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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Anatomie

Das Herz ist der zentrale Antrieb fir den Blutkreislauf. Es besteht aus zwei Kammern (Ventri-
kel) und zwei Vorhofen (Atrium). Die Herzklappen sorgen fiir einen gerichteten Strom des Blu-

tes.

Zwischen den Vorhofen und Kammern liegen die Segelklappen, die Trikuspidalklappe auf der
rechten Seite, die Mitralklappe auf der linken Seite. Die Segelklappen (Aorten- und Pulmonal-
klappe) liegen in den jeweiligen Ausflussbahnen des Ventrikels. Das Offnen und SchlieRen der
Herzklappen wird durch den Druckgradienten zwischen den Kammern gesteuert. Bei den Se-
gelklappen wird ein Riickschlagen der Segel in den Vorhof durch einen Halteapparat, die

Chordae tendiniae, verhindert. Diese bestehen aus Papillarmuskeln und Sehnenfaden [1].

Sauerstoffarmes Blut aus der Vena cava gelangt in den rechten Vorhof und durch die Trikuspi-
dalklappe in den rechten Ventrikel, von dort wird es durch die Pulmonalklappe in den Lungen-
kreislauf gepumpt wird. Das jetzt oxigenierte Blut fliefSt in den linken Vorhof, von dort durch
die Mitralklappe in den linken Ventrikel. Durch Kontraktion des Ventrikels wird das Blut durch

die Aortenklappe in den Korperkreislauf gepumpt.

1.2 Histologie

Das Gewebe im Herz ist dreischichtig aufgebaut. Die innere, dem Lumen zugewandte Schicht
ist das Endokard, welches sich aus Endothel und einer subendothelialen Schicht zusammen-
setzt. Diese enthalt neben kollagenen und elastischen Fasern auch glatte Muskelzellen. Das

Endokard setzt sich in die Intima der an das Herz angrenzenden Blutgefalie fort.

Darunter liegt eine an den verschiedenen Stellen des Herzens unterschiedlich stark ausge-
pragte Schicht aus subendokardialem Bindegewebe mit darin verlaufenden Nerven, Blutge-

faBe und Fasern des Erregungsleitungssystems.

Das Myokard besteht zum gréRten Teil aus Kardiomyozyten, den Herzmuskelzellen. Diese wer-

den vom Endomysium, dem interstitiellem Bindegewebe, umgeben, welches mit dem Endo-
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und Epikard verbunden ist. Das Epikard ist ein einschichtiges Plattenepithel, welches das Herz

als Serosa liberzieht sowie einer diinnen Bindegewebeschicht.

Vorhofe und Kammern sind durch eine Platte aus straffem Bindegewebe, dem Herzskelett,
voneinander getrennt. Es bildet um die Offnungen des Herzens einen Faserring, den Anulus

fibrosus, an dem die Klappen befestigt sind.

Alle Klappen sind Teil des Endokards und prinzipiell mikroskopisch gleich aufgebaut. An den
Aullenseiten sind sie von Endothel Uberzogen. Das innenliegende Bindegewebe ist in zwei
Schichten unterteilt. Auf der Seite, die bei geschlossener Klappe Zugkraften ausgesetzt ist, fin-
det man die Fibrosa. Diese Schicht zeichnet sich durch viel straffes Bindegewebe aus und ist
mit dem Anulus fibrosus sowie den Chordae tendiniae verbunden. Bei der Mitralklappe ist
diese Schicht dem Ventrikellumen zugewandt. Daneben ist die Spongiosa zu sehen, charakte-
risiert durch das Auftreten von elastischen Fasern, Fibroblasten, Makrophagen und einen ho-

hen Gehalt an Hyaluronan und Proteoglycanen [1].

1.3 Abwehrmechanismen des Korpers

Um sich vor Infektionen, das heiRt dem Eindringen und der Ausbreitung pathogener Mikroor-
ganismen zu schitzen, besitzt der Kérper unterschiedliche Abwehrmechanismen. Zunachst
bilden Haut und Schleimhéaute eine erste Barriere. Gelangen dennoch Erreger in den Korper,
so besitzt der Koérper eine unspezifische, angeborene, sowie eine spezifische, erworbene Im-

munantwort. Diese bestehen jeweils aus humoralen und zelluldren Komponenten.

Die unspezifische humorale Abwehr besteht aus Komponenten wie dem Komplementsystem,

Lysozym und Interferonen.

Zum zellularen angeborenen Immunsystem gehoren vor allem die Granulozyten und Makro-
phagen. Letztere differenzieren sich aus Monozyten, nachdem sie die GefaRbahnen verlassen
haben. Makrophagen nehmen in der Immunantwort zahlreiche Aufgaben wahr. Sie phagozy-
tieren Zelltrimmer, Fremdkérper oder Bakterien. Als Antigen-prasentierende Zelle ist sie ein
wichtiges Verbindungsglied zur spezifischen Immunantwort. Durch die Sekretion von Zytoki-

nen werden andere Abwehrzellen aktiviert.
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Die spezifische Immunantwort besteht vor allem aus B- und T-Lymphozyten. Naive T-Lympho-
zyten werden durch antigenprasentierende Zellen, also beispielsweise Makrophagen, akti-
viert, indem diese mit dem T-Zell-Rezeptor an das Antigenpeptid bindet. Je nach Spezifitat der
T-Zelle differenziert sich diese entweder zu einer Zytotoxischen-T-Zelle, die vor allem bei der
Bekdampfung von Viren von Bedeutung ist, oder zu einer T-Helferzelle. Gleichzeitig findet eine
durch selbst ausgeschiittete Zytokine induzierte klonale Proliferation der aktivierten T-Zellen
statt. B-Zellen sind selbst Antigen-prasentierende Zellen. Bindet eine aktivierte T-Helferzelle
mit seinem T-Zell-Rezeptor an einen B-Zell-Rezeptor, welcher ein Antigenpeptid prasentiert,
so kommt es zu einer Aktivierung der B-Zelle und damit zum einen zur Vermehrung der B-Zelle
sowie zur massenhaften Ausschittung von spezifischen Antikérpern, welche die spezifische
humorale Immunantwort bilden. Die Antikorper binden an die Erreger und erleichtern damit

unter anderem die Phagozytose.

Lymphozyten zirkulieren standig zwischen den sekundaren lymphatischen Organen (Milz,
Lymphknoten, der Blutbahn, dem Interstitium und den Lymphwegen. Der groRRte Anteil der

gegenseitigen Aktivierung findet in den sekundaren lymphatischen Organen statt.

Eine Entziindungsreaktion kann jedoch nicht nur durch Mikroorganismen hervorgerufen wer-
den. Auch chemische (z.B. Sduren) oder physikalische Noxen (Strahlung), nekrotischer Zellun-
tergang (z.B. im Rahmen einer Ischamie), Gewebetraumata und das iatrogene Einbringen von

Fremdkorpern [6sen eine akute Entziindungsreaktion aus.

Nicht jede Entziindungsreaktion ist als Krankheitsprozess zu verstehen, sondern viel mehr als
eine mehr oder weniger unspezifische Reaktion des Korpers auf schadigende Einflisse. Ziel
einer solchen Reaktion ist es, die Schadigung zu beseitigen und eine Reparatur des entstande-
nen Schadens. So liegt jeder Heilung eine Entziindungsreaktion zu Grunde: Nachdem es zu
einer Gewebeverletzung gekommen ist, kommt es zur Einwanderung von Lymphozyten, Gra-
nulozyten und Makrophagen in das betroffene Gebiet. Zelltriimmer, abgestorbene Zellen und
Bakterien konnen somit bekampft bzw. phagozytiert werden. Makrophagen sezernieren ver-
schiedene Zytokine, dadurch kommt es zur Angiogenese, also der Neubildung von Blutgefa-

Ren, sowie zur verstarkten Kollagenbildung durch Fibroblasten und deren Proliferation [2] .
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1.4 Erkrankungen der Mitralklappe

1.4.1 Mitralklappenstenose/ Mitralklappeninsuffizienz

Nach der Aortenklappe ist die Mitralklappe die in Deutschland am zweithaufigsten von Erkran-
kungen betroffene Herzklappe. Die Klappe kann entweder verengt sein (Mitralklappenste-
nose), sodass in der Diastole keine ausreichende Menge an Blut in den Ventrikel gelangt oder
sie schlielt nicht vollstandig (Mitralklappeninsuffizienz), sodass es wahrend der Systole zu ei-
nem Ruckfluss aus dem Ventrikel in den Vorhof kommt. Die Ursachen dafiir sind unterschied-
lich. Grundsatzlich kann man zwischen angeborenen und erworbenen Mitralklappenvitien un-
terscheiden wobei die angeborenen Mitalklappenvitien in Deutschland recht selten sind.
Durch rheumatisches Fieber verursachte Mitralklappenerkrankungen sind im Laufe der letz-
ten Jahre deutlich ricklaufig. Derweil ist allerdings ein deutlicher Anstieg der Fallzahlen bei
Patienten mit nicht-rheumatischen Mitralklappenerkankungen zu verzeichnen, hier vor allem
bei der Mitralinsuffizienz (Tabelle 1). Betrachtet man die altersspezifischen Fallzahlen der Mit-
ralinsuffizienz, so fallt der sprunghafte Anstieg bei Patienten lber 65 Jahren auf, sodass man

hier von einer Erkrankung der dlteren Menschen sprechen kann (Tabelle 2) [3].

Tabelle 1: Ubersicht {iber die Hiufigkeit unterschiedlicher Mitralklappenerkrankungen in Deutschland.
Diagnosendaten der Krankenhauser (alle Falle), absolute Zahlen fir die Jahre 2000, 2010, 2016.

Auffallend ist der Rickgang der Behandlungszahlen rheumatischer Mitralerkrankungen bei gleichzeitiger Zu-
nahme der nicht-reumatischen Erkrankungen,

Tabellen gemaR Zahlen der Gesundheitsberichterstattung des Bundes [3]

2016 2010 2000
msgesamt|>65 Jahre| insgesamt|>65 Jahre|insgesamt|>65 Jahre
rheumatische Mitralklap p enerkrankungen 828 487 893 530 4906 2693
Stenose 232 136 331 195 1345 737
Insuffizienz 331 84 370 44 979 378
nicht-rheumatische Mitralklappenerkrankungen| 21632 15344 13828 9024 10101 5505
Insuffizienz 19006 13787 11420 7646 7579 4466
Prolaps 1153 540 1155 521 668 185
Stenose 516 349 511 354 1000 427
angeborene Mitralstenose 55 X 51 X 39 3
angeborene Mitralinsuffizienz 70 5 88 6 72 5
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Tabelle 2: Alterspezifische Fallzahlen (vollstationdre Aufenthalte/100.000 Einwohner) verschiedener Mitral-
klappenerkrankungen in Deutschland im Jahr 2015.

Auffallend ist vor allem bei der Mitralinsuffizienz der sprunghafte Anstieg der Fallzahlen ab dem 65. Lebensjahr.
Tabellen gemaR Zahlen der Gesundheitsberichterstattung des Bundes [3]

altersspezifische Fallzahlen Deutschland (X/100.000 Emwohner)
nicht-rheumatische Mitralklappenerkrankungen theumatische
Mitral-
Altersklasse | Mitralinsuffizienzl Mitralprolaps Mitralstenose | erkrankungen
15-45 Jahre 2 0 0 0
45-65 Jahre 18 2 1 1
ab 65 Jahren 73 3 2 3

Bei einer tendenziell dlter werdenden Gesellschaft ist in der Zukunft mit einer deutlichen Zu-
nahme an Patienten mit Mitralklappenerkrankungen zu rechnen. Bis 2050 ist nach Berech-
nungen der Vereinten Nationen im westlichen Europa mit einer Steigerung der Lebenserwar-
tung um finf Jahre zu rechnen, sodass hier die durchschnittliche Lebenserwartung voraus-

sichtlich von aktuell 80,5 Jahre auf 85,5 Jahre ansteigen wird [4].

