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1. Einleitung

Die Einleitung soll einen Uberblick der Thematik und eine Einfiihrung in die in dieser Schrift
behandelte Materie bieten. Angefangen bei den Grundlagen tber das Herz als zentrales Organ
und seine Funktionsweise wird in den folgenden Abschnitten Schritt fir Schritt erldutert,
welchen Ansatz diese experimentelle Studie durch den Einsatz von Polycarbonat-Urethan-
Klappenstents zur interventionellen Behandlung von Pulmonalklappenerkrankungen verfolgt,
inwieweit sich dieser bereits in der Klinik wiederfindet und worum es sich in der Fragestellung
genau handelt. Die hierfiir relevanten Krankheitsmechanismen des rechten Herzens und der
Pulmonalklappe, diagnostische Kriterien und bisherige Therapiemdoglichkeiten sollen

dargestellt werden, so dass fiir die weiteren Kapitel das nétige Verstandnis geschaffen wird.

1.1 Allgemeine Anatomie, Besonderheiten des rechten Herzens

Das menschliche Herz (Cor) ist ein Hohlmuskel. Es gleicht einer dreiseitigen Pyramide, die sich
zu einem Drittel rechts und zu zwei Drittel links im Brustkorb befindet, wobei die Herzbasis
(Basis cordis) rechts hinten oben durch die groRen GefdlRe und die Herzspitze (Apex cordis)
links vorne unten durch die linke Herzkammer (Ventriculus sinistrum) gebildet wird. Somit
ergibt sich eine schrage Herzachse von ca. 45° zu allen drei Ebenen des Korpers (Abb. 1a).
Die Funktionsweise entspricht der einer Saugdruckpumpe aus vier Binnenrdaumen, von denen
jeweils zwei einer Seite zugeordnet werden. Das Herz hat die Aufgabe sauerstoffreiches Blut,
welches aus der Lungenstrombahn (Venae pulmonales) zur linken Seite transportiert wird,
Uber die Hauptschlagader (Aorta) im Korper zu verteilen und wiederum das sauerstoffarme
Blut, das (iber die obere und untere Hohlvene (Vena cava superior bzw. Vena cava inferior)
aus der Peripherie zuriick zur rechten Seite drainiert wird, tGber die Lungenarterie (Truncus

pulmonalis) in die Lunge zur Oxygenierung zu beférdern (Abb. 1b).
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Abb. 1: Das menschliche Herz (a) Herzlage im Kérper; (b) Mechanismus der Saugdruckpumpe; (c) Herzkranzgefdf3e, Ansicht von
vorne (Originalabbildungen aus s. Abbildungsverzeichnis S. 146)



Das Herz wird selbst Uber zwei Herzkranzgefalle, eine linke und eine rechte (A. coronaria
sinistra bzw. A. coronaria dextra) versorgt, welche direkt Gber dem Herzen aus der Aorta

entspringen und sich im Verlauf in weitere Aste teilen (Abb. 1c) (Zilles and Tillmann, 2010).
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Abb. 2:(a) Eréffnetes Herz, Ansicht von vorne: Segel- und Taschenklappen Herzhéhlen und grofse Gefdf3e;
(b) Histologische Goldner-Fdrbung Mitralsegel, 150x Vergréf3erung: Endothel (En) auf beiden Seiten des Segels,
Spongiosa der dem Vorhof (A) zugewandten Seite, Fibrosa ventrikelseitig (V); (c) Alle vier Klappen auf einen Blick, Ansicht
von der Herzbasis aus (Originalabbildungen aus s. Abbildungsverzeichnis S. 146)

Die vier Herzhohlen setzen sich aus linkem Vorhof (Atrium sinistrum), linker Kammer
(Ventriculus sinistrum), rechtem Vorhof (Atrium dextrum) und rechter Kammer (Ventriculus
dextrum) zusammen. Zwischen dem linken Vorhof und der linken Kammer befindet sich eine
der Segelklappen, die Mitralklappe (Valva mitralis). Sie besteht aus einem vorderen und einem
hinteren Segel, die Uber Sehnenfiaden (Chordae tendinae) an Papillarmuskeln (Musculi
papillares) im Ventrikel verankert sind. Das Pendant dazu auf der rechten Seite ist die
Trikuspidalklappe (Valva tricuspidalis), welche drei Segel hat, die nach dem gleichen Prinzip
wie auf der linken Seite befestigt sind (Abb. 2a). Die Segel ,,spannen” sich in der Auswurfphase
des Herzens (Systole) auf, in der das Blut aus dem Herzen in den Korper bzw. in die Lunge
gepumpt wird und verhindern damit einen Riickstrom in die Vorhofe. Sie sind aus gefal3freiem,
zartem Bindegewebe, welches der Herzinnenhaut (Endokard) entspricht. Sie werden auch als
Endokardduplikaturen bezeichnet und kdnnen vereinzelt glatte Muskelzellen enthalten
(Abb. 2b).

Auch die Taschenklappen zwischen den Kammern und den abgehenden Gefdlien, sind
Endokardduplikaturen. Sie sind ganzlich von Endothel {iberzogen und beinhalten
grundsatzlich zwei Komponenten: Eine derbe Bindegewebsplatte aus straffem Kollagen
(Fibrosa) und einer locker strukturierten Schicht aus Hyaluron, Proteoglykanen, Makrophagen

und Fibroblasten (Spongiosa) (Lillmann-Rauch, 2009).



Bei den Taschenklappen handelt es sich um drei ungefahr gleich groRe, halomondférmige
Taschen, die sich auf der linken Seite am Ursprung der Aorta (Valva aorta) und rechts am
Anfang des Truncus pulmonalis (Valva trunci pulmonalis) befinden und dort in der
Flllungsphase des Herzens (Diastole) die zurtickstromende Blutsdule davor bewahren wieder
in die Kammern zu flieBen (Abb. 2).

Auf der Abbildung 2c kann man sehen, dass alle vier Klappen auf einer Ebene, der
sogenannten Ventilebene, liegen. Dieser Begriff reprasentiert auch deren Funktion als eine
Art mechanisches Riickschlagventil: Wahrend die Segelklappen in der Diastole ge6ffnet sind,
bleiben die Taschenklappen geschlossen. Dies gilt umgekehrt in der Systole. So wird die
Flussrichtung des Blutes zwischen den Vorhofen und den Kammern und aus den Kammern in
die groRen GefaRe durch das Wechselspiel dieses Zyklus bestimmt. Dieser Vorgang lauft durch
die vorherrschenden Druckunterschiede in den jeweiligen Strukturen ausschlieRlich passiv ab.
Je nach Phase des Herzzyklus variieren auch die Drlicke in den verschiedenen Binnenrdaumen
und Gefallen. Die Tabelle 1 soll Aufschluss lber die physiologischen Referenzwerte und deren

Schwankungsbereich geben (Baer, 2011).

Ort MW [mmHg] Schwankungsbereich [mmHg]
Rechte Kammer (sys/ dias/ ED) 25/4/ 4 15-30/ 1-7/ 1-7
Pulmonalarterie (sys/ dias/ mean) 25/9/ 15 15-30/ 4-12/ 9-19
Linke Kammer (sys/ dias/ ED) 130/ 8/ 8 90-140/ 5-12/ 5-12
Aorta (sys/ dias/ mean) 130/ 70/ 85 90-140/ 60-90/ 70-105

Tab. 1: Blutdruck Normalwerte im Herzen und in den abgehenden Geféfsen; MW: Mittelwert; sys: systolisch; dias: diastolisch;
mean: Mitteldruck; ED: enddiastolisch (Baer, 2011, S. 213);
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Isolationsschicht fiir das Reizleitungssystem zu wirken, welches die Klappenebene als His-
Blindel passiert und dafiir sorgt, dass die elektrische Erregung von den Vorhéfen auf die
Kammern Gbertragen wird (Abb. 3).

Weiterhin ist darauf hinzuweisen, wie nah die entsprechenden Strukturen zueinander
verlaufen. Dies birgt vor allem bei chirurgischen Eingriffen bzw. perkutanen Interventionen
die unmittelbare Gefahr, das umliegende Gewebe in irgendeiner Weise zu kompromittieren.
Die Herausforderung, dies zu vermeiden fihrt nun zur genaueren Betrachtung des rechten
Herzens, das in der experimentellen Studie den Ort des Geschehens ausmacht.

Im durchgefiihrten Versuchsaufbau muss sich der mit der Herzklappenprothese beladene
Katheter seinen Weg durch die rechte Leistenvene liber die Vena cava inferior zum rechten
Vorhof bahnen, um von dort tber die Trikuspidalklappe den rechten Ventrikel und dann Gber
eine Drehung den rechtsventrikularen Ausflusstrakt (RVOT) zu erreichen und auf Héhe der
Pulmonalklappe ans Ziel zu gelangen. Einerseits gibt es an der Miindungsstelle der unteren
Hohlvene in den rechten Vorhof eine Venenklappe, die eine erste Schwierigkeit beim
Passieren darstellen kdnnte. Andererseits

existiert eine weitere kleine Venenklappe an ijﬂ ":* ‘

Blutstrom
zu den Lungen

der Einmiindungsstelle der Herzkranzvenen

Truncus
pulmonalis

(Vv. coronariae). Sind diese beiden Hirden

Uberwunden, erwartet den Operateur das Atrm

dextrum arterielle

Ausstrombahn
am Conus
arteriosus

vendser Zustrom

ausgepragte Binnenrelief des vorderen iber V. cavae

Ventriculus
dexter

Atriums mit den zarten, verzweigten

Muskelbalkchen (Mm' peCtmatl)' Ferner ist Abb. 4: Blutstrom im rechten Herzen (Pfeil) entspricht dem

. . . Weg, der mit dem Katheter absolviert werden muss
die Wand des rechten Atriums als Teil des (Schiinke et al,, 2018, 5.119)

Niederdrucksystems diinn und damit eher fiir Fremdkérperperforationen anfillig. Uber die
Trikuspidalklappe in der hinten unten gelegenen Einflussbahn des rechten Ventrikels
angekommen, missen die Sehnenfaden der Papillarmuskeln und die Muskelbalken des
Myokards (Trabeculae carnae) tiberquert werden, um die kegelférmige Ausflussbahn vorne
oben mit ihrem glattwandigen Conus arteriosus zu erreichen (Schiinke et al., 2018). Dies stellt
den anspruchsvollsten Teil des Kathetervorschubs dar. Bei der Pulmonalklappe angekommen
ist das Ziel erreicht (Abb. 4). Dort sollte idealerweise der Pulmonalklappenstent abgeworfen

werden.



1.2 Angeborene Herzfehler

Verschiedene Erkrankungen, denen eine pathologische Entwicklung des Herzens in der
Embryonalzeit zugrunde liegt, fallen unter den Begriff der angeborenen Herzfehler
(kongenitale Vitien). Sie entstehen vor allem zwischen der funften und achten
Schwangerschaftswoche, in der die friihe Phase der Organbildung im Vordergrund steht. Als
Ursache kommen unter anderem Infektionen, Genetik, Strahlenexposition, Umwelteinfllsse,
Drogen- und Alkoholkonsum oder Medikamente in Frage. In den haufigsten Fallen bleibt die
Ursache jedoch unbekannt. Chromosomale Stérungen wie zum Beispiel das Down-, Marfan-
oder Turner-Syndrom gehen ebenso oftmals mit angeborenen Herzfehlern einher. Einige
davon kénnen bis ins Erwachsenenalter unbemerkt bleiben. Die meisten jedoch fallen bereits
pranatal oder je nach Schweregrad kurz nach der Geburt auf und bediirfen einer Behandlung.
Etwa 1 % der Neugeborenen kommen mit einer Fehlbildung des Herzens oder der groRen
Gefdlle auf die Welt. Die Letalitat konnte aufgrund der medizinischen Fortschritte der letzten
Jahrzehnte auf unter 15 % gebracht werden (Herold and Mitarbeiter, 2017).

Fehlbildungen an Herzklappen und komplexe Herzvitien treten jeweils bei unter 15 % auf. In
Uber 60 % der Falle gelten die Anomalitaten als einfach, wie zum Beispiel der Vorhof- oder der
Ventrikelseptumdefekt (Blum et al., 2016).

Aufgrund von Rest- bzw. Folgezustanden missen nahezu alle Patienten mit angeborenen
Herzfehlern ihr Leben lang speziell kardiologisch betreut werden. Weiterhin unterscheidet
man in der Chirurgie zwischen der operativen Korrektur/ Reparatur und der Palliativoperation.
Ist nach dem Eingriff die Fehlbildung behoben und der Normalzustand und die Funktion
widerhergestellt, spricht man von einer , Korrektur”. Diese bendtigt zundchst keine weiteren
medizinischen MaRnahmen. Da dies selten vorkommt, handelt es sich weitgehend um
Reparaturen, denn fast immer sind Residuen und damit verbundene weitere
Behandlungsschritte indiziert. Eine Palliativoperation hingegen verspricht im Allgemeinen
eine kurz- bis langerfristige Besserung des vorhandenen Zustands, die ebenso im Laufe der
Zeit nochmals angegangen werden muss. Dazu gehoren die Implantation von Conduits
(GefaBprothesen), Anlage aortopulmonaler Shunts, Operationen bei Pulmonalatresie mit
Ventrikelseptumdefekt oder Herz-, Lungen- oder kombinierte Herz-Lungentransplantationen
(Herold and Mitarbeiter, 2017).

Die Einteilung angeborener Herzfehler erfolgt anhand verschiedener Aspekte. Einer davon

beinhaltet die Tatsache, ob der vorhandene Defekt zu einem Sauerstoffmangel im Blut und zu



einer damit einhergehenden blauvioletten Verfarbung der Haut und der Schleimhdute
(Zyanose) fiihrt. Dies hangt auch damit zusammen, ob das Vitium eine Links-Rechts- oder eine
Rechts-Links-Ableitung (Shunt) des Blutes im Herzen erzeugt. Aus der Tabelle 2 kann die
Klassifizierung der angeborenen Herzfehler entnommen werden (Herold and Mitarbeiter,
2017).

Nachdem in dieser Forschungsarbeit ein neuer Therapieansatz bei der Behandlung von
Pulmonalklappenerkrankungen dargelegt wird, geht es im Folgenden vor allem um die

Anomalitaten, die den rechtsventrikuldren Ausflusstrakt und die Pulmonalklappe betreffen.

AZYANOTISCHE VITIEN ZYANOTISCHE VITIEN

Obstruktion an Klappen/ Primadrer Links-Rechts-Shunt  Rechts-Links-Shunt
GefaRen

Pulmonalstenose (PS) Vorhofseptumdefekt (ASD) Fallot Tetralogie (TOF)

Aortenklappenstenose (AS)  Partielle Pulmonalatresie
Lungenvenenfehleinmiindung

Aortenisthmusstenose Ventrikelseptumdefekt Double outlet ventricle
Atrioventrikuldrer Trikuspidalatresie
Septumdefekt,
Aortopulmonales Fenster Komplette Transposition
Persistierender Ductus Truncus Arteriosus
Arteriosus Botalli (PDA) Communis u.a.

Tab.2: Einteilung der angeborenen Herzfehler (Herold, 2017, S. 180)

Zu diesen zahlt man in erster Linie die angeborene Pulmonalklappenstenose, deren
Wahrscheinlichkeit ungefdahr 13 % aller angeborenen Herzfehler betragt. Sie tritt haufig bei
chromosomalen Aberrationen und Syndromen auf. Einige davon sind in der Tabelle 3
aufgefiihrt. Ferner kommt es mit 10 % zu einem Defekt-Komplex, der sogenannten
Fallot’schen Tetralogie, die mit 65 % das haufigste der zyanotischen Vitien ausmacht. Ein
groBer Ventrikelseptumdefekt (VSD), eine Giber dem VSD reitende Aorta, eine Obstruktion des
rechtsventrikuldren  Ausflusstraktes und eine daraus resultierende konsekutive
Rechtsherzhypertrophie bilden die Komponenten dieser Erkrankung. Existiert zusatzlich noch
ein Vorhofseptumdefekt, ist von einer Pentalogie die Rede (Herold and Mitarbeiter, 2017).
Ergdnzend ist noch die Pulmonalatresie zu erwdhnen, die einen kompletten Verschluss der

Pulmonalklappe beschreibt. All diesen Fehlbildungen ist ein Merkmal gemeinsam: Die



Einengung des rechtsventrikuldren Ausflusstraktes bzw. der Pulmonalklappe und damit eine
Minderdurchblutung der Lunge, welche auf Dauer zur Zyanose, zu Funktionseinbulen am
Herzen und an anderen Organen, verminderter Belastbarkeit und letztendlich unbehandelt zu
einer herabgesetzten Lebensdauer fihren kénnen. Aufgrund dessen wird nun in den
nachkommenden Abschnitten die Pulmonalstenose genauer dargestellt, weil diese als

haufigste Ursache der rechtsventrikularen Vitien angesehen werden kann.

