionen — getragen durch FKR — waren bei den
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Polyester- und PVA-Implantaten starker ausgepragt als bei den PTFE-Implantaten.
Verkalkungen in Pseudointima- und Implantatgewebe wurden bei den Polyester-
Implantaten ab einer Implantationszeit von 3 Jahren und 4 Monaten, bei den PTFE-
Implantaten ab einer Implantationszeit von 5 Jahren und 10 Monaten beobachtet. Die
durch Polyester hervorgerufene, starker ausgepragte Entziindungsreaktion ist als Ursache
der zu einem friheren Zeitpunkt einsetzenden Verkalkung von Polyester-Implantaten
anzusehen. Wahrend bei den Polyester-Implantaten haufig eher ungleichmalRig verteilte
und unregelmaBig geformte, punktférmige Verkalkungen bis hin zu kleinen
Kalkaggregaten in Pseudointima- und Implantatgewebe vorhanden waren, wiesen die

PTFE-Implantate zumeist gleichmé&Bige, grol3flachig-konfluierende Verkalkungen auf.

Es konnte gezeigt werden, dass bei Implantaten, die Polyester- oder PTFE-Anteile enthal-
ten, mittelfristig mit der Entwicklung von lokalen Verkalkungen zu rechnen ist, die im
Langzeitverlauf zu Komplikationen filhren kénnen. Dies muss bei der Implantatauswahl
beachtet werden. Madglicherweise kann in Zukunft durch die Entwicklung neuartiger
Materialien eine Verminderung der Verkalkungstendenz, zum Beispiel durch Biodegra-
dierbarkeit des Implantatmaterials, erreicht werden.
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