1.4.2 Therapie

Gemal aktueller Leitlinie stehen neben der konservativen, medikamentdsen Therapie bei Mit-
ralklappeninsuffizienz das perkutane Mitralklappen-Clipping zur Verfligung, bei Mitralstenose
die perkutane Mitralkommissurotomie (PKM) zur Verfiigung. Ein offenes Mitralklappen-repair
wird haufig nur in Kombination mit anderen kardiochirurgischen Eingriffen, wie zum Beispiel
einer Bypass-OP, empfohlen. Muss die Mitralklappe ersetzt werden, so gilt der operative Mit-
ralklappenersatz unter Einsatz der Herz-Lungen-Maschine zurzeit als ,Goldstandard” [5]. Bei
diesem Eingriff wird der Thorax mittels kompletter medialer Sternotomie eréffnet, sodass das
Herz nach Er6ffnung des Perikards dargestellt wird. Nachdem der extrakorporale Kreislauf
durch die Herz-Lungen-Maschine sichergestellt ist, kann die Mitralklappe im linken Vorhof
dargestellt werden. Diese wird entfernt, sodass ein biologischer Klappenersatz in den Mitral-
anulus eingendht werden kann. Ein erfahrenes Operations-Team braucht fiir einen solchen
Eingriff in der Regel ca. drei Stunden. Solch ein Eingriff ist flir den Betroffenen, nicht zuletzt
durch die Etablierung eine extrakorporalen Kreislaufes sehr belastend [6]. Die Morbiditdt und
Mortalitdt der Patienten, die sich einer solchen Operation unterziehen missen, ist zu einem

hohen Mal3e vom Alter des Patienten abhangig. Mit steigendem Alter nehmen perioperative
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Komplikationen kontinuierlich zu, die intraoperative Sterblichkeit steigt vor allem ab dem 70.
Lebensjahr [7]. Bei dem bereits etablierten Verfahren zum minimalinvasiven Aortenklappen-
ersatz (Transcatheter aortic valve implantation, TAVI) konnte gezeigt werden, dass Patienten,
welche vom Operationsteam als nicht operationsfahig eingestuft wurden, von der TAVI-The-

rapie im Vergleich zur konservativen Standard-Therapie profitierten [8].

1.5 Ziel der Arbeit

Aus diesem Grund wird seit einigen Jahren an der Entwicklung minimalinvasiver stentgestutz-
ter Mitralklappenersatz-Verfahren geforscht. Erste klinische Studien am Menschen haben die
grundsatzliche Machbarkeit der transapikalen Implantation einer Mitralklappe bewiesen, ver-
deutlichten aber auch die Herausforderungen, vor denen die Entwicklung eines Stents steht,
wie zum Beispiel das Auftreten thrombembolischer Ereignisse oder die Verlegung des links-

ventrikuldren Ausflusstraktes (LVOT) [9].

In Kurzzeitversuchen im Schweinemodell konnten sich die ersten Stents beweisen [10]. Unter
standiger Weiterentwicklung ergaben sich weitere Stent-Typen, die sich vor allem durch den
Winkel, in dem sich der atriale Anteil des Stents an den ventrikularen Teil anschlie8t unter-

schieden. Hier zeigten sich deutlich gestiegene Uberlebenszeiten [11], [12].

In dieser Arbeit erfolgte die histologische Evaluation zweier Stent-Typen im Hinblick auf lang-
fristige gewebliche Veranderungen und Entziindungsreaktionen in dem an den Stent angren-

zenden Herzgewebe.
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2 Methoden

2.1 Tiere

Fur diese Arbeit wurden n=34 Tiere operiert und beobachtet. Von diesen Tieren Uberlebten
dann finf Tiere vier Wochen oder langer. Diese flinf Tiere wurden fiir diese Arbeit analysiert.
Dafir wurden makroskopische, histologische und immunhistologische Untersuchungen
durchgefiihrt. Bei den Tieren handelte es sich um Schweine der Rasse Deutsche Landrasse
oder Deutsches Edelschwein, jeweils zwischen 50 und 60 kg schwer und praoperativ klinisch

gesund. Tabelle 3 gibt eine Ubersicht (iber die Versuchstiere.

Tabelle 3: Ubersicht {iber die Versuchstiere mit Angaben zu den eingebrachten Stents, der Uberlebenszeit, der
Todesursachen sowie Ergebnissen der postmortalen Untersuchungen.

KG Stent post-op Uber-| Todesursache, postmortale Diagnosen
lebenszeit

Tier1 | 51kg | 110° 4 Wochen Herz-Kreislaufversagen in Narkose; Mitralklappens-
tenose, Endokarditis, Myokardinfarkt

Tier2 [ 52 kg | 110° 4 Wochen Euthanasie: V.a. Endokarditis, Mitralstenose

Tier3 [ 50kg | 110° 5 Wochen Beatmungszwischenfall in Narkose
(stentunabhangig)

Tier4 [ 50kg | 110° 8 Wochen Euthanasie: Pneumonie, Stentbruch, Mitralinsuffizi-
enz, milde Zeichen einer Endokarditis

Tier5 [ 46 kg | 110° mit 12 Wochen Euthanasie: PVL, Stentbruch, V.a. Endo- und Perikar-

drei Haken ditis
2.2 Stents

Die Anforderungen an den entwickelten Stent beinhalteten vor allem einen sicheren Halt im
linken Herzen mit moglichst geringem paravalvularem Leck bei nur minimaler Stentverfor-
mung am schlagenden Herzen. Bei den verwendeten Stents handelt es sich um selbst-expan-
dierenden Nitinol-Stents. Es Uberlebten nur Tiere mit einem 110°-Stent langer als vier Wo-
chen, weswegen im Folgenden auch nur noch diese Sorte von Stents betrachtet wird. Diese
bestehen aus einem runden, ventrikuldren Teil, an dem sich in einem Winkel von 110° der

atriale Anteil anschlieft (Abbildung (Abb.) 1).
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Abb.1: 110°-Stent

A: atriale Ansicht; B: ventrikulare Ansicht; C: Ansicht von der
Seite

MaRe im Original: Durchmesser annular: 30 mm; dullerer
Durchmesser: 58 mm; Hohe: 14 mm, runder Stentkorper,
Winkel zwischen annuldrem und ventrikuldarem Anteil: 110°

Bei einem Tier wurde ein 110°-Stent verwen-
det, bei dem zusatzlich drei Haken im Winkel
zwischen dem annuldren und dem ventrikula-
ren Teil angebracht wurde (Abb. 2). Der ge-
samte Stent ist mit einer Polytetrafluoroethyl-
ene (PTFE)-Membran bezogen. Als Klappen
wurden porkine Aortenklappen aus Perikard-
gewebe eingenaht. Als ventrikuldrer Halteap-
perat wurden drei Neochordae am unteren

Ende des Stents angebracht.

Abb. 2:

Modell 110°-Stent,

drei Haken

Technische Daten und Aufbau wie in Abb. 1, hier aber zusatz-
lich 3 Haken im atrialen Anteil.

Die Arbeitsgruppe hatte im Laufe der Zeit unterschiedliche Stent-Typen entwickelt. Der in die-

sem Versuch verwendete hatte sich dabei als bisher potentiell am langlebigsten und effektivs-

ten herausgestellt [11], [12], [13].
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2.3 Stentimplantation und postoperatives Vorgehen

Das Einbringen der Stents erfolgte durch die Arbeitsgruppe unter Beteiligung eines Herzchi-
rurgen/einer Herzchirurgin und eines Tierarztes/einer Tierarztin. Das Einbringen des Stents
und die perioperative Betreuung war nicht Bestandteil dieser Arbeit, jedoch wird das Vorge-

hen zum besseren Verstandnis hier mit aufgefiihrt.

Zum Einbringen des Stents wurden die Tiere mittels TIVA (Totale intra-vendse Anasthesie) in
Narkose versetzt und fiir die Dauer des Eingriffes ein kontinuierliches invasives Kreislaufmo-
nitoring angeschlossen. Mittels unterer Ministernotomie wurde die Herzspitze dargestellt.
Nach der Vollheparinisierung des Tieres wurde der Zugang durch den Apex geschaffen, durch
den der gefaltete Stent mit Hilfe eines Applikators in die gewlinschte Position tGber der Mitral-
klappe gebracht wurde. Dies geschah unter standiger sonographischer Kontrolle mittels
transOsophagealer Echokardiographie (TEE). Nachdem der Stent richtig positioniert war,
wurde der Applikator zurlickgezogen, die Neochordae am Apex fixiert und der Thorax ver-

schlossen.

Die hamodynamische Uberwachung, auch mittels TEE, wurde nach Stentimplantation noch

eine Stunde kontinuierlich weitergefiihrt.

Postoperativ wurden die Tiere weiter klinisch Gberwacht. Nach einem Monat wurde u.a. er-
neut ein TEE und ein kardio-CT durchgefihrt. Waren die Tiere in einem guten Allgemeinzu-
stand, wurde die Beobachtungsperiode um einen Monat verlangert. Beim Auftreten von Kom-
plikationen, z.B. schweren mitralen Regurgitationen oder schlechtem klinischem Zustand der

Tiere sowie zum Ende der Beobachtungszeit wurden diese euthanasiert [12].

2.4 Histologische Farbungen

2.4.1 Herstellung der histologischen Schnitte

Nach der makroskopischen Untersuchung des Herzens wurden die gewlinschten Gewebepro-

ben entnommen und fiir drei Tage in Formalin fixiert.

Fiir diese Arbeit wurden die Proben am Stentbett sowie am atrialen Ubergang des linken Her-
zens entnommen. Danach wurden sie in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert und

schlieBlich in Paraffinblocken eingebettet. AnschlieBend wurden die Blécke gekiihlt und mit
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Hilfe des Mikrotoms 3um feine Schnitte angefertigt. Diese wurden auf Objekttrager gebracht

und auf einer Warmeplatte getrocknet.