PULMONALSTENOSE FALLOT TETRALOGIE

Trisomie 13, Trisomie 18, Apert-Syndrom, Trisomie 13, Trisomie 21, DiGeorge-

Noonan- Syndrom, Meckel-Gruber- Syndrom, Cat-eye-Syndrom, Klinefelter-
Syndrom, Carpenter-Syndrom, Williams- Syndrom, Alagille-Syndrom,
Beuren-Syndrom, Leopard-Syndrom, Thrombozytopenie-Radius-Aplasie-

Alagille-Syndrom, Lissenzephalie-Syndrom,  Syndrom, VACTERL-Assoziation,

Neurofibromatose |, Pallister-Hall-Syndrom  Apert-Syndrom, Carpenter-Syndrom,
Coffin-Siris-Syndrom, CHARGE-Assoziation,
Goldenhar-Syndrom, Beckwith-
Wiedemann-Syndrom, Nager-Syndrom

Tab.3: Syndrom-assoziierte Pulmonalstenose bzw. Fallot'sche Tetralogie (Blum, 2016, S. 16)

Weiterhin nicht zu vernachldssigen ist die Tatsache, dass es in Europa Schatzungen zufolge 1,9
bis 3,9 Millionen Menschen mit angeborenen Herzfehlern gibt, von denen 1,2-2,7 Millionen
Uber 15 Jahre alt sind (Moons et al., 2006). Die Zahl in den USA beladuft sich ebenfalls auf Gber
1 Millionen Betroffene (Hoffman et al., 2004, Sanders, 2004). Zwanzig Prozent der
Neugeborenen mit kongenitalen Herzerkrankungen haben Defekte, die den
rechtsventrikuldaren Ausflusstrakt betreffen, wie z.B. die Fallot Tetralogie, Pulmonalatresie,
Truncus Arteriosus, Transposition der groflen GefdRRe, die eine chirurgische Rekonstruktion
mit Patchplastik, Pulmonalklappenersatz oder klappentragendem Conduit bedirfen. Die
Verwendung von Homografts in pulmonaler Position im Rahmen der Ross-Prozedur bei
angeborener Aortenklappenerkrankung spielt ebenfalls eine Rolle (Biernacka et al., 2017,
Verheugt et al., 2010, Warnes et al., 2008). Die verwendeten Materialien und Prothesen
unterliegen degenerativen Prozessen, die im Verlauf zu Stenosen, Insuffizienzen und RVOT-
Dysfunktion fihren und wiederholt chirurgische oder kardiologische Interventionen erfordern

(Bauner and Kozlik-Feldmann, 2013).



1.3 Die Pulmonalstenose

Man unterscheidet bei der Pulmonalstenose vier Formen. Die subvalvulare, supravalvulare,
periphere und valvuldre Pumonalstenose, wobei letztere mit 10 % am haufigsten vorkommt
und die Klappensegel betrifft. Diese sind oft myxomat6s verdickt, eingeschrankt mobil,
bikuspid, akommisural bzw. unikommissural. Bei der subvalvuldren Stenose befindet sich die
Verengung im Bereich des Infundibulums oder subinfundibuldr, also unterhalb der
Pulmonalklappe, hervorgerufen durch hypertrophierte Muskelbilindel. Diese Septen fiihren
manchmal zu einem doppelten rechtsventrikuldaren Ausflusstrakt (double-outlet-right-
ventricle). Supravalvular bedeutet, dass die Engstellen entweder im pulmonalarteriellen (PA)
Stamm kurz tGber der Pulmonalklappe, an der Pulmonalisbifurkation oder den PA-Seitendsten
sein konnen. Oft weist die Klappe selbst drei separate, jedoch myxomatds verdickte, minder
bewegliche Taschen und einen hypoplastischen Ring auf. Diese Kombination bezeichnet man
auch als dysplastische Pulmonalklappenstenose. Sie kommt haufig im Rahmen des Noonan-
Syndroms vor (Koretzky et al., 1969, Musewe et al., 1987). Peripher beschreibt schlieBlich den
Zustand, dass eine oder mehrere obstruierte Stellen in den untergeordneten Lungenarterien

lokalisiert sind (Herold and Mitarbeiter, 2017).

Aortenbogen mit Abgéngen
der supraaortalen Aste

Valvuldre Pulmonalstenose

d

Abbildung 5: Formen der Pulmonalstenose (a) Valvuldr
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Abb. 5: Formen der Pulmonalstenose (b) Kombiniert subvalvuldr und infundibuldr im Rahmen einer Fallot’schen
Tetralogie; Farben stellen Sauerstoffgehalt des Blutes dar; rot: sauerstoffreich; blau: sauerstoffarm; violett: mittlerer
Sauerstoffgehalt aufgrund des vorhandenen VSD; VSD: Ventrikelseptumdefekt

Pathophysiologisch liegt allen Formen der gleiche Mechanismus zugrunde. Durch die
Obstruktion kommt es im rechten Ventrikel, also prastenotisch, zu einem Druckanstieg, da
durch eine kleinere Offnung ein bestimmtes Blutvolumen durchgepresst werden muss. Dies
flihrt langerfristig zu einer Druckbelastung der rechten Kammer, die eine konzentrische
Volumenzunahme  der  Herzmuskelzellen  (Hypertrophie) bedingt und eine
Rechtsherzdekompensation durch Funktionsverlust nach sich zieht. Poststenotisch kommt es
zu einem Druckabfall und turbulenten Blutstromungen, die auf Dauer eine Erweiterung des
betroffenen Gewebes bewirken (poststenotische Dilatation).

In der Regel gleichen sich die Driicke in der rechten Kammer und der Pulmonalarterie wahrend
der Auswurfphase an und es sollten keine groBeren Unterschiede messbar sein. Ist jedoch
eine Druckdifferenz zu ermitteln, deutet das auf eine beginnende Stenose hin. Fallt zusatzlich
bei der echokardiographischen Untersuchung eine Flussbeschleunigung des Blutes auf, kann
man ab spezifischen Werten von einer leicht-, mittel- oder hochgradigen Stenose ausgehen

(Herold and Mitarbeiter, 2017). Die Schweregradeinteilung ist in Tabelle 4 dargestellt.

Definition Peak velocity (Vmax) Peak-Gradient (pmax)
Leichtgradig <3,0m/s Ap <36 mmHg
Mittelgradig 3,0-4,0 m/s Ap 36-64 mmHg
Hochgradig >4,0m/s Ap > 64 mmHg

Tab. 4: Schweregradeinteilung gemdfs echokardiographischen Messungen (Herold, 2017, S 181)



Ausgenommen von der hochgradig kritischen Stenose, die sich bereits im Sauglingsalter durch
eine Dekompensation dulert, bleiben die beiden anderen Formen lange beschwerdefrei. Eine
Stenose lll. Grades macht sich durch Belastungsdyspnoe, koérperliche Ermidbarkeit und eine
periphere Zyanose bemerkbar. Die Kinder fallen durch eine typische rote bis blaurote
Wangenfarbung auf. Erst bei kombiniertem Auftreten einer Pulmonalstenose mit ASD oder
VSD kommt es zur zentralen Zyanose mit Verfarbung der Schleimhaute (Schumacher and Vogt,
2011).

Die Behandlungsmallnahmen hadngen von den erhobenen Befunden, wie z.B. der
Echokardiographie und der Anamnese ab. Dennoch gibt es bis heute auller in den schweren
Fallen, keine klaren Handlungsvorgaben anhand derer man den richtigen Zeitpunkt fiir einen
Eingriff oder eine Intervention abpassen kdnnte, da die Forschung bisher die Langzeiteffekte
der chronischen Volumen- und Druckiiberlastung des rechten Ventrikels noch nicht ganz
verstanden hat (McElhinney et al., 2010, Therrien et al., 2000).

Die wichtigste Rolle fir die Therapieindikation spielen Symptome wie Belastungsdyspnoe,
Angina pectoris, Prasynkope oder Synkope, ein maximaler invasiv gemessener Gradient tber
50 mmHg, relevante Herzrhythmusstorungen, assoziierte Herzfehler, die einen Rechts-Links-
Shunt erzeugen und ein mehr als halbsystemischer Druck im rechten Ventrikel (Herold and

Mitarbeiter, 2017).

1.3.1 Therapieoptionen der Pulmonalstenose

Je nachdem, ob die valvuldre Pulmonalstenose isoliert oder kombiniert mit anderen
Herzfehlern vorliegt, sind auch die Therapieindikationen und —Optionen unterschiedlich.

Die Deutsche Gesellschaft flir padiatrische Kardiologie empfiehlt, bei Neugeborenen mit
kritischer valvularer Stenose unabhangig vom Druckgradienten Uber der Klappe zligig eine
Ballonvalvuloplastie durchzufiihren. Sobald bei alteren Kindern Symptome auftreten, ist
ebenso die Therapie nicht unnétig hinauszuzégern. Liegen keine Krankheitszeichen und eine
gute rechtsventrikuldare Funktion vor, ist bei Sduglingen und Kleinkinder ab einem Gradienten
von Uber 50 mmHg und bei Schulkinder Giber 40 mmHg zu intervenieren (Jux et al., 2010).
Symptomatischen Erwachsenen wird bereits bei einer Pulmonalstenose mit einem mittleren
Gradienten von 25 mmHg, bei Fehlen der klinischen Hinweise ab einem peak-to-peak

Gradienten um die 50 mmHg eine Ballonvalvuloplastie nahegelegt (Ertl et al., 2007).
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Die kathetergestltzte perkutane transluminale Angioplastie wurde von dem Schweizer
Andreas Grintzig im Laufe der 70er Jahre zundchst an peripheren Arterien begonnen
(Griintzig and Hopff, 1974). Primar sind spezielle Dilatationskatheter eingesetzt worden, die
man zunehmend modifizierte bis schlieRlich der Ballonkatheter etwas spater auf die
Koronarien angewandt wurde (Griintzig and Schneider, 1977).

Rubio und Limon berichteten zwar erstmals 1956 von einem Fall in dem sie Uber den PA-
Stamm retrograd einen insufflierten Ballon ber die Pulmonalklappe zum rechten Ventrikel
vorschoben. Doch aufgrund der Gefahr eines traumatischen Ab- bzw. Ausrisses der Klappe
und des Gewebes fand dieses Verfahren zunachst keine weitere Beachtung (Rubio and Limon,
1956). Semb und Kollegen beschrieben im November 1979 den erfolgreichen Versuch einer
Pulmonalklappensprengung mittels Ballonkatheter bei einem Neugeborenen mit einer
kritischen Pulmonalstenose und massiven Trikuspidalklappeninsuffizienz. Das Prinzip folgte
einer vendsen Punktion, um dann den Ballon auf Héhe der Pulmonalklappe aufzupumpen und
damit die verklebten Klappensegel so voneinander zu trennen (Semb et al., 1979). Letztlich
gelang es der Arbeitsgruppe von Kan und Kollegen bei einem 8-jahrigen Jungen mit
angeborener Pulmonalstenose durch eine transvendse Ballonvalvuloplastie eine rapide
Verbesserung der hamodynamischen Situation und der Symptome zu erreichen (Kan et al.,
1982). So war eine neue minimal-invasive Methode zur Behandlung der isolierten
Pulmonalstenose etabliert, die bis heute als erstes Mittel der Wahl gilt, sofern keine Aspekte
dagegensprechen (Rao, 2007a). Uber die Jahre hat sich gezeigt, dass dieses Verfahren als
sicher und relativ risikoarm gilt, vor allem wegen der niedrigen Letalitdt von 0,24 % und der
geringen Komplikationsrate von 0,35 % (Stanger et al., 1990).

Bevor die Ballonvalvuloplastie regelhaft durchgefiihrt wurde, war der operative Eingriff die
einzig mogliche Therapieoption. Unabhangig voneinander veréffentlichten Brock und Sellors
im Jahre 1948 erste Berichte Uber gelungene operative Valvulotomien Uber den
transventrikuldren Zugang (Brock, 1948, Sellors, 1948). Im Laufe der Zeit, vor allem nach der
Entwicklung der Herz-Lungen-Maschine (HLM) 1953 durch Gibbon (Hill, 1982), erbrachte die
chirurgische Korrektur der Pulmonalstenose zufriedenstellende Ergebnisse (Mirowski et al.,
1963, Tandon et al., 1965) bis die Ballonvalvuloplastie aufgrund des Zugangswegs, des
kiirzeren Krankenhausaufenthaltes und der finanziellen Vorteile bevorzugt wurde (Peterson
et al., 2003) bzw. dadurch der Zeitpunkt der Operation noch etwas verzégert werden konnte

(Gudausky and Beekman, 2006).
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In vielen Fallen gilt der operative Klappenersatz immer noch als sogenannter ,,Goldstandard”,
wenn das primare Ziel die komplette Wiederherstellung der Funktion einer verkalkten und
stenosierten Klappe verfolgt (Shipton and Wahba, 2001). Die Indikation zur Operation kommt
ferner bei Versagen der interventionellen Therapie zum Einsatz. Dies betrifft zum Beispiel die
schwere supravalvulare oder dysplastische Pulmonalstenose, die signifikante
Klappenringhypoplasie und die hochgradige infundibuldre Stenose (Rao, 2007b), da diese
Formen infolge der komplexen Pathologie unter anderem schlechter oder gar nicht auf die
interventionelle Therapie ansprechen (Buheitel et al., 2001).

Den grof3ten Teil der Klappenersatz-Bedirftigen bildet die Gruppe der Patienten, die nach der
Ballonvalvuloplastie im Langzeitverlauf oder nach vorangegangener Korrektur von
Herzfehlern, wie der Fallot'schen Tetralogie, infolge von Wachstum und Degeneration eine
pulmonale Insuffizienz mit Rechtsherzdilatation und konsekutiver Rechtsherzinsuffizienz
entwickeln (Rao, 2007a, Hazekamp et al., 2001).

Auch bei der Valvuloplastie der Aortenklappe konnten dhnliche Effekte gesehen werden.
Robicsek und Block zeigten, dass sich nach der Intervention eine bestehende Regurgitation
weiter verstdrken kdnnte (Robicsek et al., 1988, Block and Palacios, 1988). Die hohe Mortalitat
und Restenoserate in der betagten Patientenpopulation mit kalzifizierter
Aortenklappenstenose, die sich einer interventionellen Aortenklappensprengung unterzogen,
begrenzte diese Anwendung als palliative Therapie oder Uberbriickungsstrategie bis zur
Operation (Klein et al., 2006, Feldman, 2006, Agarwal et al., 2005). Innerhalb relativ kurzer
Zeit l6ste eine innovative Alternative namens TAVI (transcatheter aortic valve implantation)
in der Mitte der 2000er Jahre die Ballonvalvuloplastie ab, die mittlerweile in immer kiirzer
werdenden Abstdnden technische Schwierigkeiten und Komplikationen durch versierte
Verbesserungen zu Uberwinden scheint (Kim and Hamm, 2017). Haufige Probleme waren
unter anderem paravalvuldre Leckagen, Stentmigration, Koronararterienkompression und -
ruptur, Herzrhythmusstérungen und GefalRkomplikationen (Attmann et al., 2005). Die
Arbeitsgruppen um Andersen und Pavcnik waren 1992 die Pioniere, die katheterbasiert eine
Aortenklappe im Schwein und im Hund applizierten (Andersen et al., 1992, Pavcnik et al.,
1992). Alain Cribier und Kollegen vollzogen 2002 die erste TAVI bei einem 57-jahrigen
Menschen und revolutionierten damit, wie sich spater herausstellen sollte, die Therapie der

degenerativen Aortenklappenerkrankung (Cribier et al., 2002).

12



Wieder den  Pulmonalklappenersatz  betrachtend, miissen den bestehenden
operationsspezifischen Risiken wie beispielsweise der Infektion und den Auswirkungen der
extrakorporalen Zirkulation trotz niedriger Morbiditdit und Letalitdit die notige
Aufmerksamkeit entgegengebracht werden (Jain et al., 2012, Kogon et al., 2013). Vor allem
Patienten, die im Kindesalter komplexe Operationen mit oder ohne klappentragende Conduits
und Patcherweiterungsplastiken bei angeborenen Anomalien des RVOTs erhalten haben,
missen sich im Verlauf mehrmals weiteren operativen MaRnahmen unterziehen (Bauner and
Kozlik-Feldmann, 2013). Da auch hier perkutane minimal-invasive Methoden zunehmend
gefragt sind, werden nun im folgenden Abschnitt die perkutanen Behandlungsarten genauer

dargestellt.

1.3.2 Bisherige perkutane Methoden zum Pulmonalklappenersatz

Bevor der perkutane Pulmonalklappenersatz im klinischen Alltag seinen Platz fand, hat man
sich anderer Moglichkeiten bedient, um die Conduit-Stenose als hadufigste Ursache der
rechtsventrikuldaren Obstruktion zu beheben. Seit dem Ende der 80er Jahre wurden hierfir
ballonexpandierende Edelstahl-Stents verwendet, die man transvends liber die Engstelle des
klappentragenden bzw. klappenlosen Conduits gesetzt hat (O'Laughlin et al., 1993). In Studien
konnte eine signifikante Gradientenreduktion tUber der Klappe erreicht werden (O'Laughlin et
al., 1991) (Saliba et al., 1999). Ebenso hat man gesehen, dass die Funktion des Stents durch
das Wachstum der Kinder in keiner Weise beeintrachtigt wurde und der Zeitpunkt bis zum
folgenden operativen Eingriff effizient verschoben werden konnte (Ovaert et al., 1999).
Nachteil dieser Prozedur ist je nach Stentposition die freie pulmonale Insuffizienz, die durch
die damit verbundene Volumenbelastung zu einer Dilatation der Kammermuskulatur und
systolischer sowie diastolischer Funktionseinschrankung fuhrt. Typische Komplikationen, die
mit dieser Situation einhergehen sind Herzinsuffizienz, Herzrhythmusstérungen und das
erhohte Risiko des plotzlichen Herztods (Bauner and Kozlik-Feldmann, 2013).

Als Alternative dazu und zum operativen Conduitaustausch erprobten Bonhoeffer und
Kollegen im Jahre 2000 zundchst an einer Studie mit fiinf Schafen den transvendsen,
katheterbasierten Pulmonalklappenersatz mit bovinen Jugularvenenklappen (Bonhoeffer et
al., 2000a). Kurz darauf folgte der Meilenstein, als ein 12-jahriger Junge mit kombiniertem
Pulmonalklappenvitium nach multiplen Voroperationen bei Pulmonalatresie und VSD mit

eben dieser Technik versorgt wurde, wohlgemerkt zwei Jahre bevor Cribier diese Methode auf
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die Aortenklappe angewendet hat (Bonhoeffer et al., 2000b) (Abschnitt 1.3.1). Ein in einen
Platin-Stent eingendhtes bovines Jugularvenensegment mit Venenklappe wurde Uber die
Femoralvene mittels Ballonkatheter in der entsprechenden Position platziert. Der Junge
konnte flinf Tage nach dem Eingriff mit normaler rechtsventrikularer Funktion aus der Klinik
entlassen werden.