24.2

Zur Herstellung histologischer Farbungen benétigte Detergenzien

Tabelle 4: Zur Herstellung der histologischen Farbungen bendétigte Detergenzien sowie die deren Hersteller, in

alphabetischer Reihenfolge

Alcainblau 8GS

Carl-Roth GmbH und CoKG, Karlsruhe, Deutschland

Ammoniaklésung 25%

Carl-Roth GmbH und CoKG, Karlsruhe, Deutschland

Anti-CD3

Bio Genex Laboratories GmbH, Mainz, Deutschland

Brilliant Crocein R

Waldeck GmbH und CoKG, Munster, Deutschland

Chromogen N-Histofine DAB - 3S kit

Nichirei Biosciences Inc., Tokio, Japan

Eisen-Hamatoxylin A nach Weigert

Waldeck GmbH und CoKG, Munster, Deutschland

Eisen-Hamatoxylin B nach Weigert

Waldeck GmbH und CoKG, Munster, Deutschland

Eisen-lll-chlorid-Hexahydrat

Merck KG aA, Darmstadt, Deutschland

Eisessig

Carl-Roth GmbH und CoKG, Karlsruhe, Deutschland

Eosin G-Losung 1%

Carl-Roth GmbH und CoKG, Karlsruhe, Deutschland

Ethanol 99%, vergillt

BUFA Chemikalien CoKG, Hude, Deutschland

Eukitt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Kerneisenrot Alluminiumsulfat

Carl-Roth GmbH und CoKG, Karlsruhe, Deutschland

Lichtgrin

Merck KG aA, Darmstadt, Deutschland

Mayers Hamalaunlésung

Merck KG aA, Darmstadt, Deutschland

Monoclonal Antibody B Cells

BioLogo Dr. Hartmut Schultheiss e.K., Kronshagen, Deutschland

Mouse Anti PIG CD 203a

MyBioSource, Inc, San Diego, USA

Mouse Anti Sheep CD45

Bio Rad AbD Serotec GmbH, Puchheim, Germany

Natriumthiosulfat (wasserfrei)

Merck KG aA, Darmstadt, Deutschland

N-Hisofine Simple Stain MAX PO Universal Im-
muno-peroxidase Polymer

Nichirei Biosciences Inc., Tokio, Japan

Orange G

Waldeck GmbH und CoKG, Munster, Deutschland

PBS Dulbecco

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Phosphorwolframsdure

Waldeck GmbH und CoKG, Munster, Deutschland

Pikrinsdure -Losung

Biochemik Fluka, Neu-Ulm, Deutschland

Pyrogallol

Merck KG aA, Darmstadt, Deutschland

Resorcin-Fuchsin

Carl-Roth GmbH und CoKG, Karlsruhe, Deutschland

Saffron de Gatinais

Waldeck GmbH und CoKG, Munster, Deutschland

Saurefuchsin

Merck KG aA, Darmstadt, Deutschland

Silbernitrat

Merck KG aA, Darmstadt, Deutschland

Thiazinrot R

Waldeck GmbH und CoKG, Munster, Deutschland

Wachsstift "Dako Pen"

Dako Denmark A/S, Glostrup, Denmark

Wasserstoffperoxid Losung 30%

Otto Fischar GmbH, Saarbrucken, Deutschland

Xylol

J.T.Baker, Deventer, Niederlande

Ziegenserum

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich

Zitronensaure-Monohydrat

Merck KG aA, Darmstadt, Deutschland
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2.4.4 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Abb. 3: Hamatoxylin-Eosin-Farbung, Referenzschwein, Ventrikel, 10-fache Vergr6Rerung
Zellkerne erscheinen blau, Zytoplasma rosa-rot.

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE) ist eine Ubersichtsfarbung.

Die geschnittenen Praparate wurden zunachst in Xylol (je zwei mal zehn Minuten) aus ihrem
Paraffin-Bett gelost und danach in einer absteigenden Alkoholreihe (99% Ethanol (ETHO), 96%
ETHO, 90% ETHO, 80% ETHO, 70% ETHO, destilliertes Wasser) gewassert (jeweils flinf Minu-
ten). Die Farbung der Zellkerne erfolgte durch Eintauchen der Objekttrager in Hdimlaunldsung
flr zwei Minuten, gefolgt durch 20-mindtiges Blauen unter flieBendem Leitungswasser. Zur
Darstellung des Zytoplasmas wurde das Prdparat anschlieend zwei Minuten lang mit Eosin
gefarbt. Im nachsten Schritt wurden die Praparate unter Leitungswasser gespllt sowie in einer
aufsteigenden Alkoholreihe (70% ETHO, 80% ETHO, 90% ETHO, 96% ETHO, 99% ETHO) fir je-
weils flinf Minuten und zweimal fir je acht Minuten in Xylol dehydriert. Zum Schluss wurden

die Praparate mit Eukitt und Deckglasern fixiert.

Das Ergebnis ist eine Ubersichtsfarbung, in der Zellkerne dunkelblau bis schwarz erscheinen,

wahrend Zytoplasma rosa-rot angefarbt ist (Abb. 3).
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2.4.5 Masson-Goldner-Farbung

Abb. 4: Masson-Goldner-Farbung, Tier 4, atrio-ventrikuldrer Ubergang, 20-fache VergréRerung
Bindegewebe ist griin, Zytoplasma und Muskelzellen rot, Zellkerne dunkelbraun.

Auch die Masson-Goldner-Firbung (MG) dient der Ubersicht, jedoch erlaubt sie eine genauere

Unterscheidung der unterschiedlichen Gewebebestandteile.

Zum Anfertigen dieser Farbung mussten die Schnitte zunachst zweimal fiir acht Minuten in
Xylol entparaffiniert werden, bevor sie in einer absteigenden Alkoholreihe und zuletzt in des-
tilliertem Wasser rehydriert wurden. Auf das zwei- bis dreiminltige Farben in Eisenhdmatoxy-
lin folgte das Blauen fiir zehn Minuten unter flieBendem Wasser. Im Anschluss wurden die
Praparate zum Differenzieren fiir wenige Sekunden in 0,5%ige Phosphorwolframsaure-Losung
getaucht, der Vorgang wurde durch das Spilen fir flinf Minuten in drei Portionen destillier-
tem Wasser unterbrochen. Zum Anfarben von Zytoplasma und Muskelfasern wurden die

Schnitte fiir flinf Minuten in Azophloxin gebadet und anschlieBend differenziert. Daflir wurden
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sie zundchst kurz in 1%iger Essigsdaure gespllt, dann ca. 20 Minuten in Phosphor-
wolphramsaure-Orange G getaucht und schliefRlich erneut kurz mit 1%iger Essigsdure gesplilt.
Zur Darstellung des Bindegewebes erfolgte noch die Farbung in Lichtgriin fiir eine bis drei Mi-
nuten, welche durch erneutes kurzes Waschen in 1%iger Essigsdure unterbrochen wurde. Zu-
letzt wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert und zweimal fiir acht

Minuten in Xylol getaucht, bevor das Deckeln mit Eukitt erfolgt.

Diese Farbung lasst Bindegewebe in einem leuchtenden Griin erscheinen, Zellkerne sind dun-

kelbraun bis schwarz angefarbt, Zytoplasma und Muskelzellen rot (Abb. 4).
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2.4.6 Elastika-van-Gieson-Farbung

Abb. 5: Elastica-van-Gieson-Farbung, Referenzschwein, Vorhof, 10-fache VergroBerung
Zellkerne sind dunkelbraun bis schwarz, elastische Fasern erscheinen dunkel-violett bis schwarz, Muskelzellen gelb und Kol-
lagenfasern rot

Die Elastika-van-Gieson-Farbung (EvG) ermoglicht die Unterscheidung des Bindegewebes und
dient vor allem der Darstellung von elastischem Bindegewebe. Um diese Farbung anzuwen-
den wurden, die Schnitte zunachst zweimal acht Minuten in Xylol entparaffiniert, danach er-
folgte die Rehydrierung in einer absteigenden Alkoholreihe bis zu einer Konzentration von
80%. Dann wurde das Praparat 20 bis 30 Minuten zur Darstellung der elastischen Fasern mit
Resorcinfuchsin gefarbt, anschlieBend zunachst unter flieRendem Leitungswasser und dann in
destilliertem Wasser gesplilt. Es folgte eine Differenzierung in einer 80%igem Alkohollésung.
Diese wurde durch einminitiges Eintauchen in destilliertes Wasser unterbrochen. Nach Er-
folgskontrolle der Farbung unter dem Mikroskop wurde das Praparat zwei bis drei Minuten
mit Eisenhdamatoxylin nach Weigert gefarbt. Im Anschluss wurde das Prdparat zundchst mit
destilliertem Wasser und dann fiir zehn Minuten unter flieBendem Leitungswasser gespiilt,

bevor es zur Darstellung der Muskelzellen, des Zytoplasmas sowie des kollagenen Gewebes
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flr zwei bis finf Minuten mit Pikrinsaure-Thiazinrot gefarbt wurde, um dann erneut in destil-
liertem Wasser gespilt zu werden. Dann wurde der Objekttrager zweimal fiir eine Minute in
eine 96%ige Alkoholl6sung und zuletzt zweimal acht Minuten in Xylol getaucht. Die Versiege-

lung durch Eukitt schloss die Farbung ab.

Nach der Farbung stellen sich Zellkerne dunkelbraun bis schwarz dar, elastische Fasern er-

scheinen dunkel-violett bis schwarz, Muskelzellen gelb und Kollagenfasern rot (Abb. 5).
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2.4.7 Movat-Pentachrome-Farbung

Abb. 6: Movat-Pentachrome-Farbung, Tier 4, Stentbett, 20-fache VergrofRerung
Zellkerne und elastische Fasern erscheinen schwarz, Kollagen gelb, Grundsubstanz blau, Muskelzellen rot, Fibrin leuchtend
rot.

Die Movat-Pentachrome-Farbung (MP) dient der weiteren Differenzierung des Gewebes, vor
allem Fibrin lasst sich durch diese Farbung sehr gut darstellen. Dafiir wurden die Objekttrager
mit den Schnitten durch ein zweimaliges Bad in Xylol zunadchst entparaffiniert, bevor sie in
einer absteigenden Alkoholreihe und zuletzt in destilliertem Wasser rehydriert wurden. Nach
der zwanzigminitigen Farbung in gefiltertem, 1%igem Alcainblau, wurden die Praparate fir
finf Minuten in flieRendem Leitungswasser gesplilt, bevor sie fiir eine Stunde in alkalischem
Alkohol (1/10 Ammoniak, 9/10 Alkohol) inkubierten. Die Inkubation wurde durch zehnmini-
tiges Splilen mit Wasser unterbrochen. Es folgte die Farbung durch Resorcinfuchsin fir 15 Mi-
nuten, gefolgt durch mehrfaches, kurzes Spilen mit destilliertem Wasser. Jetzt erfolgte die

Differenzierung in 2%igem Eisenchlorid fir flinf Minuten, gefolgt durch die einmindtige Fixie-
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rung in 5%igem Natrium-Thiosulfat, welche durch eine fiinf Minuten lange Spiilung in Lei-
tungswasser unterbrochen wurde. Im Anschluss erfolgte die Inkubation fiir fiinf Minuten in
Crocein-Scarlet-Saurefuchsin, danach wurden die Proben mehrfach kurz mit Leitungswasser
gespult. Es folgte die Differenzierung durch flinfmaliges Eintauchen fiir jeweils wenige Sekun-
den in 0,5%ige Essigsdure, bevor die Schnitte vier Minuten lang in 5%iger Phosphorwolf-
ramsaure badeten. Die Differenzierung wurde durch erneutes flinfmaliges, kurzes Eintauchen
in 0,5%ige Essigsdaure beendet. Es folgte eine dreimalige Spilung in fiir jeweils vier Minuten in
reinem Alkohol, bevor die Praparate zur Darstellung von Muskeln, Kollagen und Fibrin fiir 20
Minuten in Safranlosung gefarbt wurden. Die Farbung wurde durch erneutes, dreimaliges Ba-
den in 100%igem Alkohol abgeschlossen. Vor dem Eindeckeln erfolgte noch das zweifache

Spilen fiir je acht Minuten in Xylol.

Das Gewebe ist schlielRlich wie folgt angefarbt: Zellkerne und elastische Fasern erscheinen
schwarz, Kollagen ist gelb, Mucin blau, Muskelzellen rot angefarbt. Fibrin erscheint in einem

satten, leuchtenden rot (Abb. 6).
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2.4.8 Van-Kossa-Farbung

Abb. 7: van-Kossa-Farbung, Tier 1, Stentbett, 20-fache VergréBerung
Verkalkungen erscheinen schwarz, Zytoblasma hell-, Zellkerne dunkelbraun.

Die van-Kossa-Farbung (vKo) dient dem Nachweis von Kalk im Gewebe.

Daflir wurde das Praparat zunachst in Xylol, einer absteigenden Alkoholreihe und destilliertem
Wasser entparaffiniert und rehydriert. Die Anfarbung des Kalks erfolgte durch ein dreistlindi-
ges Bad in einer 5%igen Silbernitratldsung. Danach wurden die Schnitte dreimal fir je finf

Minuten in destilliertes Wasser getaucht.

AnschlieRend erfolgte die Farbung mit 1%igem Pyrogallol fiir etwa eine Minute, bevor die Pra-
parate wieder dreimal fir je finf Minuten in destilliertem Wasser gespult wurden. Die Fixie-
rung erfolgte mit 5%igem Natrium-Thiosulfat fir finf Minuten, gefolgt durch zehnmin(tiges
Spilen unter flieBendem Leitungswasser sowie fiir flinf Minuten in destilliertem Wasser.
SchlieBlich erfolgte noch die Gegenfarbung mit Kernechtrot fiir zehn Minuten, gefolgt von er-

neutem Spulen in destilliertem Wasser. Zuletzt wurden die Schnitte in einer aufsteigenden
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Alkoholreihe und durch dreimaliges Eintauchen in Xylol fiir je flinf Minuten dehydriert und

schlieBlich mit Eukitt versiegelt.

Durch die Farbung erscheinen Kalkbildungen im Gewebe dicht schwarz, Zellkerne sind dunkel-

braun, Zytoplasma ist hellbraun angefarbt (Abb. 7).

249 Immunfarbung

Abb. 8: CD 68 (Darstellung von Makrophagen), Tier 1, Stentbett, 20-fache VergroBerung
Makrophagen sind braun gefarbt, tibriges Gewebe ist blau, Zellkerne dunkelblau.

Die immunhistochemische Farbung erlaubt einen spezifischen Nachweis unterschiedlicher
Zellen. Die nachzuweisenden Zellen zeigen jeweils individuelle Transmembranproteine, die
zu dem sogenannten Cluster of Differentiation (CD) zahlen. So sind fiir Leukozyten CD45, fur
Makrophagen CD68, fiir T-Zellen CD3 und B-Zellen CD20-Transmembranproteine spezifisch.
Diese wurden durch den Farbeprozess jeweils sichtbar gemacht. Daflir band zunachst ein pri-
marer Antikorper an dem spezifischen Transmembranprotein der Zellen. An diesen Antikdrper

wiederum konnte sich der zweite Antikorper, ein Immun-Peroxidase-Polymer binden, welches
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schlieBlich die Umwandlung eines Chromogen-Substrates erlaubte, wodurch die spezifische

Anfarbung entstand.

Daflir wurden die Schnitte in Xylol vom Paraffin befreit und anschiefend in einer absteigenden
Alkoholreihe und destilliertem Wasser rehydiert. Um die Bindungsstellen fiir die Antikdrper
zu demaskieren, wurden die Schnitte in der Mikrowelle dreimal fir fiinf Minuten in Citratpuf-
fer gekocht. Nachdem die Schnitte abgekiihlt waren, wurden sie in destilliertem Wasser ge-
splilt. Anschliefend wurde die endogene Peroxidase gehemmt, indem die Praparate in eine
3%ige Wasserstoffperoxid-Methanol-Mischung getaucht wurden. Im Anschluss wurde das
Praparat mit Ziegenserum benetzt und fir eine Stunde in einer feuchten Kammer inkubiert.
Dadurch wurden unspezifische Antigene blockiert. Danach wurde das Serum abgekippt und
der erste Antikorper aufgebracht. Die Praparate wurden Gber Nacht bei 4°C inkubiert. Die Re-
aktion wurde durch dreimaliges Eintauchen der Schnitte in phosphat-gepufferter Salzlosung
(PBS) fir je flinf Minuten unterbrochen. Danach wurde die tGberstehende Flissigkeit von den
Praparaten abgesaugt, bevor der zweite Antikdrper aufgebracht wurde und fir 45 Minuten in
einer feuchten Kammer einwirkte. Im Anschluss wurden die Schnitte erneut dreimal fir funf
Minuten in PBS gewaschen. Danach wurde das DAB-Chromogen fiir zehn Minuten aufgetra-
gen und die Praparate wiederum dreimal fir je fiinf Minuten in PBS gewaschen. Schlief3lich
erfolgte eine dreimintitige Gegenfarbung mit Mayers Hamalaun, gefolgt von finfminitigem
Blduen unter flieBendem Leitungswasser. Zuletzt wurden die Schnitte in einer aufsteigenden
Alkoholreihe sowie in Xylol dehydriert und mit Eukitt eingedeckelt. Zur Erfolgskontrolle wurde

in jedem Farbedurchgang eine Probe von Tonsillen-Gewebe mit angefarbt und ausgewertet.

Das Ergebnis ist eine Farbung, in der die gesuchten Zellen braun, das (ibrige Gewebe blau an-

gefarbt ist. Zellkerne erscheinen dunkelblau bis schwarz (Abb. 8).

2.5 Auswertung

Zur besseren Beurteilung der potenziell pathologischen Schnitte der Versuchstiere, erfolgte
eine Farbereihe mit Proben eines gesunden Referenz-Schweines. Alle gefarbten Schnitte wur-

den unter dem Mikroskop in 10-, 20- und 32-facher VergroRerung betrachtet. Mit Hilfe einer
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an das Mikroskop gekoppelten Kamera konnten pragnante Ausschnitte fotografiert und do-
kumentiert werden. Soweit es das Schnittbild erlaubte, wurden in allen Farbungen die glei-

chen Abschnitte beurteilt und dokumentiert.

Die HE-Firbung erlaubte einen ersten Uberblick iiber das Préparat. Sie ermdglichte einen Ein-
druck vom Aufbau des Gewebes sowie mogliche Infiltration beispielsweise von Entziindungs-
zellen. Somit wurde bei der Auswertung auf einen physiologischen Aufbau der einzelnen Ge-
webeschichten und einen gleichméaBigen Faserverlauf in den bindegewebigen Anteilen geach-
tet. Fiir eine mogliche Entziindungsreaktion sprache neben einer aufgehobenen Gewebear-
chitektur auch das Vorhandensein gewebefremder Zellen. Hinweise auf pathologische Gewe-
beveranderungen, die sich aus der HE-Farbung ergaben, konnten durch Zuhilfenahme spezifi-

scher Farbungen verifiziert werden.

Die Farbung nach Masson-Goldner erlaubte einen detaillierten Uberblick und die Unterschei-
dung der einzelnen Gewebekomponenten, wodurch die Integritat der Architektur besser be-

urteilt werden konnte.

Die Elastica-van-Gieson-Farbung ermdglichte die spezifische Beurteilung der elastischen Fa-
sern im Gewebe. Hier wurde vor allem auf den parallelen Faserverlauf und die regelhafte Aus-

bildung der Fasern geachtet.

Mit Hilfe der Movat-Pentachrome-Farbung konnten die einzelnen Bindegewebe-Bestandteile

analysiert werden, vor allem aber erlaubte die Farbung den Nachweis von Fibrin.

In der van-Kossa-Farbung lieR sich Kalkbildung nachweisen. Hier wurde zur Beurteilung eine
Gradeinteilung vorgenommen. Dafiir wurde zum einen unterschieden, ob die Kalkbildungen
flachig oder nur isolierten Stellen vorkamen, zum anderen, wie ausgepragt die Kalkbildungen

waren (siehe Tabelle 5).

Die Immunfarbungen erlauben einen spezifischen Nachweis der unterschiedlichen Entzin-
dungszellen. Bei der Auswertung wurde zwecks besserer Auswertbarkeit eine Gradeinteilung
vorgenommen. Grad 0 entspricht dem Nichtvorhandensein der anzufarbenden Zellen, Grad
1steht fiir vereinzelt angefarbte Zellen, wahrend Grad 2 bedeutet, dass viele Zellen im Prapa-

rat angefarbt wurden.
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Tabelle 5: Van-Kossa-Farbung: Einteilung des Ausmales der Verkalkung

Ausbreitung Grad Ausmald der Verkalkung
global 0 keine Verkalkung

1 <10% der Schnittflache

2 10-50% der Schnittflache

3 >50% der Schnittflache
regional 0 keine Verkalkung

1 vereinzelte Spots

2 konfluierende Verkalkung

3 flachige Verkalkung
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3 Ergebnisse

Zur Einordnung der histologisch gewonnen Ergebnisse werden hier ebenfalls die von der Ar-
beitsgruppe erhobenen perioperativen und postmortalen Befunde der einzelnen Versuchs-

tiere zusammengefasst und zugeordnet.

3.1 Tierl

Die Operation verlief technisch komplikationslos. Intraoperativ neu aufgetretene Rhythmus-
stérungen vom Typ eines AV-Blocks II° persistierten auch postoperativ und waren medika-
mentos nicht zu behandeln. Klinisch schien das Tier dadurch jedoch nicht beeintrachtigt. Im
ersten Kontroll-Transdsophagealen-Echokardiographie (TEE) zeigte sich unter anderem eine
Mitralstenose. Zum Zeitpunkt der geplanten 1-Monats-Kontrollen zeigte sich das Tier in einem
geminderten Allgemeinzustand. Im Laufe der Untersuchungen prasentierte sich das Schwein

aulerdem zunehmend kreislaufinstabil, sodass der Entschluss zur Euthanasie gefasst wurde.

In der postmortalen Untersuchung zeigte sich ein entziindlich stark verandertes Herz. Das
Perikard war verwachsen, die Stentklappen waren massiv verdickt und steif, sodass sie sich
auch manuell nicht 6ffnen lieRen (Abb. 9). Im linken Vorhof fand sich ein groBer Thrombus mit
beginnender Fibrosierung. Im Bereich des Apex war das Myokard groRflachig infarziert, die
Papillarmuskeln zeigten sich vergréoRert und mit Ablagerungen tGberdeckt. Die Neochordae
waren allesamt intakt, jedoch hatten sich auch hier Ablagerungen gebildet. Der Stent war Gber
ca. 2/3 der Randflache eingewachsen. Somit ldsst sich das klinische Bild des Schweins durch
eine hochgradige Linksherzinsuffizienz bei Mitralklappenstenose mit Endokarditis und Zu-

stand nach Myokardinfarkt erklaren.

In der HE-Farbung zeigten sich neben Anschnitten mit regelhaftem Gewebeaufbau, vor allem
im Bereich des Anulus auch Abschnitte mit einer sehr unruhigen Architektur, in denen das
Gewebe ist in seiner Integritat stark gestort und zum Teil kaum noch mit physiologischen
Strukturen zu vergleichen war (Abb. 10). Des Weiteren zeigten sich Hinweise auf eine Leuko-

zyteninfiltration.
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Auch die Farbungen mit Elastica-von-Gieson und nach Masson-Goldner zeigten eine teilweise
aufgehobene Struktur im Zellverband, allerdings verliefen die dargestellten elastischen Fasern

im Bereich des Subendothels im Atrium regelhaft parallel.

In der Movat-Pentachrome-Farbung lieR sich Fibrin vermehrt nachweisen (Abb. 11), teilweise

auch in tieferen Gewebeschichten.

In der van-Kossa-Farbung fielen zum Teil konfluierende Kalk-Bildungen auf (Abb. 12). Diese
waren im Bereich des Stentbetts deutlich ausgepragter als im Bereich des Atriums. Auffallend
war, dass der Kalk vor allem in Bereichen zu finden war, in dem sich zuvor auch eine ausge-

pragte Fibrin-Bildung nachweisen lielk.