Es folgten weitere Studien mit zunehmender Patientenzahl. Im Jahre 2002 waren es sieben
Kinder zwischen 10 und 17 Jahren und ein Erwachsener mit 38 Jahren. Alle acht Patienten
waren mehrfach mit klappentragenden Conduits bei komplexen angeborenen Herzfehlern
voroperiert (Bonhoeffer et al., 2002).

Khambadkone et al. berichteten 2005 von einer Studie mit 59 Patienten, die mittels
perkutanem Pulmonalklappenersatz (PPVI = percutaneous pulmonary valve implantation)
behandelt wurden, in der es perioperativ keine Mortalitatsfalle zu beklagen gab.
Druckgradienten und Regurgitationsfraktionen wiesen einen signifikanten Abfall auf,
linksventrikuldre enddiastolische Volumina und Ejektionsfraktionen einen signifikanten
Anstieg, ebenso wie die subjektive und objektive Belastbarkeit (Khambadkone et al., 2005).
So wurde mit der Zeit die mittlerweile regelhaft eingesetzte Medtronic Melody®
Transkatheter-Pulmonalklappe (Medtronic, Minneapolis, MN) entwickelt. Im Abschnitt 1.4
wird auf Einzelheiten dieser Herzklappenprothese eingegangen.

Als Limitationen dieser Vorgehensweise sind anzumerken, dass lediglich Kinder ab fiinf Jahren
bzw. Uber 20 kg dafiir geeignet sind (Ghanbari et al., 2008). Auch Patienten, die eine
transannuldre Patcherweiterungsplastik bei Fallot’scher Tetralogie erhalten haben,
Uberschreiten oftmals Pumlonalklappenring-Durchmesser von iber 30 mm und kommen fir
eine perkutane Behandlung ebenfalls nicht in Frage (Boudjemline et al., 2005).

Feinstein et al. haben 2006 Uber den erfolgreichen Versuch berichtet, in dem ein 10 Monate
alter  Saugling mit ,off-the-shelf“-Komponenten  kathetergestiitzt —mit einer
Pulmonalklappenprothese versorgt worden ist. ,,Off-the-shelf“ bedeutet, dass alle benutzten
Medizinprodukte serienmallig bereits auf dem Markt existieren, jedoch nicht vornehmlich fiir
den entsprechenden Eingriff entwickelt und hergestellt wurden. Eine 12 mm-Hancock
(Medtronic, Minneapolis, MN) Klappenprothese vom Schwein wurde in einen Edelstahl-Stent
eingendht und manuell auf einen herkdmmlichen Ballon-Katheter montiert. Die
Nachsorgeuntersuchung nach elf Monaten demonstrierte zufriedenstellende Ergebnisse

(Feinstein et al., 2006).
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Die bis dahin eingesetzte Technik belief sich auf Herzklappenstents, die durch Ballonkatheter
freigesetzt wurden. Herr Prof. Dr. Lutter, der auch die Studie aus dieser Forschungsarbeit
betreut, war mit seiner Arbeitsgruppe Vorreiter bei der Verwendung von
selbstexpandierenden Klappenstents (Lutter et al., 2002). Attman und Kollegen aus derselben
Forschungsgruppe zeigten im Schafmodell tiber einen Zeitraum von drei Monaten, dass die
Durchfiihrbarkeit von perkutanem Pulmonalklappenersatz mit Nitinol-Stents sehr gute
Resultate erbrachte. Die hohe Flexibilitat dieser Form-Gedachtnis-Legierung (shape-memory-
alloy) und die Fahigkeit der geometrischen Adaption an das umliegende Gewebe ist vor allem
bei Patienten mit veranderter Anatomie des RVOTs aufgrund angeborener Verhaltnisse oder
nach operativer Korrektur von Vorteil (Attmann et al., 2006a).

Es folgten andere Gruppen, die sich mit selbstexpandierenden Stents beschaftigten. Im Jahre
2010 veroffentlichten Schievano et al. einen Artikel, in dem die PPVI mittels eines solchen
Stents (The Native Outflow Tract Device, Medtronic Inc., Minneapolis, MN, USA) an einem 42-
jahriger Patienten mit nicht voroperierter, hochgradiger Pulmonalklappeninsuffizienz
beschrieben wurde (Schievano et al., 2010).

Die bisherige rasante Entwicklung und medizinische Geschichte zeigt, dass experimentelle und
klinische Studien, neue Techniken und innovative Medizinprodukte auf diesem Gebiet auch
zuklnftig dazu fuhren werden, dass sich die Indikation zur Anwendung des perkutanen

Pulmonalklappenersatzes hdchstwahrscheinlich zunehmend ausweiten wird.

1.4 Herzklappenprothesen

Grundlegend gibt es zwei verschiedene Arten von Herzklappenprothesen, bioprothetische
und mechanische. Unter die erstere Gruppe fallen Prothesen, die aus biologischen Materialien
hergestellt werden. Das kdénnen zum einen Xenografts aus tierischem, zum anderen
Homografts aus menschlichem Gewebe stammende Klappen sein. Geschichtlich war D. N.
Ross der erste, der 1962 die fehlende Pulmonalklappe eines 8-jahrigen Jungen mit einer
menschlichen Aortenklappe erfolgreich rekonstruierte (Ross and Somerville, 1966).
Xenografts werden vornehmlich aus Schweine- oder Rinderperikard gewonnen und sind
derzeit die vorzugsweise eingesetzten Herzklappenprothesen (Nishimura et al.,, 2017).
Manche sind in ein Gerist eingendht (stented). Menschliche und tierische Spenderklappen

muissen nach der Entnahme entsprechend gelagert werden. Die Kaltekonservierung
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(Kryokonservierung) in fllissigem Stickstoff ist hier Mittel der Wahl. Mechanische Klappen gibt
es in unterschiedlichen Bauformen: Kugel-, Scheiben- und Doppelfliigelklappen. Dr. Charles
Hufnagel implantierte 1951 die erste kiinstliche Prothese in die Aorta descendens zur
Behandlung einer Aorteninsuffizienz (Hufnagel, 1951). Als kommerziell verfligbare
Kugelprothese fiir die klinische Routine fiihrten Starr und Edwards die Starr-Edwards-Klappe
ein, die sich zligig als Goldstandard fir den Klappenersatz etablierte (Starr and Edwards,
1961). Alle mechanischen Klappentypen erfordern eine lebenslange orale Antikoagulation, da
es sonst durch den Fremdkdrperkontakt des Blutes mit der Klappe zu thrombembolischen
Ereignissen kommen kann. Die Abbildung 6 zeigt Beispiele bestehender

Herzklappenprothesen.
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Abb. 6: Herzklappenprothesen (a) St. Jude Medical Regent ™ Doppelfliigelklappe; (b) Edwards Magna Ease aus bovinem
Perikard (stented); (c) Medtronic Freestyle ® Schweineherzklappe (stentless)
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1.4.1 Uberblick klinisch angewendeter Klappenprothesen in Pulmonalposition

Die Verwendung von Homografts gilt als Goldstandard beim chirurgischen
Pulmonalklappenersatz (Horer et al., 2009). Auch im Zuge der Ross-Operation oder in
klappentragenden Conduits werden haufig Homografts eingesetzt, da diese eine gute
Biokompatibilitat, Verfliigbarkeit in vielen Gr6Ren und exzellente Handhabungseigenschaften
bieten (Forbess et al, 2001). Doch der Mangel an Wachstumspotenzial, die
Verkalkungsneigung und Degeneration machen den wiederholten Klappen- bzw.
Conduitwechsel von Homo- und auch Xenografts unvermeidbar (Horer et al.,, 2009).
Oosterhof und Kollegen zeigten in einer Studie, dass bei ca. 47 % der Patienten keinerlei
Prothesendysfunktion nach zehn Jahren festzustellen war. Ein geringer Homograft-

Durchmesser, jlingeres Patientenalter, eine nicht anatomische Implantationsposition, eine
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aortale Spenderklappe und praoperativ eine hochgradige Pulmonalklappeninsuffizienz haben
zu einer friheren Funktionsstérung nach der Operation gefiihrt (Oosterhof et al., 2006, Meyns
et al., 2005).

Boething et al. beschrieben 2005 in einer Studie, in der sie porcine Xenografts, Homografts
und die Medtronic Contegra-Prothese (Conduit mit eingearbeiteter, boviner
Jugularvenenklappe) miteinander verglichen haben, dass die Prothesen vom Schwein den
anderen beiden Optionen unterlegen war. Vor allem ein porciner Xenograft und das
Patientenalter unter einem Jahr schienen unabhadngig voneinander ein erhdhtes Risiko fir
eine erneute Operation zu beherbergen. Die Forscher sprachen eine Empfehlung fiur die
Contegra-Prothesen aus, da diese liber den Beobachtungszeitraum von zwdlf Jahren bei der
Reinterventionsrate bzw. Reoperationsfreiheit genauso gut wie die Homografts abschnitten,
jedoch eine bessere Verfligbarkeit jeglicher GroBen und ein leichteres Handling aufwiesen
(Boethig et al., 2005).

Seit einigen Jahren sind dezellularisierte Homografts in Erprobung. Menschliche
Spenderklappen werden hier mit Tensiden gereinigt, so dass die extrazelluldare Matrix
unbeschadigt bleibt, jedoch die Spenderzellen nahezu komplett ausgewaschen werden. Man
nimmt an, dass dadurch eine langere Haltbarkeit erzeugt werden kann. Erste mittelfristige
Ergebnisse bestarken diese Annahme und zeigen eine verminderte Reoperationsrate im
Vergleich zu kryokonservierten Homografts oder bovinen Jugularvenen-Conduits (Sarikouch
et al., 2016).

Die Frage, ob der mechanische Klappenersatz bei rechtsventrikuldren Pathologien in
Anbetracht der wiederholten Eingriffe trotz lebenslange Antikoagulation nicht ernsthaft in
Erwagung gezogen werden sollte, wird in der Literatur immer wieder diskutiert (Abbas and
Hoschtitzky, 2014). Hoérer et al. zeigten in einer Studie, in der sie 19 Patienten mit
mechanischen Pulmonalklappen mit 19 Patienten, die Xenografts erhalten haben, verglichen,
dass die hamodynamischen Eigenschaften der kiinstlichen Klappen, denen der tierischen
Pendants Uberlegen waren. Die relativ hohe Wahrscheinlichkeit einer Klappenthrombose
trotz blutverdiinnender Medikamente und die Gefahr der strukturellen Dysfunktion wurde
jedoch auch diskutiert. In der Reoperationsrate gab es in beiden Gruppen keinen signifikanten
Unterschied (Horer et al., 2009). Auch andere Gruppen propagieren den mechanischen
Klappenersatz als mogliche Alternative. Mit einer gut eingestellten Gerinnung ggf. in

Kombination mit einer doppelten Thrombozytenaggregationshemmung waren relativ geringe
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Klappenthrombosen sowie Blutungskomplikationen zu sehen (Dos et al., 2011). Stulak und
Kollegen haben Uber einen Zeitraum von 40 Jahren 54 Patienten mit mechanischer
Pulmonalklappe beobachtet und eine Reoperationsrate von 0 % in den ersten 20 Jahren
beobachten konnen (Stulak et al., 2010). Die Arbeitsgruppe von Waterbolk hat zwischen 1986
und 2005 achtundzwanzig Patienten analysiert und keinen einzigen Fall thrombembolischer
Komplikationen feststellen kénnen (Waterbolk et al., 2006). All diese Studien zeigen auf, dass
in einigen Fallen ein mechanischer Klappenersatz durchaus in Frage kommt, wenn dltere
Patienten bereits sehr oft voroperiert wurden oder aufgrund von Herzrhythmusstérungen
oder einer bereits in anderer Position vorhandenen kiinstlichen Herzklappe oral antikoaguliert
sind. Das erhohte Blutungsrisiko durch die Einnahme blutverdiinnender Medikamente, das
weiterhin existierende Thrombembolie-Risiko, ebenso die Gefahr einer Endokarditis und
Pannusbildung in der Klappe und damit die technisch erschwerte Reoperation muss genau
abgewogen werden. Ein bestehender Schwangerschaftswunsch, der gerinnungshemmenden
Medikation gegeniiber nicht verstdndige Patienten und Betroffene, die im Verlauf einen
interventionellen Eingriff an den peripheren Lungenarterien bendétigen konnten, sind nicht fur
den mechanischen Klappenersatz geeignet (Freling et al., 2015, Casselman et al., 2001).
Weiterhin bedeutend ist, dass die bestehenden interventionellen Methoden sowie die neuen
perkutanen Therapieansdtze, die die Zeit bis zu einer Reoperation bei bioprothetischen
Klappen durchaus verlangern koénnen, fir die kinstlichen Klappen technisch nicht
anzuwenden sind (Jeong et al., 2017).

Seit der ersten perkutanen Pulmonalklappenimplantation im Jahre 2000 sind tber 10 000
dieser Prozeduren in liber 200 Zentren weltweit durchgefiihrt worden, 154 davon in Europa.
Die derzeit zugelassenen Prothesen fir dieses Verfahren sind zum einen die Medtronic
Melody™ Valve und zum anderen die Edwards SAPIEN XT Transcatheter Heart Valve
(Biernacka et al., 2017).

Die Melody™ ist eine bovine Jugularvenenklappe in zwei GréRBen, 16 und 18 mm, die in einen
Platin-Iridium-Stent (CP stent, NUMED, Inc., Hopkinton, New York) eingenaht ist und auf einen
Doppelballonkatheter und spezielles 18, 20 oder 22 mm Applikationssystem geladen wird
(Ensemble, Medtronic, Minneapolis, USA). Um die Klappe zu entfalten, zieht man die Hiilse
zuriick und pumpt den inneren und dufReren Ballon auf die gewtinschte GroRe auf (Abb. 7a).
Die Edwards SAPIEN XT (Edwards Lifesciences, Irvine, California) besteht aus einem Kobalt-

Chrom-Stent, mit einer Klappe aus bovinem Perikard in den GréRen 23, 26 und 29 mm. AuBen
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am Stent existiert noch ein perikardialer Saum, der das Auftreten eines paravalvuldren Lecks
minimieren soll. Das Ganze wird mit einem speziellen Gerat in das Retroflex-3 oder Novaflex
Einfuhrsystem (Edwards Lifesciences) gefaltet, das einen Fihrungskatheter und einen Single-
Ballonkatheter beinhaltet (Abb. 7b). Sie ist unter den beiden Prothesen auch fir die
Versorgung von gestenteten, transanular gepatchten RVOTs anwendbar.

Mehrheitlich wird noch die Melody™ eingesetzt. Limitierend ist, dass sie lediglich in zwei

GroRen zur Verflgung steht (Biernacka et al., 2017).
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Abb. 7: Perkutane Pulmonalklappenprothesen (a) Melody ™ mit Applikationssystem; (b) Edwards SAPIEN XT mit
Einfiihrsystem

AuBerdem wird derzeit eine weitere Klappe in einer klinischer Prifstudie getestet. Die
sogenannte Medtronic Harmony Transcatheter Pulmonary Valve, die erstmals von Schievano
als The Native Outflow Tract Device implantiert wurde (Schievano et al., 2010). Der Nitinol-
Stent hat die Form einer Sanduhr, in deren Mitte eine aus porcinem Perikard gefertigte Klappe
sitzt. Damit ware dies die erste selbstexpandierende perkutane Pulmonalklappe. Erste
Ergebnisse scheinen vielversprechend zu sein (Ansari et al., 2015, Schoonbeek et al., 2016).

Seit den Anfangen der Herzchirurgie ist man bis heute auf der Suche nach der perfekten
Herzklappe. Lebenslange Haltbarkeit, Antithrombogenitat und Infektionsresistenz sind die
Eigenschaften, die man vereinen mochte. Weder biologische noch mechanische Prothesen
erfillen diese Anforderungen. Daher sondieren Forschungsgruppen stetig neue, geeignete
Materialen und die richtigen Herstellungsmethoden, um diesen Anspriichen gerecht werden
zu konnen (Neumann et al., 2014). Die Idee ist eine biomechanische Klappe zu entwerfen, in
der man die lebenslange Haltbarkeit der mechanischen Klappe mit den Vorteilen der flexiblen

Bioprothese, welche ohne blutverdiinnende Medikamente auskommt, vereint (Daebritz et al.,
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2004). Polyurethan ist hierbei eines der verheiBungsvollsten Materialen, das seit einigen

Jahren in den Fokus geriickt ist.

1.4.2 Polyurethan als medizinischer Werkstoff

Polyurethan ist ein Kunststoff, welcher aufgrund seiner guten Biokompatibilitdit und der
herausragenden mechanischen Eigenschaften bei der Herstellung medizinischer Implantate
eine wichtige Rolle spielt (Gunatillake et al., 2006, Hiltunen et al., 1998, Tang et al., 2001,
Gorna and Gogolewski, 2002). Es ist derzeit vor allem als modifiziertes Polyether-Urethan
(PEU), z.B. in Form von Biomer®, oder Polycarbonat-Urethan (PCU), u.a. als Carbothane® fir
verschiedene medizinischer Zwecke im Gebrauch (Szelest-Lewandowska et al., 2007). In der
Kardiologie und Herzchirurgie werden unter anderem Herzkatheter, Sonden fir
Herzschrittmacher, Perikardpatches und Herzunterstiitzungssysteme aus Polyurethanen
gefertigt (Nayak et al., 2001, Guan et al., 2005, Santerre et al., 2005, Gorna and Gogolewski,
2002).