In den Immunfarbungen lieRen sich viele Leukozyten nachweisen, im Atrium traten sie eher
lokal konzentriert (Abb. 13), im Stentbett eher flachig auf (Abb. 14). Bei den Leukozyten han-
delte es sich hauptsachlich um B-Zellen und Makrophagen, T-Zellen lieSen sich nur im Atrium

vereinzelt nachweisen.

Abb. 9: Tier 1, postmortale Untersuchung

Aufsicht auf die implantierte Mitralklappe durch den eroffneten Vorhof. Ein groBer Thrombus wurde zuvor ent-
fernt. Die Randflache war zu ca. 2/3 eingewachsen, allerdings zeigte sich ein groRes paravalvulires Leck (Pfeil),
die Klappen waren stark verdickt und steif (Stern).
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Abb. 10: Tier 1, Stentbett, HE, 10-fache VergréBerung

Hinweise auf Leukozyteninfiltration (zahlreiche blaue Zellkerne), gestdrte Gewebearchitektur.

Abb. 11: Tier 1, Stentbett, MP, 10-fache Vergr6Berung
Nachweis konfluierender Fibrin-Bildung (rot).
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Abb. 12: Tier 1, Stentbett, vKo, 20-fache VergroBerung
Nachweis von Kalk als teilweise konfluierende, schwarze Flecken (global 2, regional 2).

Abb. 13: Tier 1, Atrium, CD45, 20-fache VergréBerung
Nachweis zahlreicher Leukozyten (braun, Grad 2) in lokaler Konzentration. AuBerdem fehlender epithelialer Ab-
schluss des Gewebes zum Lumen hin (linke, obere Ecke).



Ergebnisse

27

Abb. 14: Tier 1, Stentbett, CD20, 20-fache VergroBerung
Nachweis zahlreicher B-Lymphozyten (braun, Gard 2), flachige Verteilung im Gewebe.
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3.2 Tier2

Nach Implantation des Stents zeigte sich der postoperative Verlauf ohne Auffalligkeiten. Die 4
Wochen postoperativ durchgefiihrten Kontrolluntersuchen an dem klinisch unauffalligen Tier
zeigten Hinweise auf eine Mitralstenose und einen Perikarderguss, welche sich in CT-Aufnah-

men bestatigten. Auf Grund dieser Befunde wurde die Indikation zur Euthanasie gestellt.

In der postmortalen Untersuchung zeigte sich das Perikard mit zahlreichen fibrinésen Verkle-
bungen und Thromben. Ein Perikarderguss hatte sich gebildet, welcher den rechten Ventrikel
komprimierte. Im Bereich der Stentklappe zeigten sich Zeichen einer Endokarditis, zwei der
drei Klappen waren versteift (Abb. 15), woraus die Mitralstenose resultierte. Der Stent war

auf ca. 2/5 der Randflache eingewachsen.

Abb. 15: Tier 2, postmortale Untersuchung
Aufsicht auf die implantierte Herzklappe durch das eréffnete Atrium. Zwei der Herzklappen (mit Stern markiert)
zeigten sich verdickt und steif. Es zeigte sich eine beginnende Einwachsung des Stents.
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In der histologischen Auswertung prasentierten sich in den Schnitten des Stenbetts der Anulus
mit Anteilen der nativen Klappenbasis, sowie das Gewebe aus dem Vorhof. Die Schnitte zeig-
ten zu groflen Teilen bindegewebige Anteile des Gewebes. Diese prasentierten sich grofSten-
teils geordnet, es gab aber auch Anteile, in dem der Faserverlauf sehr unruhig war (Abb. 16).
Diese Fasern erwiesen sich in den weiteren Farbungen als kollagene Fasern. Elastische Fasern
waren in keinem der Schnitte anzufarben. Im Bereich des Anulus lieR sich an der Klappenbasis

Fibrin nachweisen (Abb. 17).

In den Immunfarbungen lieRen sich CD3, 20, 45 und 68-positive Zellen jeweils vereinzelt nach-
weisen, die hochste Konzentration war im Bereich der Klapppenbasis zu finden (Abb 18, 19).

Hier lieRen sich auch einzelne, kleinste Ansammlungen von Kalk nachweisen.

In den Schnitten der atrialen Verwachsung zeigte sich ein physiologischer Aufbau des Gewe-
bes (Abb. 20). Die elastischen Fasern verliefen parallel und geordnet, Fibrin war nicht nachzu-
weisen. Es lieBen sich nur vereinzelt CD45-positive Zellen, das heilt Leukozyten anfarben.
CD3, CD20 oder CD68-positive Zellen waren nicht nachweisbar, auch Kalk konnte nicht ange-

farbt werden.

Abb. 16: Tier 2, Stentbett, HE, 10-fache Verg6Rerung
Anschnitt mit hohem bindegewebigen Anteilen. Der Faserverlauf zeigt sich unregelmaRig.
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Abb. 17: Tier 2, Stentbett, MP, 10-fache VergroRerung
Darstellung der Klappenbasis mit kollagenen Anteilen (gelb). Innerhalb der kollagenen Fasern ist Fibrinbildung
nachzuweisen (rot).

Abb. 18: Tier 2, Stentbett, CD45, 10-fache VergrofRerung
Nachweis von Leukozyten (braun, Grad 1) an der Klappenbasis. Siehe Detailansicht (schwarzer Rahmen) in Abb.
19.
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Abb. 19: Tier 2, Stentbett, CD45, 32-fache VergrofRerung
Detailansicht aus Abb. 18 mit Darstellung vereinzelter Leuozyten (braun).

Abb. 20: Tier 2, Verwachsung atrial, HE, 10-fache VergroBerung
Das an den Stent grenzende Gewebe zeigt einen physiologischen Aufbau, der epitheliale Anteil ist intakt, regu-
larer Aufbau des Myokards. Gefal3-Anschnitt im linken unteren Bildanteil.
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3.3 Tier3

Wahrend des Eingriffes zur Stentimplantation traten Herzrhythmusstérungen auf, welche pe-
rioperativ behoben werden konnten. Eine Woche postoperativ trat ein diskretes Herzgerdusch

auf, das Tier schien jedoch nicht beeintrachtigt zu sein.

In den Routineuntersuchungen nach einem Monat zeigten sich unter anderem Hinweise auf
eine Mitralstenose. Im Rahmen der CT -Untersuchung kam es zu einem akuten Herz-Kreislauf-

Versagen des Tieres, die sich anschlieRende Reanimation blieb ohne Erfolg.

Die postmortal durchgefiihrte Untersuchung zeigte ein mit dem Herzen verklebtes Perikard

ohne Hinweise auf eine Endokarditis. (Abb. 21)

Abb. 21: Tier 3, postmortale Untersuchung
Aufsicht auf den herauspraparierten Mitralstent. Dieser zeigt sich unauffallig und ohne makroskopische Hin-
weise infektioses Geschehen.
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In den Gewebeproben aus dem Bereich des Stentbettes war neben dem Myokard vor allem
auch das Epicard dargestellt. Hier zeigte sich ein physiologischer Aufbau des Gewebes, aller-
dings lieBen sich zahlreiche Zellkerne als Hinweis auf Leukozyten anfarben, ebenso konnte

Fibrin nachgewiesen werden (Abb. 22).

In den Immunfarbungen lieRen sich teilweise vereinzelt CD45-positive Zellen anfarben (Grad
1), einzelne T-Zellen, B-Zellen oder Makrophagen lieBen sich nicht nachweisen. Im Bereich der
atrialen Einwachsung konnte man neben regelhaft angeordnetem Gewebe (Abb. 23) auch Ab-
schnitte mit einer bindegewebigen ,,Wucherung”, in der sich in der Movat -Pentachrome-Far-
bung vermehrt Fibrin nachweisen lieR, finden. In den Immunfarbungen war vor allem dieser
Gewebeabschnitt reich an Leukozyten (Abb. 24), dabei vor allem B-Zellen. Auch Makrophagen
lieRen sich darstellen, T-Zellen kamen nur vereinzelt vor. Kalk lieR sich in keiner Gewebeprobe

dieses Tieres nachweisen.
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Abb. 22: Tier 3, Epikard, HE (a) und MP (b), 10-fache Vergr6Rerung

Es zeigt sich ein weitestgehend physiologischer Aufbau des Gewebes. In den oberflachlichen Anteilen des Epi-
kards zeigen sich einzelne, oberflachliche Verdichtungen. Im Vergleich mit der MP-Farbung (b) sind diese als
Fibrinbildung zu interpretieren.
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Abb. 23: Tier 3, atriale Einwachsung, MG, 10-fache Vergroferung

Grundsatzlich normaler Aufbau des Vorhof-Gewebes, zahlreiche Zellkerne im Bereich des Endokards konnten

auf Leukozyten hinweisen.

-fache VergroRRerung

20

’

Abb. 24: Tier 3, Atrium, CD45

Nachweis einer lokalen Anhaufung von Leukozyten (Grad 2, braun angefarbte Zellen)
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3.4 Tier4d

Die OP zur Stent-Implantation verlief komplikationslos. Die Untersuchungen nach einem Mo-
nat ergaben Hinweise auf eine maRige bis schwere Mitralklappeninsuffizienz bei versteiften
Klappen, das Tier erschien wesensverdandert. Wenige Tage spater zeigte das TEE eine milde
Mitralinsuffizienz, die Herzfunktion wurde als stabil eingestuft. Gleichzeitig wies das klinische
Bild des Schweines den Verdacht auf eine Pneumonie auf, woraufhin eine antibiotische The-

rapie eingeleitet wurde.

In den zwei-Monats-Kontrolluntersuchungen zeigten sich ein persistentes PVL, eine mafige
bis schwere Mitralinsuffizienz und ein vergrofRerter linker Vorhof. AuBerdem zeigten sich im
CT ein Stentbruch sowie Hinweise auf eine chronische Pneumonie. Vor dem Hintergrund die-

ser Befunde wurde die Indikation zur Euthanasie gestellt.

In der postmortalen Untersuchung zeigten sich unter anderem an der Stentklappe milde Zei-
chen einer Endokarditis mit kleinen, subvalvular gelegenen Kalzifikationen. Der Stent war an

Uber 95% der Randflache eingewachsen (Abb. 25).

Abb. 25: Tier 4, postmortale Untersuchung
Aufsicht auf die Mitralklappe durch den eréffneten Vorhof. Es zeigt sich ein weitestgehend eingewachsener Stent. An
den Klappen zeigen sich kleine Vitien (Pfeile) als Hinweis auf ein entziindliches Geschehen.
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In den Gewebeproben des Stentbettes lieRen sich Anteile des Vorhofs, der nativen Klappe
sowie des atrioventrikuliren Ubergangs darstellen. In den Ubersichtsfarbungen erschienen
die Strukturen physiologisch angeordnet (Abb. 26). Die elastischen Fasern im Subendothel

verliefen parallel und geordnet, Fibrin und Kalk lieSen sich nicht nachweisen.

Allerdings war in den Ubersichtsfarbungen der Reichtum an Zellkernen im Gewebe auffillig,
sodass sich hier das Vorhandensein von reichlich Leukozyten vermuten liel8. Dies bestatigte
sich in den Immunfarbungen. Hier lieBen sich reichlich (Grad 2) CD45-positive Zellen nachwei-
sen, wobei es sich vor allem um Makrophagen und B-Zellen (Abb. 27) handelte, T-Zellen waren

nur vereinzelt darzustellen.