Es konnte gezeigt werden, dass sich hierbei das PCU als biostabiler im Vergleich zu PEU verhilt,
was zu selteneren Ermidungsrissen auf der Oberflache fihrt (Pinchuk, 1994). In den lbrigen
Merkmalen wie den mechanischen Eigenschaften, der oxidativen Stabilitat oder der in vivo
ausgelosten Fremdkorper-/ Immunreaktion verhielten sich beide Polymere anndhernd gleich
(Mathur et al., 1997).

Desai und Kollegen haben in einem in vitro-Experiment beschrieben, welches eine Zeitspanne
von Uber zehn Jahren simuliert, dass ein mit modifiziertem PCU ausgekleideter Aortenstent
aus Nitinol keine signifikante Degeneration und gute Federungseigenschaften gezeigt hat
(Desai et al., 2012). Ebenso wurde nachgewiesen, dass in einem Vergleich zwischen einem PU-
Nitinol-GefaRstent und einem Polyester(PET)-Nitinol-Stent das Polycarbonat dem PET in der
Compliance 17-fach tberlegen war (Guan et al., 2016).

Roe und Kollegen beschaftigten sich als einer der ersten Arbeitsgruppen mit der Herstellung
von Elastomer-/ Polymer-Kunstklappen und entwickelten Ende der 50er Jahre eine
Aortenklappenprothese aus Silikonkautschuk. Aufgrund exzessiver Thrombembolien die mit
einem hohen MaR an Morbiditdat und Mortalitat einhergingen, kam es zum Abbruch der Studie
(Roe and Moore, 1958). Braunwald et al. versuchten es mit einer Polytetrafluorethylen-
Version. Auch hier wurde das Experiment vorzeitig beendet, da bei 13 von 33 Patienten Risse

in den Taschensegeln zu schwerwiegenden Aorteninsuffizienzen fiihrten (Braunwald and
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Morrow, 1965). Weitere Versuche mit Silikonkautschuk, PTFE (Teflon®), PET (Dacron®),
Polyvinylchlorid und Polyurethan wurden in vitro und in vivo erprobt (Roe et al., 1966,
Braunwald and Morrow, 1965, Nistal et al., 1990, Imamura and Kaye, 1977, Hufnagel, 1977,
Hyde et al., 1999). Die Tatsache, dass alle diese Klappen weder hamo- noch biokompatibel
waren und zu Verkalkungen, Hydrolyse, Oxidation und Lipidabsorption neigten, machte es
nicht moglich, sie im Menschen regelhaft zu implantieren (Schoen et al., 1988, Hyde et al.,
1999).

Im Laufe der Jahrzehnte stellte man fest, dass nicht nur die Materialbeschaffenheit, sondern
auch der Fertigungsprozess eine Auswirkung auf die Eigenschaften der Prothese hat. So
konnte man in den 90er Jahren erste positive Ergebnisse verzeichnen, obwohl immer noch
das grolRe Problem der Thrombogenitat nicht beseitigt werden konnte (Lo et al., 1988, Jansen
et al., 1991a).

Polyurethan stach durch seine Bestandigkeit, Elastizitat, Ermidungsresistenz, Compliance und
geringe Fremdkorperreaktion hervor (Zdrahala and Zdrahala, 1999) und so implantierten
Wheatley et al. offen chirurgisch bei acht Schafen PU-Prothesen in Mitralposition und
verglichen sie mit jeweils zehn in gleicher Lage eingesetzten mechanischen und biologischen
Klappen. Zuvor ist die PU-Klappe in vitro ber 400 Millionen Zyklen, was ca. 10 Jahren
normaler Herztatigkeit entspricht, auf Ermidung getestet worden. Im Ergebnis waren die PU-
Prothesen in hamodynamischer und degenerativer Hinsicht den Bioprothesen und in der
Hamokompatibilitat ganz ohne den Einsatz von Antikoagulanzien den mechanischen Pendants
Uberlegen. Es konnte gezeigt werden, dass es maoglich ist, ein Polymer zu generieren, dass
sowohl Flexibilitat als auch mechanische Widerstandsfahigkeit bieten kann (Wheatley et al.,
2000).

Daebritz et al veroffentlichten 2003 eine Studie, in der sie eine biomechanische ADIAM
(ADIAM Life Science AG, Koln) PCU-Prothese fiir den Mitralklappenersatz an sieben Jersey-
Kélbern testeten, die eine bemerkenswerte Performance erbrachte (Daebritz et al., 2003).
Kurze Zeit spater wurde von der gleichen Arbeitsgruppe eine der Aortenklappe angepasste
PCU-Prothese entworfen und ausprobiert, die das Profil der nativen Klappe nachahmte und
so weitgehend physiologische Stromungsverhadltnisse erzeugte. Auch hier zeichnete sich eine
Uberlegenheit in der Haltbarkeit und verminderter Verkalkungsneigung gegeniiber der
biologischen Klappe ab, ohne dabei ein erhéhtes thrombembolisches Risiko in Abwesenheit

blutverdiinnender Therapeutika mit sich zu bringen (Daebritz et al., 2004).
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Ferner wurde Uber die Jahre entdeckt, dass Polymere, so auch Polyurethan und Polycarbonat-
Urethan, chemisch derart veranderbar sind, dass korpereigene Proteine daran binden und die
Kunststoffe sich selbst mit der Zeit abbauen kénnen (Phaneuf et al., 1997, Zdrahala and
Zdrahala, 1999). Somit werden sie nunmehr auch im Bereich des Tissue-Engineerings als
vielseitiges Gerustmaterial erprobt (Howard, 2002). Unter anderem wurde ein Polyether-
Urethan-Urea(PEUU) entwickelt, welches sich in Erde, im Wasser und in Schlick biologisch
zersetzte (Rafiemanzelat et al., 2013).

Nach den unbefriedigenden Erfahrungen der ersten Stunde haben neuere Studien das
Gegenteil bewiesen. Die Fortschritte in der Herstellung, dem Design und der Modifizierung
der Polymere fiihrten zu einer verbesserten Biokompatibilitat und -Stabilitat dieser
Materialien. So steigt die Wahrscheinlichkeit, dass die aufkommende Generation von PU-
Prothesen zukiinftig eine passende Langzeit-Alternative zu den derzeit existierenden

Herzklappenprothesen darstellen konnte (Ghanbari et al., 2009).

1.5 Fragestellung und Ziel der Studie

Die in den vorangegangenen Abschnitten vorgestellten Aspekte ins Auge fassend wurden fir
dieses Forschungsprojekt Pulmonalklappen aus Polycarbonat-Urethan angefertigt und im
Schafmodell Gber unterschiedliche Zeitrdume untersucht, um letztlich eine Herzklappe zu
entwickeln, die die bisherigen im klinischen Umfeld gebrauchlichen Prothesen Ubertrifft und
so die Moglichkeit bietet, den Anforderungen einer méglichst langen Lebensdauer ohne orale
Antikoagulation gerecht zu werden. Da minimal-invasive Methoden zunehmend in den
Vordergrund treten, wurde das Prothesendesign so ausgelegt, dass eine perkutane
Applikation moglich ist.

Attmann et al. entwickelten hierzu 2006 das erste Modell eines solchen Prothesenstents
(Attmann et al., 2006b). In einer vorangegangenen Studie dieser Arbeitsgruppe, in der neun
Schafe nach perkutaner PCU-Klappen Implantation Uber einen Zeitraum von einem Monat
evaluiert wurden, konnte bereits gezeigt werden, dass die hamodynamischen, histologischen
und statistischen Ergebnisse mehr als zufriedenstellend gewesen sind (Metzner et al., 2010a).
Diese ermutigenden Resultate fihrten dazu, in einem erweiterten Versuchsmodell nun die
Ergebnisse eben dieser PCU-Klappe liber unterschiedliche Zeitspannen von einem, drei und

sechs Monaten zu vergleichen.
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Hamodynamische Messungen wdhrend der Interventionen und echokardiographische
Nachsorgeuntersuchungen wurden zu Lebzeiten der Tiere erhoben, um pathologische
Zustande und Entwicklungen zu detektieren. Diese wurden nach Studienabschluss soweit
moglich, miteinander verglichen und die Frage nach den hamodynamischen Eigenschaften
gestellt.

Makroskopische Examination der Herzen und neun verschiedene mikroskopische Farbungen
wurden postmortal durchgefiihrt, um das Gewebe auf krankhafte Geschehen,
Umbauprozesse und immunologische Reaktionen zu untersuchen und festzustellen, ob das
Polycarbonat-Urethan dem Pulmonalklappenersatz durch seine Biokompatibilitat dienlich ist.
Letztlich wurden noch zwei PCU-Prothesen im Rahmen des Tissue-Engineerings dynamisch
und statisch mit Knochenmarkszellen besiedelt und es wurde unter dem Raster-Elektronen-
Mikroskop im Vergleich zu einer dritten nativ belassenen PCU-Klappe validiert, inwiefern eine
erfolgreiche Zellanheftung an die Substanz stattgefunden hat und was das im Folgeschritt flr

den erweiterten Einsatz als Gerlistmaterial bedeutet.
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2. Material und Methoden

Die Antrage zu dieser tierexperimentellen Studie wurden sowohl vom Ministerium fir
Landwirtschaft, Umwelt und Naturschutz Schleswig-Holstein, als auch vom
Tierschutzbeauftragten, Herrn Prof. Dr. G. Schultheil® und zuvor von Herrn Prof. Dr. |. Reetz
der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel, genehmigt und entsprechen den Richtlinien des
deutschen Tierschutzgesetzes. Die Durchfiihrung der Versuche und Nachsorge der Tiere
erfolgte in Zusammenarbeit mit der Veterinarmedizinerin Frau Dr. Telse Bahr und nach den
internationalen Vorgaben des ,Guide for the Care and Use of Laboratory Animals“ (Council,

2011) und dem ,Core Principles of Laboratory Animal Care” (Pankevich et al., 2012).

2.1 Die Versuchstiere
Die hier untersuchten Tiere gehoérten der Shropshire-, Suffolk-, und Norweger-Mix-Rasse an.
Es wurden weibliche wie mannliche Schafe verwendet, ihr durchschnittliches Gewicht betrug

39,4 kg (32,0-50,6 kg) und sie waren zwischen sechs und neun Monate alt.

PU-Schaf Implantationsdatum Follow-Up TTE Explantationsdatum
PU1 03.11.2008 01.12.2008
PU 2 12.11.2008 08.12.2008
PU 3 27.01.2009 02.03.2009
PU4 04.02.2009 05.03.2009 (4W) 29.04.2009
PUS 11.02.2009 09.03.2009
PU7 13.06.2009 17.08.2009 (8W) 25.08.2009
PU 12 06.09.2010 29.11.2010 (12W) 14.03.2011
PU 14 22.11.2010 14.02.2011 (12W) 17.06.2011
PU 15 24.01.2011 20.04.2011 (12W) 27.06.2011

Tab. 5: Versuchstieriibersicht: Ubersicht der Versuchstiere, die im Zeitraum zwischen November 2008 und Oktober 2011 fiir
den priméren Endpunkt genauer untersucht wurden; bei fiinf Tieren wurde als Nachsorgeuntersuchung (Follow-Up) eine
transthorakale Echokardiographie (TTE) durchgefiihrt.

Im Rahmen der Untersuchung traten bei einigen Tieren Komplikationen auf, welche zum
vorzeitigen Versuchsabbruch gefiihrt haben. Diese Schafe wurden aus der Studie

ausgeschlossen (Tab. 6).
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PU-Schaf Versuchsende Uberlebensdauer Todesursache

PU6 23.05.2009 30 Tage Intraop. Reanimation, Gber 4 Wochen
Fieber, antibiot. Therapie ohne Erfolg,
Dexamethasongabe, Perikarderguss,
Klappe komplett zugewachsen

PU 8 14.07.2009 8 Tage RVOT-Obstruktion durch endokarditische
Uberwucherung
PU9 04.08.2009 19 Tage RVOT-Obstruktion durch

blumenkohlartige Uberwucherung (a.e.
endokarditisch bedingt)

PU 10 13.10.2009 22 Tage tot im Stall aufgefunden, bereits
wahrend Implantation
Entladungsprobleme des Katheters,
native Klappe tlw. frei

PU 11 28.01.2010 0 Tage Euthanasie am OP-Tag, nachdem sich die
PU-Klappe nach Implantation steif und
funktionslos erwies, Gradient tiber der
Klappe massiv hoch

PU 13 03.11.2010 15 Tage Stentmigration in RV, mit Obstruktion
des RVOT
PU 16 10.10.2011 182 Tage Stentmigration oberhalb der nativen

Klappe, nur noch teilweise bedeckt,
daher ohne Funktion

Tab. 6: Friihzeitiges Versuchsende;
RVOT: right ventricular outlfow tract = rechtsventrikuldrer Ausflusstrakt; a.e.: am ehesten; tiw.: teilweise, PU: Polyurethan;
RV: rechter Ventrikel

2.2 Der selbstexpandierende Nitinol-Stent

Nitinol ist eine dquiatomare bzw. eine anndhernd dquiatomare Metalllegierung, die aus
mindestens 50 % Nickel und Titan besteht. Dieser Werkstoff wurde in den 60er Jahren des
20. Jahrhunderts von William J. Buehler und seinem Team entwickelt, wobei ,,NiTi“ firr Nickel-
Titan und ,-nol” fir Naval Ordnance Laboratory steht (Kauffman and Mayo, 1997). Seither ist
Nitinol aufgrund seiner auBergewdhnlichen Eigenschaften ein vielseitig eingesetztes Material
in der Medizin.

Als Formgedachtnislegierung (sog. Shape Memory Alloy, SMA) besitzt es die einzigartige

Fahigkeit, sowohl temperaturabhdngig als auch mechanisch bedingt in zwei unterschiedlichen
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Kristallstrukturen existieren zu konnen, ohne dabei Wairme mit seiner Umgebung
auszutauschen.

Konkret bedeutet dies, dass es moglich ist, bei vergleichsweise niedrigen Temperaturen, z.B.
bei Raumtemperatur (martensitische Phase), den Stoff in die gewiinschte Form zu bringen,
ohne dass er sich zurlick in seinen Ursprungszustand ausdehnt. Erst nach Implantation in den
menschlichen Korper, wo eine Temperatur von ca. 37 Grad Celsius (austenitische Phase)
vorherrscht, ,erinnert” er sich an die anfangliche Struktur und nimmt diese wieder ein
(Abb. 8). Die mit diesem ,,shape memory effect” einhergehende Super- bzw. Pseudoelastizitat
beschreibt ferner die Eigenschaft, dass das Material nach dem Entlasten durch seine innere
Spannung wieder in seine Ursprungsform zurilickkehrt, also vom Martensit wieder in das

Austenit. Dadurch kann es bis auf einen 3 bis 8-fach

(a)
Martensite % geringeren Durchmesser komprimiert werden (Duerig et

Stress
applied

al., 1999). Diese Verformbarkeit ist eminent wichtig fiir

Detwinned ®
% den endovaskuldren Einsatz von Nitinol (El Feninat et al.,

Stress
removed

‘”ﬁ 2002). Da er aufgrund der erlduterten Besonderheiten

selbstexpandierend ist, kann er ohne die Anwendung

Heat

(@

eines Ballon-Katheters allein durch das Zuriickziehen des

Austenite

Coal Katheters in gewtinschter Position platziert werden.

(e)
Twinned ortented % Im Vergleich zu 316 L rostfreiem Stahl, aus dem

Abb. 8: Prinzip des shape memory effects: ~ neutzutage viele Stents gefertigt sind, besitzt Nitinol eine
(a) Martensit b. RT; (b) Martensit n. mech.

Verformung; (c) Martensit n. 10 bis 20-mal héhere Flexibilitdt. Zudem ist es in Bezug
Stressentlastung bei KT = (d) Austenit und . . . . .
Ubergang in die Ursprungsform (e); auf  Abknickresistenz, bio- und biomechanischer
RT: Raumtemperatur; KT: Kbrpertemperatur I . . .
(Wadood, 2016) Kompatibilitat, MRT-Fahigkeit, Hysterese, dynamischer

Beeinflussung und Ermidungserscheinungen vielen anderen medizinischen Werkstoffen
Uberlegen (Duerig et al., 1999).

Der in der Studie verwendete Nitinol-Stent, besteht aus 55 % Nickel und 45 % Titan und wird
von der Firma OptiMed (Medizinische Instrumente GmbH, Ettlingen, Deutschland) hergestellt.
Die fiir die Tiere der Gruppe 1 und 2 verwendeten Stents waren tubuldr, 30 mm lang und
bestanden aus drei Reihen a 13 Rauten. Um jedoch den anatomischen Anspriichen des
rechtsventrikuldaren Ausflusstraktes besser genligen zu kénnen, wurde im Laufe der Zeit ein
konisches Stentgerist entwickelt, das aus jeweils zwei Reihen mit 14 Rauten aufgebaut ist und

eine Lange von 38 mm hat. Der Diameter des distalen Endes betragt 22 (28) mm, 24 (30) mm
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misst der Durchmesser in der Mitte und 26 (32) mm am proximalen Ende (Abb. 9). Sein

konisches Design sorgt fiir eine bessere Verankerung im subvalvuldaren Teil des rechten

Ventrikels und vermindert das Risiko einer Stentmigration.
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Abb. 9: Konisches Nitinol-Stentgeriist, ab Tier PU12 eingesetzt (a) Ldngsansicht; (b) Queransicht von oben;
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(c) Queransicht von unten

2.3 Die Polycarbonat-Urethan-Herzklappe

Die in unseren Versuchen verwendeten Pulmonalklappen aus Polycarbonat-Urethan (PCU-

Abb. 10: PCU Klappe in N/tmo/ Stent;
(a) Tubuldrer Stent, Ansicht von oben;
(b) konischer Stent, Ansicht von unten

Klappen) wurden mit Hilfe der Tauchtechnik (sog. Dip-
Coating-Verfahren) von der Firma Mecora GmbH,
Aachen in Zusammenarbeit mit dem Helmholtz-Institut
fir angewandte Medizintechnik, RWTH Aachen
hergestellt (Abb. 10). Durch das Dip-Coating-Verfahren
ist es moglich eine Segeldicke von 100-150 um zu
erzeugen. Bioprothetisch hergestellte Pulmonalklappen
hingegen (z.B. aus bovinen Jugularvenen) besitzen eine
Membrandicke von 230 = 50 um (Li et al., 2007).