Im Bereich des Atriums lieRen sich kaum Abschnitte mit einem regelhaften Gewebeaufbau
nachweisen, vielmehr fanden sich hier bindegewebige Areale, die anscheinend keiner Struktur
folgen. Elastische Fasern waren hier nicht nachzuweisen. Fibrin war in geringem Ausmalf$ vor-
handen (Abb. 28), Kalk lieRen sich hier nicht nachweisen. Leukozyten waren in diesem Bereich
nachzuweisen, vor allem B-Zellen (Abb. 29). Makrophagen und T-Zellen (Abb. 30) waren nicht

oder nur sehr vereinzelt angefarbt.

Abb. 26: Tier 4, Stentbett, HE, 10-fache VergroRerung
physiologischer Aufbau, allerdings auffillig viele Zellkerne. Diese sind ein Hinweis auf eine mogliche Leukozy-
teninfiltration.
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Abb. 27: Tier 4, Stentbett, Immunfarbung CD20, 20-fache VergroRerung
Es zeigen sich zahlreiche braunlich abgefarbte B-Zellen (Grad 2) (exemplarisch sind drei Zellen mit Pfeilen mar-
kiert).

Abb. 28: Tier 4, Atrium, MP, 20-fache VergroBRerung
Auffallend ist das Fehlen eines strukturierten Gewebeaufbau, neben kollagenen Fasern (gelb) lasst sich Fibrin
Idsst sich nachweisen (helles rot).
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Abb. 29: Tier 4, Atrium, CD20, 20-fache VergréBerung
B-Zellen lassen sich als braun angefarbte Zellen nachweisen (Grad 2).

Abb. 30: Tier 4, Atrium, CD3, 10-fache VergroBerung
T-Zellen lassen sich nicht nachweisen (Grad 0).
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3.5 Tier5

Bei diesem Tier wurde der 110°-Stent mit drei Haken eingesetzt. Die Positionierung des Stents
gestaltete sich schwierig, die Haken konnten sich nicht vollstdandig im Gewebe verankern.

Trotzdem konnte ein zufriedenstellender Sitz des Stents erreicht werden.

Im postoperativen Verlauf schien sich das Tier klinisch gut zu erholen, allerdings stellte sich
ein diskretes Herzgerdusch im Sinne einer Mitralinsuffizienz ein. Klinisch wirkte das Tier
dadurch nicht beeintrachtigt. In der Routinekontrolle nach einem Monat Kontroll-TEE an dem
klinisch stabilen Tier prasentierte sich ein zunehmend grol3es paravalvuldres Leck, weshalb die

Indikation zur Euthanasie gestellt wurde.

In der postmortalen Untersuchung zeigte sich das Herz mit einem chronisch verwachsenen
Perikard, die Stentklappen waren mit Fibrinauflagerungen Ulberzogen, das posteriore Segel
war zudem verkalkt (Abb. 31). Der Stentkorper war an ca. der Halfte der Randflache einge-

wachsen, es zeigten sich mehrere Stentbriiche, teilweise mit Einbriichen ins Gewebe.

S

Abb. 31: Tier 5, postmortale Untersuchung
Aufsicht auf den ca. zur Halfte eingewachsenen Mitralstent durch den eréffneten Vorhof. Die fibrosen Auflage-
rungen wurden entfernt. Am posterioren Segel (mit Pinzette markiert) zeigten sich Verkalkungen.
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Bei diesem Tier fanden sich vor allem im Stentbett Abschnitte mit einer intakten Gewebear-
chitektur. Dort zeigte sich in den verschiedenen Farbungen eine physiologische Schichtung
des Gewebes, das Endokard war intakt, in der Elastica-van-Gieson Farbung verliefen die elas-
tischen Fasern geordnet und parallel (Abb. 32). Kalk war nicht anzufarben, in den Immunfar-

bungen lieRen sich keine oder nur vereinzelte Entziindungszellen nachweisen.

Daneben lieRen sich allerdings ebenfalls in Schnitten des Stentbettes Anschnitte finden, in de-
nen es zu einer anscheinend unstrukturierten Bildung von zellreichem Bindegewebe gekom-
men war. In diesen Arealen waren in den immunhistochemischen Farbungen vermehrt Im-
munzellen zu identifizieren, hier vor allem auch Makrophagen. Kalk war weiterhin histologisch

nicht nachweisbar.

Auch im Atrium zeigten sich Anschnitte mit normalem Aufbau neben solchen, in denen es
teilweise einen vollstandigen Verlust des physiologischen Gewebeaufbaus gab (Abb. 33). Der
Verlauf der elastischen Fasern war in diesen Bereichen deutlich ausgedinnt, in der Movat-
Pentachrome-Farbung fielen zum Teil massive Fibrin-Schichten auf (Abb. 35). In diesen Berei-
chen imponierte das haufenweise Auftreten gewebefremder Zellen, die in den Immunfarbun-
gen als Leukozyten identifiziert werden kénnen (Abb. 34). In der weiteren Differenzierung lie-
Ren sich hier B- und T-Lymphozyten sowie Makrophagen in jeweils ahnlichen AusmaRen ver-
einzelt nachweisen (Grad 1). Im Bereich des nativen Klappenansatzes lieBen sich minimale

Verkalkungen nachweisen.
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Abb. 32: Tier 5, Stentbett, EvG, 10-fache Vergr6Rerung
physiologische Aufbau des Endokrads mit deutlich erkennbaren und strukturiert verlaufenden elastischen Fa-
sern (schwarz).

Abb. 33: Tier 5, Atrium, HE, 10-fache VergroBerung
Gewebearchitektur ist stark gestort, massenhafte Ansammlung von Zellen ohne erkennbaren geordneten Ver-
bund
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Abb. 34: Tier 5, Atrium, CD45, 20-fache VergréRerung
Nachweis massenhafter Leukozyten (braun, Grad 2).
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Abb. 35: Tier 5, Atrium, MP, 20-fache VergroBRerung
Dort, wo es auch zur Ansammlung von Leukozyten gekommen war (vergleiche Abb. 34), ldsst sich reichlich Fib-
rinbildung (helles rot) nachweisen.
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3.6 Zusammenfassung der Ergebnisse

Zusammenfassend liel8 sich feststellen, dass die Gewebearchitektur bei allen Tieren beein-
trachtigt war. Jedoch gab es groBe Schwankungen beziiglich des AusmaRes, sowohl in den
einzelnen Tieren selbst als auch innerhalb der Gruppe. So lieRen sich in jedem Tier Ausschnitte
mit einem physiologischen Aufbau nachweisen, daneben jedoch immer auch solche Ab-
schnitte, in denen die Integritat des Gewebes unterschiedlich stark beeintrachtigt war. Die
Bildung von Fibrin lieB sich in unterschiedlichen Ausmafien bei allen Tieren nachweisen, be-

sonders ausgepragt war diese bei Tier 1 und 5, hier liel8 sich jeweils auch Kalk nachweisen.

Auch der Nachweis von Leukozyten war in der Versuchsgruppe sehr heterogen. Wahrend bei
Tier 1, 4 und 5 massenhaft anzufarben waren, lieRen sich die CD45-positiven Zellen bei Tier 2
nur vereinzelt nachweisen, in den Schnitten des 3. Tieres kamen sie nur im Bereich des Atri-
ums vor, und dort lokal geballt. CD3-positive Zellen lieBen sich dagegen in allen Schnitten nicht

oder nur sehr vereinzelt nachweisen.

B-Zellen war vor allem bei Tier 1 vermehrt darzustellen, auch in Tier 4 lieBen sie sich zum Teil
zahlreich nachweisen. Ansonsten waren CD20-positive Zellen nur vereinzelt nachzuweisen.

Makrophagen kamen vor allem in Tier 1 und 5 vermehrt vor, sonst eher vereinzelt.

Die Ergebnisse der histologischen Untersuchungen der Vergleichsgruppe wurden in Tabelle 6

und Tabelle 7 zusammengefasst.
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Tabelle 6: Zusammenfassung der Ergebnisse der histologischen Farbungen.

Pro Region und Farbung wurden jeweils 2 Schnitte analysiert. Die Einteilung der Ergebnisse der van-Kossa-Far-
bung erfolgte je nach Ausmal} der Verkalkung: Regional (r) Grad O (keine Verkalkung), 1 (vereinzelte Spots), 2
(konfluierende Verkalkung), 3 (flachige Verkalkung) und global (g) Grad 0 (keine Verkalkung), 1 (<10% der Schnitt-

flache), 2 (10%-50% der Schnittflache) und 3 (>50% der Schnittflache).

Tier | Schnitt | Hamatoxylin- Movat- Elastica- Masson- van
Eosin Pentachrome | van-Gieson Goldner Kossa
Tier 1 | Stentbett | keine intakte En- Fibrin flachig, z.T. | Aufhebung der geord- | unruhige Architektur | r2/g2
dothelschicht, unru- | im Gewebe neten Gewebestruktur | im Stentbett
hige Architektur, Hin-[ _ ~— ] ] N
Atrium g. Fibrin flachig die elastischen Fasern | sehr schwache Far- ri/gl
weise auf Leukozy- .
. . im Subendothel ver- bung
tenifiltration
laufen regelrecht pa-
aufgelockertes Bin- rallel
degewebe im Sub-
endothel
Tier 2 | Stentbett | sehr hoher BiGew- Fibrin keine elastischen Fa- sehr schwache Far- ri/gl
Anteil, z.T sehr unre- sern im Schnittbild bung
gelmaRiger Faserver-
lauf
Atrium regelhaft wirkende kein Fibrin regelhaft parallel ver- | geordneter Faserver- | r0/g0
Architektur laufende elastische Fa- | lauf im Bindegewebe
sern im subendothelia-
len Bindegewebe
Tier 3 | Stentbett | nur Myokard/ Epi- geringgradige nur Myokard/ Epikard | nur Myokard/ Epi- ro/g0
kard im Schnittbild, Fibrineinlage- im Schnittbild kard im Schnittbild
keine Auffdlligkeiten | rungim Epikard
Atrium regelhaft wirkende keine elastischen Fa- regelhaft wirkendes | r0/g0
Architektur sern im Subendothel kollagenes Bindege-
webe
Tier 4 | Stentbett | Uberwiegend sehr kein Fibrin parallel verlaufende gleichmaRig verlau- | r0/g0
geordnet, zahlreiche elastische Fasern im fendes kollagenes
Zellkerne Subendothel Bindegewebe
Atrium groftenteils vollstan- | Fibrin groRtenteils vollstdan- | groBtenteils vollstan- | r0/g0
dige Aufhebung ei- dige Aufhebung einer | dige Aufhebung ei-
ner geordneten geordneten Struktur. ner geordneten
Struktur keine elastischen Fa- Struktur
sern nachweisbar.
Tier 5 | Stentbett | weitesgehend regel- | lokalisoliert weitesgehend regel- weitesgehend regel- | r0/g0
hafte Architektur. hafte Architektur. Are- | hafte Architektur.
Areale mit unregel- ale mit unregelmafi- Areale mit unregel-
maRigem Charakter gem Charakter maRigem Charakter
Atrium weitesgehend regel- | flachig weitesgehend regel- weitesgehend regel- | r1/gl
hafte Architektur. hafte Architektur. Are- | hafte Architektur. (Klappe)
Areale (Schnitt 1 und ale mit unregelmaRi- Areale mit unregel-
4) mit unregelmaRi- gem Charakter maRigem Charakter
gem Charakter
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Tabelle 7:

farbte Zellen, wahrend Grad 2 bedeutet, dass viele Zellen im Praparat angefarbt wurden.