Es wurden KlappengroRen mit einem Durchmesser von
20 mm, 22 mm (tubuldrer Stent) sowie 22-26 mm und
28-32 mm als konisches Design gefertigt.

Durch die Gesamtheit der Materialbeschaffenheit und

der Dip-Coating-Methode wird somit eine zarte Klappe geschaffen, die in einen 14 F-Katheter
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gefaltet werden kann (Abb. 11). Dies sollte vor allem bei der Behandlung jiingerer Patienten

mit geringeren GefaBRdurchmessern in Erwagung gezogen werden.

"-L
ER SCALE

Abb. 11: (a) PCU-Klappe in Nitinol-Stent,
Rechteck: Klappe komprimiert in 14 F-
Messlehre; (b): VergréfSerter Bildausschnitt

2.4 Das Applikationssystem

Als Applikationssystem dienten Katheter der Firma OptiMed (Medizinische Instrumente
GmbH, Ettlingen, Deutschland), die von Herrn Klaus Mick und seinem Team an die hiesigen
Anforderungen angepasst wurden.

Die vollstandige Lange eines Katheters betragt hierbei 120 cm, 103 cm davon als tatsachlicher
Anteil, der intravasal vorgeschoben werden kann. Der AuRendurchmesser zahlt 22 French (F),
was 6,7 mm entsprechen, der Innendurchmesser bzw. Laderaumdurchmesser hingegen 18 F
| (=6 mm) und die Laderaumlange,
in  welche der Klappenstent
eingebracht wird, 4,5 cm.

An der Katheterspitze befindet
sich eine ca. 2 cm lange dilatator-
bzw. olivendhnliche Struktur aus
Silikon (Abb. 12, Pfeil), die das

atraumatische Vorschieben des

Abb. 12: Applikationskatheter mit teilweise inserierter PCU-Klappe, der Applikationssystems im Gefal

Klappenstent wird auf 18 F (Innendurchmesser d. Katheters)

zusammengefaltet, Pfeil: , Olive” als Vorschiebehilfe im Gefdf3 und die Freisetzung des PCU-
Klappenstents aus dem Katheter unterstitzen soll, ohne dabei die Prothese oder den Stent zu

beschadigen. Auch andere Forschungsgruppen bedienen sich beim perkutanen
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Pulmonalklappenersatz ahnlicher Vorrichtungen, da dadurch das Verletzungsrisiko deutlich
gemindert ist (Boudjemline et al., 2005).

Um letztlich den Stent aus dem Katheter freizusetzen ist am proximalen Ende eine Vorrichtung
angebracht, die als ,,Pusher” bezeichnet wird (Abb. 13).

Durch das Zusammenspiel der PCU-Klappe im Nitinol-Stent und des dazu entwickelten
Applikationssystems ist es moglich, auf die bisherige auf diesem Gebiet angewendete ,ballon-
in-ballon“ (BIB)-Technik zu verzichten (Wilson et al., 2014). Bei dieser wird die Pulmonalklappe
auf  einen  Doppelballon-Katheter
geladen, zu deren Freisetzung
zunachst der innere und dann der
duBere Ballon aufgepumt werden (Lurz
et al., 2009). Je nach Beschaffenheit
und Verkalkungsgrad des umliegenden

Gewebes kann dies die Gefahr einer

Gefall- bzw. Klappenringverletzung

Abb. 13 (A) und (B): Applikationskatheter mit sog. "Pusher" am
bergen (Khambad kone, 2012) proximalen Ende (Pfeil)

2.5 Der Versuchsaufbau

Die Stallungen der Versuchstiere befinden sich im Viktor-Hensen-Haus auf dem Hauptcampus
der Christian-Albrechts-Universitat, Hermann-Rodewald-Strale 12 in 24118 Kiel. Von dort aus
wurden die Schafe jeweils am Tag der Implantation in das ehemalige Herzkatheterlabor der
Kinderklink transportiert und nach dem Eingriff wieder zurlickgebracht. Es erfolgte zu
jederzeit eine artgerechte, professionelle Tierpflege unter der Aufsicht von Herrn Prof. Dr.

SchultheiR.

2.5.1 Der Operationssaal

Der Operationssaal, in denen die perkutanen Implantationen der experimentellen
Herzchirurgie durchgefiihrt werden, befindet sich wie bereits erwdahnt im friheren
Herzkatheterlabor der universitaren Kinderheilkunde, Schwanenweg 20, 24105 Kiel. Er ist
ausgestattet mit einer Angiographie-Anlage des Typen Optimus M200 (Philips Healthcare,

Medical Systems, Hamburg).
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In Abbildung 14 ist der Versuchsaufbau vereinfacht dargestellt.

Bilddarstellung

Réntgenstrahler mit
Bildverstdrker

Untersucher/Assistent

C-Bogen, rotierbar

Andsthesie/
Abb. 14: Vereinfachte Skizze des Versuchsaufbaus Narkosegerdt

2.5.2 Die Versuchsdurchfiihrung

Vor dem Transport in die Kinderklinik wurden die Tiere zunachst mit 10 mg/ kg KG Ketamin
i.m. (Ketamin 10 %, Bremer Pharma GmbH, Warburg, Deutschland) und 0,1 mg/ kg KG Xylazin
i.m. (Rompun, Bayer AG, Leverkusen, Deutschland) pramediziert. Es wurde prdoperativ eine
Nahrungskarenz von 12 Stunden eingehalten, Wasser durfte bei Bedarf getrunken werden. In
den Versuchsraumen angekommen, wurde nach vorangegangener Desinfektion unverziglich
ein vendser Zugang am Ohr gelegt.

Nach pernasaler Praoxygenierung mit Sauerstoff fiir ca. drei Minuten wurde mit 6 mg/ kg KG
Propofol i.v. (Propofol®-Lipuro 2 %, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) die
Narkose eingeleitet und das Schaf auf die Behandlungsliege der Angiographieeinheit
umgelagert. Unter laryngoskopischer Sicht fand daraufhin die Intubation statt (oro-trachealer
Tubus mit Niederdruckcuff, GroRe zwischen 6-7,5 I.D. = interner Diameter), der Tubus wurde
entsprechend fixiert und die volumenkontrollierte maschinelle Beatmung gestartet. Man
achtete hierbei auf moglichst physiologische Verhaltnisse, dementsprechend wurden die
Parameter je nach Tier individuell angepasst (= 6L Atemminutenvolumen, 12-16
Atemfrequenzen pro Minute). RegelmaRige Blutgasanalysen dienten zur Beatmungskontrolle.
Weiterhin wurde jedes Schaf mit einer Magensonde versorgt.

Die Aufrechterhaltung der Anasthesie erfolgte mittels kontinuierlicher Gabe von 7 mg/ kg/ h
Propofol 2 % i.v. und 0,015 mg/ kg/ h Fentanyl i.v. (Fentanyl®-Janssen, Janssen-Cilag Pharma

GmbH, Wien, Osterreich), zusitzlich wurde auf eine ausreichende Volumensubstitution
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mittels Ringerl6sung geachtet. In Situationen der Kreislaufinstabilitat griff man auf Hydroxy-
Ethyl-Starke (HAES, HAES-steril®, Fresenius Kabi AG, Bad Homburg vor der Hohe,
Deutschland) zuriick.

Als perioperative Antibiotikaprophylaxe verabreichte man vor Implantationsbeginn 1500 mg
Cefuroxim i.v. (Cefuroxim Fresenius 1500 mg Pulver, Fresenius Kabi G, Bad Homburg vor der
Hohe, Deutschland).

Nach der Intubation wurden die Versuchstiere standardgemdR an das Monitoring
angeschlossen, welches ein EKG zur Uberwachung der Herzfrequenz und des Herzrhythmus
und die Pulsoxymetrie zur Sauerstoffsattigungsableitung im Blut und Pulsfrequenzmessung
umfassten.

Im Anschluss kam es zur korrekten Lagerung der Tiere auf der Behandlungsliege, so dass die
Extremitdten so physiologisch wie moglich fixiert wurden und das Operationsgebiet
vorbereitet werden konnte. Zunachst wurden beide Leistengegenden und der Brustkorb im
Falle einer notfallmaBigen Thorakotomie geschoren, mit Propanol-Wasserstoffperoxid-
Tinktur (Kodan® Tinktur forte farblos, Schiilke & Mayer GmbH, Norderstedt, Deutschland)
entfettet (Abb. 15), daraufhin chirurgisch desinfiziert und mit sterilen Operationstiichern

abgedeckt.

Abb. 15: (a) und (b): OP-Vorbereitungen

Nach entweder per Dopplergerat aufgesuchter oder manueller Lokalisation der linken Arteria
femoralis punktierte der Operateur das Gefal3 und fiihrte eine 5 F-Schleuse (Terumo Medical
Corporation, Somerset, NJ, USA) ein, (iber die eine kontinuierliche Blutdruckmessung
abgeleitet wurde. Als Nachstes wurde in die linke Vena femoralis ein 7 F-Ballonkatheter
(Arrow-Berman Angiography Catheter, Teleflex Medical, Limerick, PA, USA) und in gegebenen

Fallen ein 5 F-Pigtail-Katheter (Expo® Angiographic Catheter, Boston Scientific, Natick, MA,
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USA) eingefiihrt und unter fluoroskopischer Kontrolle in die entsprechenden Positionen
vorgeschoben. Um vorgesehene Untersuchungen durchfiihren zu kénnen, wurde eine
Hochdruck-Injektionsspritzenpumpe zur Kontrastmittelgabe (IMERON®, Bracco Imaging
Deutschland GmbH, Konstanz, Deutschland) verwendet.

Zur Stentimplantation wurde in die rechte Vena femoralis (iber eine 9 F-Schleuse ein
supersteifer 0.035 Inch-Katheter (300 cm, Back-up Meier, Boston Scientific, Miami, FL, USA)
eingefuhrt. Zeitgleich wurden 5000 I.E. Heparin (Heparin-Natrium-ratiopharm®, ratiopharm
GmbH, Ulm, Deutschland) intravends appliziert, um einer Gerinnungsreaktion und
Thrombenbildung bei Fremdkdrperkontakt entgegenzuwirken. AnschlieBend wurden die 9F-
Schleuse gegen eine 22 F-Schleuse (22-F Introducer Sheath, W. L. Gore & Associates Inc.,

Flagstaff, AZ, USA) ausgetauscht.

Um eine moglichst optimale Beladung der Applikationsvorrichtung mit der PCU-Klappe zu
ermoglichen, wurde der Applikationskatheter reichlich mit steriler Kochsalzlosung gespult und
die Herzklappenprothese einige Minuten in kaltem destilliertem Wasser gelagert. Danach
wurde der Klappenstent manuell gleichmaRig langs eingefaltet bzw. komprimiert und in die
Ladekammer des Applikationssystems platziert.

Dann wurde der mit der PCU-Klappe beladene Katheter tber die 22 F-Schleuse und den zuvor
gelegten Fihrungsdraht in die Vena femoralis eingebracht. Von dort aus wurde das System
unter fluoroskopischer Sicht antegrad tGber die Venailicaca, Vena cava inferior bis zum rechten
Vorhof vorgeschoben und vorsichtig die Trikuspidalklappe passiert. Dabei musste eine relativ
steile Drehung erfolgen, um lber den rechtsventrikularen Ausflusstrakt auf Hohe der nativen
Pulmonalklappe zu gelangen.

Uber Kontrastmittelgaben konnte die Lage des Applikationssystems in Bezug auf die native
Klappe korrigiert bzw. optimiert werden. War die korrekte Position eingestellt, erfolgte unter
Zurickziehen des Katheters und vorsichtiger Betatigung des Pushers der Abwurf des Stents.
Nach rontgenologischer Kontrolle der Funktion der PCU-Klappe und Sicherstellung der
vollstandigen Entfaltung wurden der Implantationskatheter und der Fiihrungsdraht langsam
zurlickgezogen.

Bei zweien der Versuchstiere (PU 14 + PU 15) verrutsche der erste Stent distal der nativen
Pulmonalklappe in den Hauptstamm der Pulmonalarterie. Daraufhin wurde eine weitere
Klappe implantiert, deren Sitz erstklassig war und die Versuche wurden nach sechs Monaten

erfolgreich beendet (Abb. 16). Da die migrierten Stents keinerlei Auswirkung auf die
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Hamodynamik und die Klappenfunktion des zweiten Implantierten Stents hatten, wurde

sowohl PU 14 als auch PU 15 in der Studie behalten.

Abb. 16: (a) Pfeil:
Teilweise entfalteter
PCU-Klappenstent;
(b)Pfeil: Vollstdndig
expandierter Nitinol-
Stent; Stern ( *): 1.
Klappenstent,
oberhalb der nativen
Klappe

Die Heparinisierung wurde mittels der intravendsen Gabe von 5000 I.E. Protamin (Protamin
VALEANT®, Meda Pharma GmbH & Co. KG, Bad Homburg vor der Hohe, Deutschland)
aufgehoben und alle weiteren Katheter und GefalRschleusen entfernt. Die Hautinzisionen in
den Leisten sind mit Einzelknopfnahten verschlossen worden, deren Entfernung am zehnten
postoperativen Tag erfolgte. Um eine Einblutung in die Leisten zu verhindern, wurde auf beide
fir 20-30 Minuten dauerhaft manuelle Kompression ausgeiibt und anschlieRend sterile
Verbande angebracht.

Sofern das Tier nach all jenen MalBnahmen kreislaufstabil war, beendete man die Narkose und
vollzog unter gesicherter Spontanatmung und ausreichender Absaugung die Extubation. Noch
in Sedierung transportierte man das Schaf sodann zuriick in die Stallungen, wo es vorerst bis

zum Erwachen in einer Einzelbox gehalten wurde.

2.5.3 Erhebung hamodynamischer Untersuchungsdaten
Wahrend jedes Eingriffs erhob man vor und nach der Implantation und vor dem jeweiligen

Versuchsende folgende angiographische Messwerte:

e Systolischer rechtsventrikuldrer Druck (RV sys)

e Diastolischer rechtsventrikularer Druck (RV dias)

e Enddiastolischer rechtsventrikuldrer Druck (RV ED)
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e Systolischer pulmonalarterieller Druck (PAP sys)

e Diastolischer pulmonalarterieller Druck (PAP dias)

e Mittlerer pulmonalarterieller Druck (PAP mean)

e Druckgradient Gber der Pulmonalklappe (ptpp gradient)

e Mittlerer arterieller Druck (MAP)

2.6 Echokardiographische Untersuchungen

Nach Einleiten der Narkose wurde eine erste transthorakale Echokardiographie (GE Vivid I, GE
Healthcare, General Electric Company, Chalfont
St Giles, Buckinghamshire, GB) durchgefihrt, bei
welcher man den nativen Pulmonalklappen-
Durchmesser ausgemessen hat. Weiterhin wurde die
rechts- und die linksventrikuldre Herzfunktion visuell
beurteilt.

Zu Nachsorgeuntersuchungen an  definierten

Zeitpunkten evaluierte man die orthotope Position des

Abb. 17: GE Vivid I, Echokardiographiegeriit
mit TTE-Sonde Nitinol-Stents, und priifte die Prothesenfunktion auf

Insuffizienz, Stenose sowie paravalvuldre Leckagen. Fernen wurden die Dimensionen der
linken Herzkammer gemessen, dariiber die Ejektionsfraktion ermittelt und mit dem
continuous-wave-Doppler (CW) Flussgeschwindigkeiten (Vmax/ Vmean) und Druckgradienten
(Pmax/ Pmean) bestimmt. In der zweiten Gruppe erfolgten die Follow-Up-TTEs nach vier Wochen

(PU 4) und acht Wochen (PU 7), in der dritten Gruppe nach zwolf Wochen.

2.7 Primares Versuchsende

Nach Vollendung der jeweiligen Versuchszeitraume wurde die Tiere wie in Abschnitt 2.5.2
bereits beschrieben in die OP-Raumlichkeiten gebracht und in Narkose versetzt. Sobald die
letzten angiographischen Messungen vollzogen wurden (Abschnitt 2.5.3), ist mittels
intravendser Gabe von 60 mmol Kaliumchlorid (KCL 7,45 % MPC Infusionslésung-Konzentrat,

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) ein Herzstillstand induziert worden.
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AnschlieBend wurde der Brustkorb eroéffnet und das Herz zu makro- und mikroskopischen
Untersuchungszwecken in toto nach anatomischer Vorgabe entnommen (Maier and
Winkelmann, 2009).

Hierbei wurde zunachst der Herzbeutel (Perikard) T-formig
eroffnet und das Herz weitgehend stumpf freiprapariert.
Dann erfolgte die Durchtrennung der herznahen Gefdl3e
innerhalb des Perikards. Angefangen mit der Aorta und
dem Truncus pulmonalis im Sinus transversus pericardii.

Dabei wurde sichergestellt, die Pulmonalarterie oberhalb

der implantierten PCU-Klappe abzutrennen (Abb. 18).
Es folgte die Vena cava inferior und superior kurz vor der Abb. 18: Ansicht auf den Truncus

pulmonalis von oben mit implantiertem
Einmindungsstelle in den rechten Vorhof und zuletzt die PCU-Klappenstent (Pfeil)

Venae pulmonales nach sachtem Anheben des Herzens, wobei darauf geachtet wurde, den

linken Vorhof nicht zu verletzen (Abb. 19).