Ubersicht tiber die Ergebnisse der Immunhistochemischen Farbungen.
Pro Region und Farbung wurden jeweils zwei Schnitte angefertigt. Die Einteilung erfolgte nach Gradeinteilungen,
dabei entspricht Grad 0 dem Nichtvorhandensein der anzufarbenden Zellen, Grad 1 steht fiir vereinzelt ange-

Tier Schnitt CD 45 cb3 CD 20 CD 68
(Leukozyten) (T-Zellen) (B-Zellen) (Makrophagen)
Tier 1 Stentbett 2 2 0 2 1 2
Atrium 2 2 1 2 2 2
lokaler Fokus
Tier 2 Stentbett 1 1 1 1 1 1
Atrium 1 1 0 0 0 1
Tier 3 Stentbett 1 0 0 0 0 0
Atrium 2 2 0 1 1 1
lokaler Fokus
Tier4 Stentbett 2 2 1 1 1 1
Atrium 2 2 1 1 0 1
Tier 5 Stentbett 1 2 0 0 1 2
Atrium 2 1 0 0 1 1
Referenz 0 1 0 0 0 1
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4 Diskussion

Die Ergebnisse zeigen, dass die Stent-gestiitzten Mitralklappen an vielen Stellen sehr gut ein-
gewachsen sind und sich vielerorts die physiologische Struktur des angrenzenden Gewebes

erhalten blieb.

Nichtsdestoweniger zeigten sich Anzeichen auf entziindliche Reaktionen. Das Vorkommen
von Leukozyten im Gewebe ist nicht per se als pathologisch zu werten, sie sind Teil der Abwehr
des Korpers und dienen als Wachter gegen potenziell schadigende Organismen oder Schadi-
gungen. So fanden wir auch in dem gesunden Referenzschwein geringe Mengen an Leukozy-
ten, groRtenteils Makrophagen. Vor allem bei den Tieren 1, 4 und 5 konnten deutlich mehr
Leukozyten nachgewiesen werden; bei diesen Tieren lieBen sich nicht nur Makrophagen, son-
dern auch vermehrt B- und T-Zellen nachweisen, was die Vermutung nahe legt, dass es sich
bei dem entziindlichen Geschehen bereits um eine spezifische Immunantwort handelte, der
Korper sich mit dem Ausloser der Entziindungsreaktion demnach schon Uber eine geraume

Zeit auseinandersetzt hatte.

Was genau der Ausloser fiir die Reaktionen im Gewebe ist, wird in dieser Arbeit nicht abschlie-
Rend festgestellt werden kénnen, denn wie in der Einleitung beschrieben, ist die Immunant-
wort eines Koérpers sehr unspezifisch. Die Reaktionen auf sehr unterschiedliche Einflisse sind

in der Regel sehr ahnlich.

Im Folgenden sollen unterschiedliche Ursachen diskutiert werden, die als Ausloser in Frage

kommen.

4.1 Korrosion

Metallimpalantate, wie zum Beispiel auch Koronarstents, unterliegen u.a. durch mechani-
schen Stress Abnutzung und Korrosion, dadurch kommt es zur Auflésung des Metalls und Frei-
setzen der Metall-lonen in das umliegende Gewebe. Es wurde gezeigt, dass die Freisetzung
von Metallionen bei Stents aus Nickel und Titan-Legierungen besonders hoch ist [14]. Metal-
lionen wiederum habe in den Versuchen zu Entzlindungsreaktionen im betroffenen Gewebe
gefiihrt, charakterisiert vor allem durch das Auftreten von Makrophagen [15] [16]. Die von der

Arbeitsgruppe eingebrachten Nitinol-Stents unterliegen hohen mechanischen Beanspruchun-
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gen, es ist somit moglich, dass das Auftreten der Entziindungsreaktionen auf eine Korrosion

den Stents zurtickzufihren ist.

4.2 Fremdkorperreaktion

Mit dem Stent wurde korperfremdes Material in den Kérper der Schweine eingebracht. Da-
raufhin reagiert das Immunsystem mit einer Fremdkdrperreaktion (foreign body reaction, FBR).
Diese weist sehr viele Ahnlichkeiten mit der Wundheilung auf, jedoch steht am Ende der FBR
die Ausbildung einer bindegewebigen Kapsel um den Fremdkdrper herum [17]. Die genauen
Ausloser der FBR sind unklar, es kommen mehrere Aspekte in Frage: So scheinen mechanische
Belastungen der eingebrachten Fremdkoérper die Entziindungskaskade triggern zu konnen [18],
aber auch die bei der Implantation ins Gewebe verursachten Zellschdden scheinen eine Rolle
zu spielen [19]. Es ist bei dem Einbringen des Stents in den Mitralanulus auf Grund des mini-
malinvasiven Vorgehens nur mit minimalen Gewebeverletzungen zu rechnen, allerdings muss
gleichzeitig von hohen Scherkraften an der Grenze zwischen dem Stent und dem umgebenden
Gewebe ausgegangen werden. Auch das eingebrachte Material hat einen Einfluss auf die Re-
aktion des Korpers, so scheinen Implantate eine deutlich geringere Fremdkorperreaktion her-
vorzurufen, je groler sie sind [20], damit ware bei den vergleichsweise groBen Implantaten nur
eine sehr geringe FBR zu erwarten. Allerdings gibt es Arbeiten, die Titan[21] und Nickel [22] als
moglichen Trigger der FBR betrachten. Es ist folglich nicht auszuschlieRen, dass durch das Ein-

bringen der Stents in die Schweine eine Fremdkorperreaktion ausgeldst wurde.

Eine Fremdkoérperreaktion wird in fiinf Phasen eingeteilt [23]. Die erste Phase ist gekennzeich-
net durch die Anlagerung von zirkulierenden Proteinen, hier vor allem Fibrinogen, an das kor-
perfremde Material und die Bildung einer provisorischen Matrix, welche die Chemotaxis von
Entziindungszellen wie Makrophagen verstarken [24]. Diese Phase dauert nur wenige Sekun-
den bis Minuten und wird gefolgt von einer Phase der akuten Entziindung. Diese, einige Stun-
den bis wenige Tage andauernde Reaktion ist charakterisiert durch das Auftreten von Gra-
nulozyten und Mastzellen. Da diese beiden Phasen der FBR nur wenige Tage andauern, kén-
nen sie kaum der Grund fir das in den histologischen Schnitten beobachtete Auftreten von
Fibrin und Entziindungszellen verantwortlich sein, da die Implantation des Fremdkdrpers zum
Zeitpunkt der Analyse mindestens vier Wochen her war. Die dritte Phase der FBR wird als

chronische Entziindung beschrieben und mit einem Zeitraum von zwei bis fiinf Wochen nach
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der Implantation definiert. Drei der Tiere fallen mit einem Utberleben von vier bis fiinf Wochen
in diesen Zeitraum. Die Phase der chronischen Entziindung ist charakterisiert durch das Auf-
treten von Lymphozyten und Makrophagen. Tatsachlich sind bei den Tieren 1 und 2, jeweils
mit einem Uberleben von vier Wochen, vermehrt Makrophagen nachzuweisen, daneben kom-
men aber vor allem bei Tier Nummer 1 viele B-Zellen im Gewebe vor, was fir eine FBR eher
untypisch ist, da hier eher mit dem vermehrten Auftreten von T-Lymphozyten zu rechnen
wire [25]. Bei Tier Nummer 3 (Uberleben: fiinf Wochen) sind insgesamt eher weniger Leuko-
zyten nachzuweisen, somit ist bei diesem Tier nicht vom Vorliegen einer FBR auszugehen. Bis
zu diesem Zeitpunkt weist die FBR viele gemeinsame Aspekte mit der Wundheilung auf. Im
weiteren Verlauf aber kommt es in der vierten Phase zur Ausbildung von Fremdkd&rper-Rie-
senzellen, einem Zusammenschluss vieler Makrophagen, anscheinend mit dem Ziel, entweder
nach frustraner Phagozytose als Individuum der Apoptose zu entgehen oder um als Verbund
effektiver zu sein [26]. Die letzte, fiinfte Phase der FBR zeigt die Ausbildung einer fibrosen,
kollagenreichen Kapsel um den Fremdkérper herum, Entziindungszellen kommen hier kaum
noch vor. Bei Tier Nummer 4 lassen sich in Bereichen des Atriums Areale nachweisen, bei de-
nen es zu einem vermehrten bindegewebigen Umbau gekommen ist, in dem sich kein Fibrin
und, zumindest in diesen spezifischen Arealen, auch nur wenige Immunzellen nachweisen las-
sen. Dies kdnnte Ausdruck einer abgelaufenen FBR sein. Bei Tier Nummer 5 spricht das nach
12 Wochen nach Implantation noch flachige Vorhandensein von Fibrin sowie die vermehrte

Prasenz von Leukozyten gegen das Vorhandensein einer FBR.

4.3 Endokarditis

Entziindungen des Endokards und der Herzklappen (Endokarditis) konnen unterschiedliche
Ursachen haben. Grundsatzlich unterscheidet man zwischen der infektiésen und der nicht-
infektiosen Endokarditis (z.B. als Komplikation des rheumatischen Fiebers), wobei die infekti-
0se Endokarditis deutlich haufiger auftritt. Dabei handelt es sich um eine Infektion von primar
nichtbakteriellen thrombotischen Vegetationen. Diese erfolgt durch Bakteridmien, welche
auch nur von kurzer Dauer sein kénnen [27]. Als Trager eines Klappenersatzes gehoren die
Tiere per se einer Risikogruppe an [28], wobei bei den Versuchstieren weitere Risikofaktoren,
wie zum Beispiel hohes Alter, Himodialyse oder eine Immunsuppression [29] nicht vorlagen.

Den Tieren wurden perioperativ ein arterieller und ein zentralvendser Zugang geschaffen.
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Auch Katheterinfektionen konnen ein Ausgangspunkt fiir Endokarditiden sein, allerdings war
bei den Versuchstieren die Verweildauer der Katheter mit wenigen Stunden sehr kurz, was
gegen die Katheter als Ursache einer Endokarditis spricht [30]. Des weiteren waren dann eher

Lasionen des rechten Herzen zu erwarten [31].

Die Symptome einer Endokarditis sind sehr unspezifisch, jedoch lassen sich im klinischen Ver-
lauf bei allen Tieren Symptome finden, die auf eine Endokarditis zurlickzufiihren waren [32]:
Tier 1 zeigte sich appetitlos und bei gemindertem Allgemeinzustand, bei Nummer 2, 3 und 5
trat ein neues Herzgerdusch auf, welches bei Tier Nummer 2 von einem Perikarderguss be-
gleitet wurde, bei Tier 4 konnte die Wesensverdanderung Ausdruck einer zerebralen Ischamie
sein, die durch eine Embolie ausgeldst wurde. Auch in den postmortalen Untersuchungen
zeigten bis auf Tier 3 alle Tiere unterschiedlich stark ausgepragte makroskopische Hinweise
auf eine Endokarditis, wie Fibrinauflagerungen oder Thrombenbildung an den Klappensegeln.
In Autopsien von Menschen konnte gezeigt werden, dass prothesen-assoziierte Endokarditi-
den (PVE, prostetic valve endocarditis) haufig auf angrenzendes Herzgewebe (ibergreift und
auch abseits der Herzklappen entziindliche Reaktionen wie intramurale Abszesse und Vegeta-
tionen hervorrufen [33]. Histomorphologisch ist die infektidse Endokarditis durch das Auftre-
ten bakteriell besiedelter Thromben mit vielen neutrophilen segmentkernigen Granulozyten
gekennzeichnet [27]. In den von uns durchfihrten Untersuchungen erfolgte kein spezifischer
Nachweis von moglichen Erregern, z.B. durch Blutkulturen. Auch Granulozyten wurden nicht

spezifisch angefarbt.