A. carotis

communis sinistra A. subclavia sinistra

Truncus Arcus aortae

brachiocephalicus = Lig. arteriosum

A. pulmonalis sinistra

Aorta ascendens \Iv. pulmonales sinistrae

Pfeil im Sinus

- Truncus pulmonalis
transversus pericardii y

V. cava superior Pfeil im Sinus

— obliquus pericardii
Vv. pulmonales
dextra Pericardium serosum,

Lamina parietalis

V. cava inferior Pericardium fibrosum

Verwachsung des
Pericardium fibrosum
mit der Fascia
diaphragmatica

Abb. 19: (a) Ansicht des Herzens von ventral bei Eréffnung des Situs, schwarze, gestrichelte Linie markiert Sectionslinie bei
Durchtrennung der Geféfse innerhalb des Herzbeutels, Pulmonalvenen und V. cava inf. nicht zu sehen; (b) Ansicht in die
Perikardhéhle ohne Herz (Schiinke et al., 2018)

VCS: Vena cava superior; Ao: Aorta; TP: Truncus pulmonalis

2.8 Post mortem Analyse
Die entnommenen Herzen der jeweiligen Versuchstiere wurden im Anschluss an die

Explantation eingehend makroskopisch untersucht und fotografiert. Hierbei betrachtete man
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zunachst das Herz als Ganzes. Primares Augenmerk lag auf dem Truncus pulmonalis und des
implantierten PCU-Klappenstents (Abb. 20a). Es wurde geprift, ob sie orthotop positioniert,
komplett entfaltet und die Klappensegel beschadigt waren. Hierfiir eréffnete der Untersucher
zunachst den Truncus von distal und spater die rechte Kammer, um die Prothese vom rechten
Ventrikel aus zu begutachten (Abb. 20b). Die (lbrigen kardialen Strukturen wurden auf
Katheter-induzierten Schaden inspiziert und der Stent vom umliegenden Gewebe befreit
(Abb. 20c), welches ebenso genauer unter die Lupe genommen wurde, um durch den Nitinol-

Stent ausgeldsten Verletzungen zu detektieren.

Abb. 20 (a) Herz, A'nsicht von der Seite, Pfeil: Nitinol-Stent; (b) Ansicht vom RV aus auf die Prothese (Pfeil); (c) explantiérter
PCU-Klappenstent; Stern (*): eines der Taschensegel
LAD: left anterior descending (linke vordere Koronararterie); LHO: linkes Herzohr; RV: rechter Ventrikel

2.9 Histologie

Zur mikroskopischen Evaluierung wurden wahrend der post mortem Analyse aus dem
Stentbett der PCU-Klappe Gewebeproben entnommen und diese im Verlauf durch
verschiedene Farbemethoden auf Verkalkung, Bindegewebsverhalten und Immunreaktionen
wie nachfolgend beschrieben, untersucht. Die Proben der neun Versuchsschafe wurden mit
einer sogenannten Positivkontrolle eines Tiers ohne Stentimplantation verglichen.

Das Stentbett beschreibt hierbei das umliegende Gewebe, in welchem sich die PCU-Prothese
nach Selbstentfaltung verankert (Abb. 21).

Die jeweiligen Exzisionsproben bewahrte man bis zur Einbettung mit Paraffin in 4 %-
Formalinlésung (Formaldehyde solution, J. T. Baker, Avantor Performance Materials B.V.,
Deventer, Niederlanden) auf. Nach dem Einbettungsverfahren wurden aus den zuvor auf einer

Kihlplatte (Tissue Cool Plate COP 20, Firm medite, Burgdorf) gelagerten Paraffinblécken
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mittels Mikrotom (RM 2155, Leica Microsystems, Nussloch GmbH, Nussloch) 5 um diinne
Schnitte hergestellt.

Nach Anbringen dieser Schnitte auf gebrauchlichen Objekttragern (Objekttrager SuperFrost®,

Ultra Plus, 75 x 25 mm, Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen, Deutschland) lagerte man das

Ganze fur mindestens zwo6lf Stunden in | Taschgnsegel native PK

einem Warmeschrank (Memmert GmbH &
Co. KG, Schwabach, Deutschland) bei 37°C.
Nach diesem Verfahren konnten die
histologischen Farbungen durchgefihrt |
werden. |
Alle durchgefiihrten histologischen und

& = Moderatorband
immunhistochemischen Gewebefa rbungen Abb. 21: eréffneter rechter Ventrikel, schraffierte Fldiche
und Bereich unter der schwarzen Linie: Stentbett;
erf0|gten geméfg den vorgeschriebenen TK: Trikuspidalklappe; RVOT: rechtsventr. Ausflusstrakt
Sicherheitsstandards im Labor der experimentellen Herzchirurgie in der Arnold-Heller-

Strafle 3, Haus 17 in 24105 Kiel.

2.9.1 Hamatoxylin-Eosin Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung ist weltweit die Standardmethode, die als Ubersichtsfiarbung
verwendet wird. Das Hamatoxylin selbst ist ein Naturfarbstoff, der aus dem roten Kernholz
des in Mittelamerika und Westindien vorkommenden Campechebaumes (Haematoxylon
campechianum) gewonnen wird. Durch seine Oxidation (Reifung) entsteht hierbei der
eigentlich wirksame Farbstoff, das Hamatein. Das Hdmatein selbst jedoch ist praktisch
gesehen fir die Histologie nicht von Bedeutung, da es schwach positiv geladen ist und der
isoelektrische Punkt bei einem pH von 6,5 liegt. Erst durch den Zusatz von Alaunsalzen bilden
sich Hamatoxylin- bzw. Hamateinlacke, die wiederum stark positive Ladung tragen und sich so
hervorragend zur progressiven Farbung von sauren Strukturen anbieten.

Bei diesem Firbeverfahren ist das Ziel eine Ubersicht {iber das gesamte Gewebe, die Kern-
Plasma-Relation und die Zellverteilung zu erreichen. Es werden im Wesentlichen die Zellkerne
und weiterhin Geflige, in denen ein saurer pH vorherrscht, typisch blau angefarbt. Dazu
gehoren Kalkeinschliisse, Muzin, Bakterien, Ergastoplasma und saure Grundsubstanzen sowie

einige Sekretkdrnchen (Riedelsheimer and Blichl-Zimmermann, 2015).
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Eosin ist chemisch Tetrabrom-Fluorescein und gehort zu den Xanthenfarbstoffen. Er farbt
Kollagenfasern, Cytoplasma, Erythrozyten und Bindegewebe kraftig rot. Zellkernstrukturen
werden ebenfalls eingefarbt. Durch die vorherige Reaktion des Gewebes mit Hamatein
entsteht so die typische rot-violette Farbung (Abb. 22).

Die aus dem Brutschrank kommenden formalinfixierten Paraffin-gebetteten Gewebeschnitte
(FFPE), missen zundchst vor der Farbung entparaffiniert und in ein wassriges Medium
gebracht werden (Rehydratation), da der GroRteil der Farbstoffe nur in wassriger oder
alkoholischer Losung ihren Zweck erfiillen. Zum Entparaffinieren wird in der Routinehistologie
in der Regel Xylol (Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen, Deutschland) verwendet, in welchem
die Objekttrager jeweils fiir 3 x 5-10 Minuten verweilen miissen. Die Rehydratation kommt
durch die absteigende Alkoholreihe zustande. Angefangen von 100 % Alkohol (Ethanol, 100 %
vergillt 642, BUFA Chemikalien GmbH & Co. KG, Hude-Altmoorhausen, Deutschland), tiber
96 %, 80 %, 70 % Ethanol bis hin zum destillierten Wasser (Aquadest) fir jeweils zwei bis funf
Minuten. Hiernach erfolgt die Kernfarbung in Mayers Hamalaunlésung (Hamalaunlosung
sauer nach Meyer fiir die Mikroskopie, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) fir
zehn Minuten, Spilen in Aquadest und Blauen unter flieBendem Leitungswasser fir weitere
finf Minuten. Damit dndert sich nicht nur die Farbe, sondern auch mit dem pH-Wert die
Loslichkeit des Hamalauns, das im neutralen und alkalischen Bereich schlecht wasserldslich
ist. Das fuhrt dazu, dass durch das Blauen auch die Fixierung der Schnitte resultiert. Die
Plasmafarbung wird mittels 1%igen Eosin (Eosin G-Losung 1 % wassrig fur die Mikroskopie,
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) fir zwei Minuten durchgefiihrt.
AbschlieBend wird die aufsteigende Alkoholreihe (Dehydratation, 70 %-, 80 %-, 90 %-, 2x100

% Alkohol fir je 2-5 Minuten) und das Klaren in Xylol vollzogen und die Praparate mit

angeschnittener Zellkern einer
glatten Muskelzelle

glatte Muskelzelle

lockeres Bindewebe

T S S J 4 7/ ‘ i 7 W
Abb. 22: H.E.-Fédrbung Stentbett, VergréfSerung: 32x
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Deckglaschen (Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen, Deutschland/ Eukitt® quick-kardening
mountng medium for microscopy, Fluka® Analytics, Sigma-Aldrich® Chemie GmbH, Steinheim,

Deutschland) eingedeckt (Lang, 2006a).

2.9.2 Elastika-van-Gieson Farbung
Dieses Farbemethode gehort zu der Gruppe der Trichromfarbungen und wird zur Darstellung
von Bindegewebe, Kollagenfibrillen und zur Differenzierung von Muskel- und Epithelgewebe
verwendet. Der Name ergibt sich dadurch, dass drei verschiedene Farbstoffe gebraucht
werden. Im Vergleich zur H.-E.-Farbung sind alle Farbstoffe negativ geladen.

Um die Komponenten des elastischen Fasersystems im Stentbett darzustellen, empfiehlt es
sich, das Elastika-van-Gieson (E.v.G.) Verfahren anzuwenden. Hierbei werden zum Anfédrben
Resorcin-Fuchsin-Losung, Eisenhdmatoxylin nach Weigert zur Kernfarbung und Pikrinsdure-
Thiazinrot benutzt. Im Ergebnis sind die Zellkerne schwarzblau bis schwarzbraun, die
elastischen Fasern schwarzviolett, Muskulatur und Cytoplasma gelb, sowie Kollagen rot
koloriert (Abb. 23) (Riedelsheimer and Blichl-Zimmermann, 2015).

Zunachst erfolgt das Entparaffinieren in Xylol und die absteigende Ethanolreihe wie in
Abschnitt 2.9.1 beschrieben. Nachdem die Schnitte fir 20-30 Minuten mit Resorcin-Fuchsin-
Losung (Resorcin-Fuchsin-Losung fiir die Mikroskopie, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland) gefdarbt wurden, muss das Reagenz danach griindlich im flieRenden
Leitungswasser abgespllt werden. Als nachster Schritt taucht man die Objekttrager kurz in
destilliertes Wasser und unterzieht sie
nachfolgend einer mikroskopischen
Kontrolle, um sicherzugehen, dass sich
die elastischen Fasern dunkelrot auf .o #%
violettem Hintergrund darstellen.

Die Eisenhamatoxylinfarbung nach
Weigert (Eisen-Haematoxylin B nach

Weigert, Waldeck GmbH & Co. KG,

Minster, Deutschland) wird fur 2-3

Minuten angeschlossen gefolgt von Abb. 23: E.v.G-Fdrbung des Stentbetts, Vergréf3erung: 10x, schwarzviolette
! elastische Fasern deutlich zu erkennen

Abspllen in Aquadest und flieRendem Leitungswasser fiir weitere 10 Minuten. Zuletzt wird

Pikrinsdure-Thiazinrot (Pikrinsdure-Lésung, Fluka Chemie AG, Neu-Ulm, Deutschland/
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Thiazinrot R, Waldeck GmbH& Co. KG, Miinster, Deutschland) fir minimal zwei und maximal
finf Minuten angewendet, welches durch ein kurzes Bad in destilliertem Wasser, 70%igem
Alkohol und zwei Portionen 96%igem Ethanol gereinigt wird. Zum Abschluss werden die

Dehydratation und das Klaren in Xylol durchgefiihrt und die Objekttrager eingedeckt.

2.9.3 Movat-Pentachrom-Farbung

Henry Zoltan Movat entwickelte im Jahre 1955 diese histochemisch polychromatische
Farbung (Movat, 1955). Durch dieses Verfahren sind eine Darstellung und Differenzierung
vieler zelluldrer und extrazellulidrer Gewebskomponenten moglich. Sie dient zur Ubersicht der
Verteilung des Bindegewebes. Die Zellkerne prasentieren sich blauschwarz, das Zytoplasma
rotlich, die elastischen Fasern und muskuldres Gewebe rot, Kollagen hellgelb und
Bindegewebe in unterschiedlichen Blau- und Griintonen (Abb. 24) (Torzewski, 2015).

Wie in 2.9.1 beschrieben beginnt man, die Schnitte standardgemal zu entparaffinieren und
rehydrieren. Mit der Verwendung von Alcainblau (Alcainblau 8 GS fiir die Mikroskopie, Carl
Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) fiir zehn Minuten, werden saure Glykoproteine
im Gewebe gefarbt. Vor und nach der fliinfminttigen Stabilisation der Farbung in alkalischem
Alkohol (10 ml Ammoniak auf 90 ml 96%iges Ethanol) werden die Objekttrdger unter
flieBendem Leitungswasser fiir jeweils fiinf Minuten abgespullt. Nach einem kurzen
Eintauchen in Aquadest beizt man als nachstes die Zellkerne in Weigerts Eisenhdmatoxylin
(Abschnitt 2.9.2). Es folgt der Brillant-Crocein-Saurefuchsin-Farbstoff (Brillantcroceine R,
Waldeck GmbH & Co. KG, Miinster, Deutschland) fir zehn Minuten, kurzes Stippen in 0,5%iger

Essigsdure (Essigsaure 99-100 %, glacial, J. T. Baker, Avantor Performance Materials B.V.,

elastische Fasern

Zytoplasma glatte Muskulatur

Zellkern Firbroblast

IS B T Bindegewebe
Abb. 24: M.P.-Fédrbung des Stentbetts, Vergréf3erung: 32x;
farbenpréchtige Darstellung unterschiedlicher Gewebetypen
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Deventer, Niederlanden) und 20-minitiges Differenzieren in Phosphormolybdédnsaure
(Phosphomolybdic Acid, SIGMA®, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland).
Hiernach werden die Schnitte 3 x 5 Minuten in 100%igem Ethanol eingebracht und es schlief3t
sich die vierte Farbung fiir eine Stunde mit Safran du Gatinais (Safran Du Gatinais, Diagonal
GmbH & Co. KG, Miinster, Deutschland) an. Vor dem Eindecken spiilt und entwéassert man die

Objekttrager noch 3x3 Minuten in 100%igen Alkohol und klart sie 2x5 Minuten in Xylol.

2.9.4 Versilberung nach Kossa

Die Degeneration und Verkalkung von insbesondere biologisch eingesetzten Herzklappen und
die damit verbundene begrenzte Lebensdauer der Bioprothesen spielen auf dem Gebiet des
Herzklappenersatzes eine wichtige Rolle. Vor allem bei Kindern kommt es aufgrund
verschiedener mechanischer und metabolischer Ursachen, wie zum Beispiel eines
wachstumsbedingten erhdhten Calciumstoffwechsels, zu friihen Klappenverkalkung (de Vive,
1983).

Um in unserer Studie der friihen Verkalkung auf den Grund zu gehen, wurde die
Versilberungsmethode nach Kossa angewendet. Mit dieser ist es moglich, pathologische
Ablagerungen von Kalziumkarbonat bzw. —phosphat nachzuweisen. Hierbei wird das Calcium
gegen Silberionen ausgetauscht und zu metallischem Silber reduziert. Verkalktes Gewebe
erscheint schwarzbraun bis tiefschwarz (Abb. 25). Fir die Kernfarbung wird Kernechtrot als
Gegenfarbung eingesetzt (Lang, 2006a).

Es ist darauf zu achten bei dieser Methode keine Metallinstrumente zu verwenden, da diese
die Farbereaktion beeinflussen kdnnen. Zundchst entplastet man die Schnitte in Xylol
(Abschnitt 2.9.1) und fihrt sie einer 5%igen
Silbernitratlosung (Ensure® Silbernitrat,
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) fiir
30-60 Minuten zu. Am besten man wahlt
einen hellen, fensternahen Ort fir diesen
Vorgang, da durch starke Lichteinwirkung

die Reduktion der Silberionen zu

metallischem Silber verstarkt wird. Nach

> & o - vt T -

Abb. 25: Versilberung des Stentbetts nach Kossa, dem SpUIen in drei Portionen Aquadest,
Vergréf3erung: 10x; verkalktes Areal in der Mitte des Bildes ) ) ) )
(tiefschwarz geféirbt) werden die Schnitte mit 5%igem
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Natriumthiosulfat (Natriumthiosulfat wasserfrei, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)
innerhalb von funf Minuten fixiert, das bedeutet, dass nicht reduziertes Silber entfernt wird.
Bevor man die 10-15-minitige Gegenfarbung mit Kernechtrot (Kernechtrot-
Aluminiumsulfatlosung fir die Mikroskopie, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland) durchfiihrt, bewdssert man die Objekttrager noch griindlich fir 5-15 Minuten in
Leitungswasser und spiilt sie hinterher mit destilliertem Wasser. AbschlieBend erfolgen die

aufsteigende Ethanolreihe, Xylol und das Eindecken.

2.10 Immunhistochemie

Das Prinzip der Immunbhistologie beruht auf der Antikérper-Markierung bestimmter EiweilRRe,
die in speziellen Zellen vorkommen bzw. von diesen exprimiert werden und dient vor allem
der morphologischen Diagnostik. Jede Zellart ldsst sich durch spezifische Proteine
charakterisieren. Unterscheidungsmerkmale gewisser Immunzellen (Lymphozyten) sind zum
Beispiel je nach Aktivierungsgrad die sogenannten CD-Marker (Cluster of Differentiation) an
der Zellmembran. Durch die Bindung dieser Proteine an Antikérper und das Anfarben dieser
Antigen-Antikorperkomplexe werden sie sichtbar gemacht.

Die verwendeten Antikérper werden spezifisch gewonnen und stammen von gesunden Tieren
(z.B. Mause, Kaninchen, Ziegen), in die vorher das spater nachzuweisende Substrat injiziert
worden ist.

Man unterscheidet die direkte und indirekte Immunmarkierung. Welche dieser beiden
Techniken ausgewadhlt wird, hdangt unter anderem vom Gewebe, der Fragestellung und der
Praparationshandhabung ab.

Die in diesem Fall angewandte Methode beruht auf dem indirekten Verfahren. Bei diesem
werden zwei Antikérper genutzt und es wird der Sekundarantikorper, der an den
Primdrantikorper bindet, angefarbt. Dabei stellt man den Sekundarantikdrper in einem
anderen als das flr den Primarantikorper verwendete Tier her, um diese Reaktion erzeugen
zu kénnen (Mulisch, 2015a).

Da Antikorper nichts anderes als Proteine sind, die ebenso durch den pH-Wert in der
vorliegenden Losung beeinflussbar sind wie alle anderen Eiweilde im Kérper, bedient man sich
zur Optimierung des Reaktionsmilieus an Pufferlésungen. PBS (phosphate-buffered-saline)

und Citratpuffer sind in den weiter unten aufgefiihrten Farbungen die Flissigkeiten der Wahl.

42



Um die indirekte Immunmarkierung sichtbar zu machen, braucht man einerseits weitere
Molekile, die chemisch binden. Am Haufigsten werden daher zum Kennzeichnen von
Antikorpern Enzyme eingesetzt, die Ublicherweise zu mehreren an ein Antikorpermolekil
binden. Andererseits setzt man ferner ein sogenanntes Chromogen ein, welches das Enzym zu
einem farbigen, stabilen Endprodukt umsetzen kann. Die Meerrettichperoxidase (horseradish
peroxidase, HRP) ist mit dem gebrduchlichsten Chromogen DAB (Diaminobenzidin-
tetrahydrochlorid) die hierfiir zumeist verwendete Kombination. Die HRP kann ihrerseits
grole Mengen an DAB zu einem stabilen Farbstoff umsetzten, bis letztlich ein
Reaktionsgleichgewicht eingetroffen ist (Lang, 2006b).

Die Gegenfarbung zur Kontrastierung der Ubrigen Strukturen und vor allem der Zellkerne
erfolgt mit Meyers Hamalaun.

Als Ergebnis erhdlt man ein unlésliches, braunes Endprodukt am Ort des vorhandenen
Antigens. Die (brigen Strukturen erscheinen violett- bis dunkelblau (Abb. 19).

Im Folgenden werden die immunhistochemischen Farbungen gegen CD3, CD20, CD45, CD68
und Prokollagen Il naher beschrieben. Zu jeder spezifischen Farbung wurde ein Schnitt einer
speziellen Gewebeart als Positivkontrolle, auf der die entsprechenden Zellen in jedem Fall
vorhanden sind (z.B. Lymphknoten, Thymus, Haut) mitgefarbt. Da sich all die Protokolle dieser
Verfahren nur durch die eingesetzten Antikdrper unterscheiden, ist die Methode der CD3
Farbung ausfihrlich erldutert. Bei den Ubrigen Vorgehensweisen wird lediglich ein kurzer

Uberblick tiber die Funktion und den eingesetzten Antikérper gegeben.

2.10.1 CD3-Farbung

Das CD3-Antigen ist eines von vielen Proteinkomplexen der Cluster of Differentiation-
Oberflachenantigene, das auf allen T-Zellen des Immunsystems exprimiert wird. Bindet der T-
Zell-Rezeptor (TCR) und eine weitere Komponente, die zeta-Kette, an dieses Antigen, fihrt es
zur T-Lymphozytenaktivierung. Dieses Protein kann sowohl bei der einfachen
Entziindungsreaktion als auch bei der Erkennung unreifer T-Zell-Lymphome als diagnostischer
Marker dienen (van Dongen et al., 1988).

Zundchst ist es wichtig fir die entsprechenden immunologischen Farbungen, die Schnitte
sorgfaltig zu entparaffinieren und die absteigende Alkoholreihe inklusive Spilen in Aquadest
durchzufiihren (Abschnitt 2.9.1). Dann kommen die Objekttrager in eine mit Citratpuffer

(Citronensaure-Monohydrat, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland/ Natriumhydroxid > 99 %,
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Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland; pH 6,0; 2,1 g/l) versehene Kiivette, welche
fir 3x5 Minuten in der Mikrowelle erhitzt wird. Bei Uberkochen muss die Pufferldsung
aufgefillt werden. Nach Eintauchen in destilliertes Wasser folgt fiir zehn Minuten die
Hinzugabe von 3%iger Peroxidase (10 ml Wasserstoffperoxid 30 %, Otto Fischar® GmbH & Co.
KG, Saarbriicken, Deutschland in 90 ml Methanol, Methanol techn. (mind. 99,5 %), Th. Geyer
GmbH & Co. KG, Renningen, Deutschland) bei Raumtemperatur. Im ndchsten Schritt klart man
kurz jeden Objekttrager in Aquadest, zieht dann mit einem Fettstift (Dako Pen Markierstift,
Dako Deutschland GmbH, Hamburg) eine doppelte Umrandung um den jeweiligen Schnitt und
saugt vorsichtig die Restfllssigkeit mit Cellulosepapier auf, ohne die Gewebsschnitte zu
beschadigen. Es wird eine feuchte Kammer vorbereitet, die Prdaparate hineingelegt und mit
10%igen Ziegenserum (Goat serum, sterile filtered, PAN™-Biotech GmbH, Aidenbach,
Deutschland) in PBS (Kaliumhydrogenphosphat z.A., 1SO, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland/ Di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat, > 98 %, Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland) fur eine Stunde inkubiert. Das Serum wird abgekippt und der erste
monoklonale Antikorper (Hase, 1:100 in PBS, pro Schnitt ca. 100 pl; Rb Anti-CD3 (SP7) MADb,
Spring Bioscience, Pleasanton, CA, USA) angesetzt und Uber Nacht bei 4°C in der feuchten
Kammer gelagert.

Am nachsten Tag wascht man die Objekttrager 3 x 5 Minuten in PBS, legt sie zuriick in die
Feuchtkammer und tragt unverdiinnt den zweiten Antikorper (N-Histofine®, Simple Stain MAX
PO (MULTI), Universal Immuno-preoxidase Polymer, Anti-Mouse and Anti-Rabbit, Nichirei
Biosciences INC. Tokyo, Japan) nach Absaugen der Uberschiissigen PBS-Losung auf. Die

Einwirkdauer betragt dieses Mal 45 Minuten und man wiederholt hiernach das 3 x 5-minutige

Pk ARL ¥ 'K 4/ 4 2 ! -
Abb. 26: CD3-Fdrbung (a) Positivkontrolle Tonsille, braun geférbte T-Zellen innerhalb des weifsen Kreises;

Vergréflerung: 32x; (b) Stentbett: einige braun angeférbte T-Zellen (Pfeile), restliches Gewebe imponiert blau;
Vergréf3erung: 32x

44



Spulen in PBS. Das Chromogen-Substrat Reagenz DAB (N-Histofine® DAB-3S kit, Peroxidase
Chromogen/ Substrate solution, Nichirei Biosciences INC., Tokyo, Japan) kann nun pipettiert
werden und sollte 10-20 Minuten im Feuchtbiotop wirken. Erneute dreimalige PBS-Waschung
fir je finf Minuten und die Gegenfarbung mit Meyers Hamalaun fir 2-5 Minuten,
anschliefendes zehnminitiges Blauen unter flieBendem Leitungswasser. Den Abschluss der
Farbung bildet die aufsteigende Alkoholreihe, das Klaren mit Xylol und das Bestiicken mit

Deckglaschen (Abschnitt 2.9.1).

2.10.2 CD20-Farbung

B-Lymphozyten des Immunsystems tragen allesamt das CD20 Antigen auf ihrer Oberflache.
Bereits auf den Vorlduferzellen findet sich dieses Markerprotein, dessen Anteil mit
zunehmender Reifung zur Plasmazelle ansteigt. CD20 besitzt keinen natirlichen Liganden und
spielt eine Rolle bei der T-Zell unabhdngigen Immunantwort und der B-Zell-Interaktion
untereinander (Tedder et al., 1988). Insbesondere bei B-Zell-Lymphomen und Leukdamien wird
es unter anderem als hochst sensitives Charakteristikum fiir die Diagnostik genutzt und
monoklonale CD20 Antikorper zur Therapie eingesetzt (Adams et al., 2009). Jedoch auch bei
chronisch entziindlichem Geschehen und Autoimmunerkrankungen wie der rheumatoiden
Arthritis haben CD20 positive B-Lymphozyten eine wichtige Bedeutung (Korhonen and
Moilanen, 2010). Diesen Aspekt bedenkend, haben wir das Gewebe auf CD20 untersucht, um
herauszufinden, ob sich nach der Implantation der Stents moglicherweise eine chronische
Entziindungsreaktion entwickelt.

Das Farbeprotokoll ist unter Abschnitt 2.10.1 detailliert beschrieben. Die fiir diesen Zweck
herangezogenen Antikdrper waren zum einen der CD20-Anti-Maus Antikdrper (BioPrime
CD20 (L26), BioLogo, Kronshagen) und das N-Histofine® (N-Histofine®, Simple Stain MAX PO
(MULTI), Universal Immuno-preoxidase Polymer, Anti-Mouse and Anti-Rabbit, Nichirei

Biosciences INC. Tokyo, Japan).

2.10.3 CD45-Farbung

Die Rezeptor-Typ Tyrosin-Proteinphosphatase C (PTPRC), auch als CD45 oder Leucocyte
Common Antigen (LCA) bezeichnet, ist auf samtlichen kernhaltigen Zellen des
hamatopoetischen Systems ausgebildet. Es ist an der Differenzierung, Aktivierung, Alterung

und Apoptose eben dieser Zellen, z. B. T-Zellen, B-Zellen, Makrophagen, Monozyten,
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Plasmazellen, beteiligt (Earl and Baum, 2008) und steht oftmals mit dem Multiplen Myelom
enger in Verbindung (Kumar et al., 2005). Die CD45 Farbung gibt Aufschluss dariber, ob eine
Einwanderung von Immunzellen in das untersuchte Gebiet stattgefunden hat.

Als erster Antikorper kam hierbei der Anti-CD45 aus der Maus (BioPrime CDA45, Leucocyte
Common Antigen, BiolLogo, Kronshagen) zum Einsatz, gefolgt von dem Universal-
Sekundarreagenz, N-Histofine® (N-Histofine®, Simple Stain MAX PO (MULTI), Universal
Immuno-preoxidase Polymer, Anti-Mouse and Anti-Rabbit, Nichirei Biosciences INC. Tokyo,

Japan).

2.10.4 CD68-Farbung

Macrosialin, ein Synonym fir das Oberflachenprotein CD68, ist ein Zellanheftungsmolekdl,
welches von Makrophagen und monozytaren Phagozyten ausgebildet wird. Klassischerweise
wird es als zytochemischer Marker verwendet, um in der Immunhistologie entziindliche
Vorgange, Tumorgeschehen oder andere pathologische Abldufe zu detektieren und zu
verstehen. In geringen MaBen kommt CD68 auch auf nicht hamatopoetischen Zellen (z.B.
Epithelzellen, Fibroblasten) vor und kann in manchen Fallen nur in Kombination mit anderen
Oberflachenproteinen eindeutig zugeordnet werden (Chistiakov et al., 2017)

In erster Linie war in diesem Fall von Interesse, ein Bild Gber das Vorhandensein CD68 positiver
Zellen in unseren Gewebeschnitten zu gewinnen und anhand der Gbrigen Farbungen weiteren
Einblick Gber den Charakter dieser Vorkommnisse zu erhalten.

Appliziert wurde zunachst ein Anti-CD68-Makrophagen-Maus-Antikorper (Bioprime CD68,
Macrophages, Mouse 1gG3, k, BioLogo, Kronshagen), gefolgt von dem Universal-

Sekundadrreagenz, welches bereits in den vorherigen Immunfarbungen verwendet wurde.

2.10.5 Prokollagen llI-Farbung

Die extrazelluldre kardiale Matrix besteht aus einem Netzwerk, das aus Elastin, Fibroblasten,
Glykosaminoglykanen, Glykoproteinen, Plasmazellen, Kollagensubtyp | und Il aufgebaut ist
(Weber et al., 1989). Das Kollagen Il setzt sich vornehmlich aus mittleren und diinnen Fasern
zusammen, die flr die Elastizitat jener Strukturen von Bedeutung sind (Lapiere et al., 1977,
Parry, 1988). Prokollagen ist hierbei die Vorstufe, die zur selben Menge Kollagen umgewandelt
wird. Kollagen wird von Fibroblasten produziert, die als Regulatoren von Umbauprozessen und

Remodeling extrazelluldrer Matrix gelten, wobei eine vermehrte Kollagenproduktion in einer
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Fibrose und einem daraus resultierenden verminderten Anpassungsvermodgen an die
vorherrschenden physiologischen Umstande miinden kann (Eghbali et al., 1991). Im Rahmen
von Entziindungs- und Fremdkdrperreaktionen kann zudem im Rahmen der Wundheilung
vermehrt Kollagen exprimiert werden (Anderson, 2001).

Das Ziel dieser Farbung war es, die Existenz von Kollagen Ill im untersuchten Material zu
Uberblicken und diese in den richtigen Kontext zu setzen.

Anti-Collagene Ill vom Hasen (Anti-Collagen Il antibody, ab7778, Abacam pic., Cambridge,
GroRbrittannien) wurde als Primarantikorper eingesetzt, passend dazu kam N-Histofine® zum

Einsatz.

2.11 Vorbereitung zur Rasterelektronenmikroskopie

Die Rasterelektronenmikroskopie (REM) oder auch SEM (scanning electron microscopy)
genannt, besitzt im Vergleich zur Lichtmikroskopie eine hohe Tiefenscharfe und eine
Auflésung von 0,1 um bis einige Millimeter. So kdnnen natlrliche oder kiinstliche Oberflachen
sehr genau dargestellt werden (Mulisch, 2015b). Mittels Immunogoldmarkierung ist es
ebenso moglich, Molekile auf den untersuchten Flachen zu orten und analysieren (Goldstein
et al., 2003).

In Zusammenarbeit mit der Abteilung fir funktionelle Morphologie und Biomechanik des
Zoologischen Instituts der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel unter der Leitung von Herrn
Prof. Dr. Stanislav N. Gorb (Am Botanischen Garten 9, 24118 Kiel), wurden im Rahmen dieser
Betrachtung exemplarisch drei PCU-Klappen rasterelektronenmikroskopisch begutachtet.
Gegenstand dieser Testungen war die Oberflachenstruktur einer nativen PCU-Klappe im
Vergleich zur Zelladhdsion nach statischer und dynamischer Besiedlung der Prothesen in
Zusammenhang mit der Erprobung von PCU als Gerlstmaterial hinsichtlich des Tissue-
Engineerings.

Da Ziel und Fragestellung dieser Arbeit jedoch wie im Abschnitt 1.5 beschrieben auf anderen
Schwerpunkten liegen, sind hier ausschlieBlich die zur Vervollstandigung des Themas
dienenden Gesichtspunkte ausgefiihrt und lediglich ein grober Umriss der Methoden
beschrieben.

Fir die Besiedelung wurden die PCU-klappentragenden Stents mehrfach mit einer PBS-Losung

(PAA Laboratoris GmbH, Pasching, Osterreich) gespiilt und 15 Minuten lang in Povidon-lod
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Losung (Mundipharma GmbH, Limburg/ Lahn, Deutschland) gelegt. AnschlieBend folgte die
Inkubation mit einer Standard-Antibiotikamischung (1,2 mg Amikacin, 3 mg Fluxytosin, 1,2 mg
Vancomycin, 0,3 mg Ciprofloxacin, 1,2 mg Metronidazol und 1 ml aqua ad injectionem) fiir
weitere 48 Stunden bei 4°C.

Aus mittels Beckenkammpunktion gewonnenem Knochenmark wurden CD133+ Zellen tber
spezielle Verfahren, Reagenzien und abschliefend einer Dichtegradientenzentrifugation
gewonnen, welche sodann in ein Loch einer 96 Lochplatte mit dem M199 Nahrmedium
(Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland) und weiteren Substraten aufgetragen wurden.

Die dynamische Zellkultivierung der Prothese fand Uber einen eigens entworfenen und von
Herrn Miick modifizierten Bioreaktor (Fa. JEN.meditec GmbH, Jena, Deutschland) (Abb. 20)
statt, der Gber die Erzeugung einer unidirektionalen, pulsatilen Stromung (80 mmHg, 1 Hz)
physiologische Kreislaufverhaltnisse simuliert und in welchem die PCU-Klappe nach
dreitagiger Zell-Kultivierung fir 16 Tage bei konstanten Umgebungsbedingungen (37°C, 5 %
CO) bebriitet wurde. Hiernach wurde sie nochmals fiir weitere drei Tage erneut besiedelt.
Fir die statische Zell-Kolonisation wurde die Pulmonalklappenprothese fiir sechs Tage in
unterschiedlichen Trypsin-Suspensionen, Uber unterschiedliche Arbeitsweisen bei 37°C,
zuweilen auf einem Rittler, ausgesetzt und so mit den CD133+ Zellen kultiviert.