Bei Betrachtung der klinischen Verlaufe und der makroskopischen Befunde ist die Diagnose

einer infektiosen Endokarditis naheliegend.

4.4 Kalk

Bei drei der Tiere lieR sich in den histologischen Untersuchungen Kalk im Gewebe nachweisen.

Fir die Ursache dieser Kalkbildung sind unterschiedliche Begriindungen denkbar:

Zum einen ist der Stent in dem Mitralanulus grof3er, kontinuierlicher Belastung ausgesetzt,
woraus auch der Stentbruch bei Tier 5 resultieren kann. Mechanischer Stress wiederum for-

dert die Bildung von Kalk im Gewebe [34].
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Betrachtet man die Verkalkungen in den betroffenen Versuchstieren, so fallt auf, dass die Ver-
kalkung vor allem in Regionen auftritt, in denen es auch zu einer vermehrten Fibrinbildung
gekommen ist. Das Fibrin selbst die Bildung von Kalk zu induzieren scheint, ist auch das Ergeb-

nis erster in-vitro Versuche [35].

Bei zwei der drei Tiere, in denen Kalkbildung nachgewiesen wurde, ist der Kalk im Bereich des
Mitalanulus am starksten ausgepragt bzw. kommt nur dort vor. Damit kénnten diese Befunde
auch als beginnende Mitralanunlusverkalkung (MAC) gewertet werden, welche haufig als eine
fortschreitende degenerative Erkrankung eingeordnet wird. Sie wird aber auch durch veran-
derte Scherkrafte und Druckgradienten liber der Klappenebene begiinstigt [36], wie es bei
einem stattgehabten chirurgischem Klappenersatz der Fall ist. Die Diagnostik und Einschat-
zung einer MAC erfolgt in den Studien in der Regel entweder echokardiographisch [37], [38]
oder radiologisch (Computertomographie (CT) [39] bzw. Cardio-CT [40]). In den Untersuchun-
gen der Tiere in der hiesigen Arbeitsgruppe wurde zwar nicht spezifisch auf eine MAC geach-
tet, jedoch sind in den TEE- und CT-Untersuchungen keine derartigen Befunde beschrieben,
die auf eine hohergradige Verkalkung des Mitralanulus hinweisen wiirden. Auch die postmor-
tale Untersuchung der Scheine ergab keine makroskopischen oder palpatorischen Hinweise
auf eine Verkalkung des Mitralanulus. Es kann sich bei den mikroskopischen Befunden also

allenfalls um ein sehr friihes, beginnendes Stadium einer MAC handeln.

Mehrere Studien legen nahe, dass die Verkalkung des Mitralanulus und stenotische Herzklap-
penerkrankungen ein Ausdruck arteriosklerotischer Prozesse sind [39],[37],[41] und somit

Ausdruck eines allgemein erhdhten kardiovaskularen Risikos [38].

Es besteht eine enge Interaktion zwischen den Enzymen der Gerinnungskaskade und entziind-
lichen Prozessen. So verstarken beispielsweise Thrombin und Fibrin sowie dessen Spaltpro-
dukte die Chemotaxis von Monozyten [42],[43],[44]. Es konnte bei allen Tieren Fibrinbildung
in unterschiedlichem AusmaR nachgewiesen werden. Fibrin ist das Endprodukt der Gerin-
nungskaskade, dariiber hinaus spielt es aber auch bei Bildung und Wachstum von arterio-
sklerotischen Plaques eine entscheidende Rolle und ist als Ausdruck eines anhaltenden Gewe-
beschadens zu werten. Durch verschiedene biochemische Mediatoren, wie zum Beispiel auch

bei Entziindungsprozessen oder auch durch Scherkrafte, kommt es zu einer Umwandlung von
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valvuldren intestitiellen Zellen zu osteoblastischen Zellen. Dabei ist der Ausgang der Verkal-
kung immer eine Endothellasion [45]. Es ist davon auszugehen, dass durch das Einbringen der
Stents immer zu Mikroldsionen am angrenzenden Gewebe kommt und damit die Ausgangs-

voraussetzung fir Verkalkungen geschaffen wird.

Das parallele Auftreten von Entziindungszellen, Fibrin und Verkalkungen kann demnach als

Ausdruck beginnender arteriosklerotischer Prozesse gewertet werden.

4.5 Zusammenfassung der Diskussion

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass sich die im Gewebe aufgetretenen Auffalligkei-
ten, die auf eine Entziindungsreaktion hinweisen, nicht abschlielend auf eine spezifische Ur-
sache zurilckfiihren lassen. Eine infektiose Endokarditis scheint vor allem bei den Tieren wahr-
scheinlich, die zuvor auch dahingehende klinische Symptome gezeigt haben. Ansonsten
kommt aber auch mechanische Beanspruchung des Gewebes dhnlich wie die Korrosion des
verwendeten Materials als Ursache fiir Entziindungsreaktionen oder Verkalkungen in Frage.
Betrachtet man das gemeinsame Auftreten von Fibrin, Entziindungszellen und Verkalkungen,
so liegt der Vergleich mit arteriosklerotischen Prozessen nahe. Ebenfalls ist es denkbar, dass
mehrere Aspekte nebeneinander auftreten und sich gegebenenfalls gegenseitig begiinstigen.
Wie schon eingangs bemerkt, sind die immunologischen Reaktionen des Kérpers auf sehr un-
terschiedliche Reize jeweils sehr dahnlich. Um diese genau auseinander halten zu kénnen, wa-

ren weitere, sehr viel spezifischere Untersuchungen nétig.

Insgesamt kann festgehalten werden, dass die Stents tGber weite Strecken gut eingewachsen
sind. Das Auftreten von Entziindungszellen und das Vorhandensein von geringgradigen, im
Gewebe nur mikroskopisch nachzuweisenden Verkalkungen, ist als potenzielles Problem zu
betrachten. Allerdings ist die physiologische Architektur des den Stent umgebenden Gewebes

haufig erhalten geblieben, was als ermutigende Ergebnisse zu sehen ist.

Eine abschlieBende vergleichende Analyse der unterschiedlichen Stent-Typen (mit und ohne
Haken) ist durch die geringe Anzahl der Vergleichstiere schwierig. Lediglich einem Tier in der
Gruppe war der Stent mit drei Haken implantiert worden. In den histologischen Auswertungen
hatten sich dort teils ausgepragtere Hinweise auf eine entziindliche Verdnderung des Gewe-
bes ergeben. In wie weit diese Verdanderungen auf das Vorhandensein der Haken zuriickzu-

fuhren ist, kann hier nicht abschlieBend beurteilt werden.
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5 Zusammenfassung

Durch die Arbeitsgruppe wurden klappentragende Stents in 34 Schweine implantiert. Davon
Uberlebten flinft der Tiere vier Wochen oder ldanger. Diese Tiere wurden fiir diese Arbeit ndher
betrachtet. Dafiir wurden postmortal Gewebeproben aus dem Herzen jeweils am Stentbett
sowie am atrialen Ubergang entnommen und im Anschluss histologisch und immunhistoche-
misch (Leukozyten (CD45), T-Zellen (CD3), B-Zellen (CD20) und Makrophagen (CD68)) aufge-
arbeitet und analysiert. Bei den implantierten Stents handelte es sich um selbstexpandie-
rende, mit einer Polytetrafluoroethylene (PTFE)-Membran bezogene Nitinol-Stents, bei einem
Tier waren zur Fixierung im Gewebe drei Haken am Stent angebracht. Fir die Klappen wurde

porkines Perikadgewebe verwendet.

In der Auswertung lielRen sich bei jedem Tier Areale mit physiologischer Gewebearchitektur
nachweisen. Allerdings zeigten sich auch Hinweise auf entziindliche Verdanderungen des Ge-
webes. In allen Tieren lieB sich Fibrin in unterschiedlichem Ausmal nachweisen. Kalk wurde
bei zwei Tieren in hohen, bei zwei anderen in deutlich geringerem AusmaR nachgewiesen.
Leukozyten kamen bei drei Tieren in groBem AusmaR vor, ansonsten kamen so kaum oder nur
lokal begrenzt vor. Auch Makrophagen waren in jedem Tier nachzuweisen, bei zwei Tieren
kamen sie in grofRer Anzahl vor, ansonsten traten sie nur sporadisch auf. T-Zellen kamen nur
vereinzelt vor. B-Zellen traten bei zwei Tieren vermehrt auf, ansonsten lieBen auch diese sich
nur vereinzelt nachweisen. Ein genereller Unterschied zwischen den Proben aus dem Stent-
bett oder den atrialen Anteilen fiel nicht auf. In den Proben um den hakenbesetzten Stent
zeigten sich tendenziell starker ausgepragte Entziindungszeichen. Eine abschlieRende verglei-

chende Beurteilung ist bei nur einem betroffenen Tier aber ohne Kontrolle kaum méglich.

Die Veranderungen lassen sich teileweise im Rahmen physiologischer Heilungsprozesse erkla-
ren. Es kdnnte sich aber auch um eine Fremdkorperreaktion handeln, eine Reaktion auf eine
eventuell stattfindende Korrosion des Stents oder Ausdruck einer Endokarditis sein. Die Reak-
tionen des Organismus auf diese sehr unterschiedlichen Reize sind sehr unspezifisch und ahn-
lich, zur genauen Unterscheidung sind detailliertere, spezifischere Untersuchungen notwen-
dig. Zusammenfassend konnte eine streckenweise gute Integration des Nitinol-Stents in sein
umliegendes Gewebe gezeigt werden. Allerdings zeigen Entziindungsreaktionen und die Bil-

dung von Kalk potenzielle Risikofaktoren auf, die weiter untersucht werden mussen.
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7 Anhange

Abstract

Objective

The aim of this study was the histological evaluation of mitral valved stents in an experimental
in vivo porcine model four to 12 weeks after implantation with a focus on inflammatory reac-

tions.

Methods

The self-expanding mitral valved stents were implanted in healthy porcine models via trans-
apical approach in the beating heart. In this study, a histological evaluation of five animals is
presented. The stents were implanted in vivo for a period of four weeks or longer. Posthu-
mously, samples of the native mitral annulus and the atrial stent’s bed were taken and histo-
logically analyzed (H&E, Masson's trichrome, Elastica van Gieson, Movat’s Pentachrome and
von Kossa). Furthermore, leukocytes, B-cells, T-cells and macrophages were detected by spe-

cificimmunohistochemically staining (CD45, CD3, CD20, CD68).

Results

The tissue’s architecture showed largely physiological regular structure, but also presented
local areas in which the integrity of the tissue was damaged to different extents. In all animals
the formation of fibrin was detected to different extends. In all but one animal partly mild

(n=2) or no (n=2) accumulations of calcium carbonate were shown.

Some inflammation in the surrounding tissue was detectable. In three of five animals a strong,
in one animal a locally restricted and in one animal only a sporadic presence of CD45+ leuco-
cytes were found. A moderate (n=4) or strong (n=1) distribution of CD68+ macrophages was
detectable. Only low numbers of CD3+ T cells and CD20+ B cells were found in all animals but
one. These results indicate an innate immune response but only low adaptive immune re-
sponse after up to 12 weeks post-implantation. No differences between annulus and the atrial

stent’s bed were visible.
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Discussion

The histological evaluation of five mitral valved stents showed widely a good integration into
the native heart’s tissue. The stent surrounding tissue was classified and characterized for the
first time. However, signs for inflammation and slight presence of calcification show potential
risks. This has to be evaluated in more detail in a future study including a larger number of

cases.
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