Um die drei Proben fir die rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen herzustellen,

L) wurden die PCU-Klappen zunachst

Uber eine aufsteigende

Alkoholreihe dehydriert und

HERS M we anschlieBend der Kritischen-Punkt-

Trocknung zugefiihrt, um somit die
Oberflachenspannung so gering wie
moglich zu halten bzw. ganzlich zu
vermeiden. In einem Sputter-
d . Coater wurden die Proben mit einer
Abb. 27: Bioreaktor fiir dynamische Zellkultivierung (a) Bedienfeld und
Steuerelement (Pfeile); (b) Bioreaktor mit Einspannvorrichtung (Stern) — elektrischen leitenden Gold-

Palladium-Beschichtung (ca. 10 nm) versehen, um die Zellen auf diese Weise besser erkennbar

zu machen.
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Zur Begutachtung diente ein Hitachi S-4800 Rasterelektronenmikroskop (Hitachi Ltd.
Corporation, Chiyoda, Tokio, Japan). Die Aufnahmen wurden zusammen mit Herrn Achim

Oesert aus der Abteilung fur funktionelle Morphologie und Biomechanik angefertigt.

2.12 Statistik

Die in dieser Arbeit angewendeten statistischen Auswertungen beinhalten Mittelwerte,
Standardabweichungen, Standardfehler, den Median, die Spannweite im Sinne von Maximum
und Minimum und den t-Test, um Mittelwertunterschiede auf Signifikanz zu prifen. Die
Berechnungen, Tabellen und Grafiken wurden mit Hilfe von MS Excel (Microsoft Corporation,

Redmond, WA, USA) erstellt.
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3 Ergebnisse

In diesem Abschnitt werden nun die Ergebnisse der erhobenen Untersuchungen der Reihe
nach prasentiert. Es wurden insgesamt neun Versuchstiere je nach Uberlebensdauer in drei
Gruppen geteilt und diese miteinander verglichen. Es sind vor allem Tiere mit sehr gutem
Implantationsergebnis einbezogen worden. Die aus Tabelle 6 (S. 25) hervorgehenden Tiere
wurden in diesem Fall nicht weiter berlcksichtigt, wobei der Grund fiir den verfriihten
Todeseintritt durch eine Obduktion zu analysieren war.

Zudem wurde jedes Tier einzeln untersucht. Tabelle 3 bietet eine Ubersicht der Schafe, die
genauer begutachtet wurden. Urspriinglich war geplant, dass die zweite Gruppe Uber einen
Zeitraum von zwolf Wochen beobachtet werden soll, ein Schaf verstarb jedoch nach 64 Tagen
(PU 7) und ein weiteres wurde am 26. Tag (PU 5) aufgrund von nicht in Griff zu kriegenden,
klinisch desolatem Zustand euthanasiert. Da die Herzen und die Klappen postmortal bedingt
beeintrachtigt erschienen, sind die Tiere PU 5 und PU 7 nicht aus dem Versuch ausgeschlossen
worden. So ergab sich eine mittlere Uberlebensdauer von 58 + 29,5 Tagen (Tab. 5.2, Anhang).
Nachdem bei PU 14 und PU 15 der erste implantierte Klappenstent kurz nach der Entfaltung
in die distale Pulmonalarterie gewandert ist, wurde eine zweite Klappe in orthotoper Position

eingesetzt. Die Versuche hierzu wurden nach 202 und 153 Tagen beendet.

Schaf Gewicht Uberlebensdauer  StentgroRe
Gruppe 1 PU1 40,0 kg 28 Tage 22 mm

PU 2 36,0 kg 26 Tage 22 mm

PU3 32,0 kg 34 Tage 22 mm
Gruppe 2 PU4 35,0 kg 84 Tage 20 mm

PUS5 34,9 kg 26 Tage 20 mm

PU7 38,5 kg 64 Tage 20 mm
Gruppe 3 PU 12 38,5 kg 189 Tage 22-26 mm

PU 14 50,6 kg 202 Tage 22-26 mm (2x)

PU 15 48,6 kg 153 Tage 22-26 mm (2x)

Tab. 7: Versuchstiereinteilung in drei Gruppen
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Insgesamt verliefen die Implantationen Uberwiegend unproblematisch. Wahrend der
Entfaltung der Stents traten haufiger kurzfristig Herzrhythmusstérungen auf, welche mit
Beendigung der Katheter-Manipulation wieder verschwanden. In allen Versuchstieren wurde
spatestens nach dem zweiten Anlauf (PU 14, PU 15) eine gute PCU-Klappenposition erreicht.
Die Resultate nach einem und sechs Monaten unterschieden sich erheblich von den Drei-
Monatstieren. Auffallend waren die Schwierigkeiten, die bei den Tieren der zweiten Gruppe
auftraten. PU 7 verstarb vorzeitig, PU 5 wurde verfriiht nach 26 Tagen aus dem Versuch
genommen und bereits bei der Explantationsangiographie war sichtbar, dass das Bild fast
starrer, nicht 6ffnender Segel mit den Symptomen (Fieber, reduzierter Allgemeinzustand) des
Tieres im Sinne einer Endokarditis ibereinstimmte (Abb. 28b). Ahnliches bot auch die
Abschlussangiographie des reguldar nach 84 Tagen aus dem Versuch genommenem PU 4,
wobei es klinisch keinerlei Symptome aufzeigte.

Reprasentativ ist auf der Abbildung 28 je eine Aufnahme eines der Tiere aus der ersten,
zweiten und dritten Gruppe zu sehen. Innerhalb des Kreises kann man bei genauer
Betrachtung die korrekte Lage des Nitinol-Stents erkennen. Die Angiographie zeigt auf
Abb. 28a eine einwandfreie Klappenfunktion, was man daran erkennt, dass das Kontrastmittel
(schwarz) die kardialen Strukturen alle ausfillt. Wie schon erwahnt, ist auf Abb. 28b nur ein
kleiner Jet zu erfassen, die Klappensegel sind nicht scharf abgrenzbar und wirken weitgehend
unbeweglich. In der Abb. 28c imponiert, dass die Klappen6ffnung miihelos ablauft und sich

keinerlei UnregelmaRigkeiten zeigen.

Abb.28: Angiographie-Aufnahmen wéhrend der Explantation (a) PU 2: Nitinol-Stent innerhalb des Kreises zu erkennen,
native Pulmonalklappe liberdeckt; (b) PU 5: PCU-Prothese orthotop (Kreis), jedoch kaum Auswurf (Pfeil) in der Systole
sichtbar, starre Klappensegel; (c) PU 12: erhaltene Funktion der PCU-Klappe (Kreis);
RVOT: rechtsventrikuléirer Ausflusstrakt; PA: Pulmonalarterie; RV: rechter Ventrikel
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3.1 Angiographische Messungen

Wie unter Abschnitt 2.5.3 beschrieben, wurden wahrend der angiographischen Eingriffe
hamodynamische Daten erhoben. Im Folgenden werden zunachst gruppenspezifisch diese
Werte dargestellt, miteinander verglichen sowie in ihrer Gesamtheit erdrtert. Es wurde der
Mittelwert kalkuliert, der Median, das Maximum und Minimum bestimmt und die
Standardabweichung (SD) bzw. in einigen Fallen der Standardfehler (SE) des Mittelwertes
kalkuliert.

Bei einigen wenigen Messungen kam es aufgrund technischer Probleme zu einzelnen

unwiderruflichen Datenverlusten.

3.1.1 Untersuchungsergebnisse der Gruppe 1, Prdimplantation

In der ersten Gruppe ergab die Berechnung des Mittelwertes des rechtsventrikularen Drucks
vor der Klappenimplantation 23,2/ 5,3/ 11,5 mmHg (systolisch/ diastolisch/ enddiastolisch)
mit einem errechneten Standardfehler (SE) von + 4,5/ 2,4/ 1,4 mmHg (sys/ dias/ ED). Die
Spannweite des systolischen RV-Drucks belief sich von 14,7 mmHg minimal bis 30mmHg
maximal, der Median betrug 25 mmHg.

Der pulmonalarterielle Druck betrug 22,4/ 10,8/ 14,6 mmHg + 5,9/ 1,4/ 2,2 mmHg (sys/ dias/
mean), die Maxima 29/ 13,5/ 17,5 mmHg (sys/ dias/ mean) und die Minima 12,7/ 9,0/ 10,3
mmHg (sys/ dias/ mean).

Einer der Werte, auf dem mitunter das groRte Augenmerk lag, da dieser ab einem gewissen
Grenzwert auf eine Obstruktion hindeutet, war der Spitzendruck (peak-to-peak pressure
gradient, ptpp gradient) Uber der Pulmonalklappe. Bei den Versuchstieren PU 1 bis PU 3
wurden im Mittel 1,0 £ 0,6 mmHg gemessen. Der maximale Wert hierbei war 2 mmHg bei PU
3, der minimale Wert 0 mmHg bei PU 1 und der Median 1,0 mmHg bei PU 1.

Den systemischen arteriellen Blutdruck betrachtend lag dieser bei 84,5/ 52,0/ 68,2 mmHg *
6,2/ 3,3/ 4,7 mmHg (sys/ dias/ mean), wobei die systolische Spitze 96,7 mmHg, das
diastolische Minimum 46,7 mmHg und der mittlere arterielle Druck im Median 65,7 mmHg
ausmachten.

Die vollstandigen Messungen der Versuchstiere im Einzelnen und deren Mittelwerte sind
bildlich wie numerisch aus den Grafiken 1 und 2 zu entnehmen, bzw. im Anhang ab Tabelle

17.1a auf Seite 157.
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Gruppe 1, Prdimplantation, gemittelt

120
100
80
60
P
1] 40 i
20 i %
O %
-20 "
ptpp
RVsys RVdias RVED PAsys PAdias gradien A fem. A f?m' A fem.
mean ; sys dia mean
== MW 23,2 5,3 11,5 22,4 10,8 14,6 1 84,5 52 68,2
=@=|Vledian 25 4 11,5 25,5 10 16 1 80 51,3 65,7
Minimum 14,7 2 9 12,7 9 10,3 0 76,7 46,7 61,7
e \aximum | 30 10 14 29 13,5 17,5 2 96,7 58 77,3

Grafik 1: Mittelwerte/ SF/ Median/ Minimum und Maximum der hémodynamischen Daten aus Gruppe 1,
Préimplantation
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Grafik 2: Mittelwerte der hdmodynamischen Messungen der einzelnen Tiere der Gruppe 1, Prdimplantation
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3.1.2 Untersuchungsergebnisse der Gruppe 2, Préimplantation

Die Graphik 3 zeigt unter anderem die Mittelwerte aller Tiere der zweiten Gruppe und die
dazugehorigen Parameter, die die Spannweite definieren direkt vor dem Einsetzen der
Prothese. Der rechtsventrikuldre Druck betrug 21,4/ 2,0/ 7,7 mmHg 0,7/ 2,0/ 5,0 mmHg (sys/
dias/ ED). Da es bei PU 5, wie zuvor bereits erwahnt, zu unerwarteten Datenverlusten kam,
setzen sich diese Werte aus PU 4 und PU 7 zusammen. Das systolische Maximum wurde mit
22 mmHg, das Minimum mit 20,7 mmHg und der Median mit 21,4 mmHg eingeordnet.
Pulmonalarteriell wurden Druckwerte von 18,3/ 6,7/ 12,2 + 1,9/ 2,3/ 1,7 mmHg (sys/ dias/
mean) ermittelt. Die Maxima stellen 21,3/ 11,3/ 15,3 mmHg (sys/ dias/ mean), die Minima
14,7/ 4,0/ 9,3 mmHg (sys/dias/ mean) dar.

Der peak-to-peak Druckgradient setzte sich ebenso wie der RV-Druck aus den Werten der
Tiere PU 4 und PU 7 zusammen und belief sich auf 1,2 + 0,5 mmHg (MW = SE), indes lag das
Maximum bei PU 4 mit 1,7 mmHg und bei PU 7 das Minimum mit 0,7mmHg.

Aus der arteriellen Blutdruckmessung sind 71,3/ 47,2/ 59,9 + 6,9/ 5,5/ 7,1 mmHg (sys/ dias/
mean) hervorgegangen. Systolischen Hochstwert bot PU 7 mit 85,0 mmHg, diastolischen
Mindestwert PU 4 mit 39,7 mmHg und den MAP im Median PU 5 mit 58,0 mmHg.

Weitere Einzeltier-Mittel- bzw. Messwerte sind auf Grafik 4 und im Anhang ab Tabelle 17.4a
abgebildet (S. 161).
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Grafik 3: Mittelwerte/ SF/ Median/ Minimum und Maximum der hémodynamischen Daten aus Gruppe 2,
Préimplantation
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Gruppe 2, Prdimplantation
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Grafik 4: Mittelwerte der hdmodynamischen Messungen der einzelnen Tiere der Gruppe 2, Prdgimplantation

3.1.2 Untersuchungsergebnisse der Gruppe 3, Prdimplantation

Der rechtsventrikuldre Druck in der dritten Gruppe entsprach prdaimplantatorisch 22,7/ 4,0/
9,9+1,3/1,5/1,4 mmHg (sys/ dias/ ED). Die systolische Spanne wurde nach oben hin von 25,3
mmHg, nach unten hin von 21,0 mmHg begrenzt, der Median zahlte 21,7 mmHg.

Bei den pulmonalarteriell gemessenen Driicken traten Minima von 17,3/ 6,3/ 8,6 mmHg (sys/
dias/ mean) und Maxima von 20,7/ 7,3/ 10,7 mmHg (sys/ dias/ mean) hervor. Mittelwerte +
Standardfehler betrugen 18,9/ 6,9/ 9,9 £ 1,1/ 0,3/ 0,6 mmHg (sys/ dias/ mean).

Als Gradient Uber der Klappe wurde 4,1 + 0,3 mmHg erhoben. Der niedrigste Wert lag hier bei
3,7 mmHg, der hochste bei 4,7mmHg und der Median bei 4 mmHg.

Systemische Blutdriicke ergaben 87,0/ 57,2/ 71,7 + 14,5/ 16,1/ 15,6 mmHg (sys/ dias/ mean),
mit einem absoluten diastolischen Minimum von 25 mmHg, einem systolischen Maximum von
109,7 mmHg und dem medianen mittleren arteriellen Druck von 82 mmHg.

Genauere Messparameter sind den Grafiken 5 und 6 sowie im Anhang ab Seite 165 (Tabelle

17.7a) zu entnehmen.
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Gruppe 3, Prdimplantation, gemittelt
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Grafik 5: Mittelwerte/ SF/ Median/ Minimum und Maximum der hédmodynamischen Daten aus Gruppe 3,
Préimplantation
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Grafik 6: Mittelwerte der hdmodynamischen Messungen der einzelnen Tiere der Gruppe 3, Prdimplantation
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3.1.4 Praimplantationsmessungen aller Versuchstiere

Betrachtet man nun die Messwerte aller Versuchstiere als Ganzes, ergeben sich folgende

Werte. Im Durchschnitt betrug der rechtsventrikulare Druck 21,7/ 4,4/ 10,6 + 1,9/ 1,0/ 0,8

mmHg (sys/ dias/ ED), systolische Spitzenwerte waren 30,0/ 10,0/ 14,0 mmHg (sys/ dias/ ED).

Die Mittelwerte des pulmonalarteriellen Drucks bildeten 19,2/7,9/ 11,8 +1,8/ 1,1/ 1,2 mmHg

(sys/ dias/ mean).

Der hochste peak-to-peak Druckgradient belief sich auf 4,7 mmHg, das arithmetische Mittel

war 2,1 mmHg + 0,6 mmHg.

Systemische Blutdruckwerte lagen bei 81,1/52,3/ 66,7 +5,5/ 5,2/ 5,4 mmHg (sys/ dias/ mean).

Die systolische Spitze bildete 110,0 mmHg, das diastolische Tal 25,0 mmHg, der mittlere MAP

war 65,7 mmHg.
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Grafik 7: Mittelwerte/ SF/ Median/ Minimum/ Maximum der hdmodynamischen Daten, Prdimplantation

57



3.1.5 Untersuchungsergebnisse der Gruppe 1, Postimplantation

Nach erfolgreicher PCU-Klappenimplantation wurden wiederholt hamodynamische
Parameter erhoben. In der Gruppe 1 ergab der rechtsventrikuldre Druck 24,9/ 5,2/ 12,4 +5,1/
4,9 /4,8 mmHg (sys/ dias/ ED), die systolischen Maxima 30,0/ 15,0/ 22,0 mmHg (sys/ dias/ ED)
und die Minima 14,7/ 0/ 6,3 mmHg (sys/ dias/ ED).

Der pulmonalarterielle Druck war im Mittel 20,4/ 12,4/ 16,3 + 4,1/ 2,9/ 3,7 mmHg (sys/ dias/
mean). Den Hochstwert bildete PU 1 mit 25/ 16/ 21 mmHg (sys/ dias/ mean), den Mindestwert
PU 3 mit 12,3/ 6,7/ 9,0 mmHg (sys/ dias/ mean).

Als Spitzendruck Gber der implantierten Klappe wurde direkt nach Entfaltung 4,6 + 1,0 mmHg
gemessen, wobei hier 6 mmHg bei PU 2 als maximaler Wert und 2,7 mmHg bei PU 3 als
niedrigster Wert erhoben wurde.

Beim systemischen arteriellen Blutdruck war im Vergleich zur Praimplantation mit 94,4/ 66,7/
83,3 + 12,0/ 11,7/ 10,5 mmHg (sys/ dias/ mean) ein milder Anstieg zu vermerken. Das
systolische Maximum bot PU 2 mit 118,3 mmHg, das diastolische Minimum PU 1 und PU 2 mit
55,0 mmHg und den medianen MAP PU 1 mit 76,0 mmHg. Einzelaufstellung und vollstandige

Daten sind aus den Grafiken 8 und 9, sowie im Anhang ab Tabelle 17.1b (S. 157) zu entnehmen.

Gruppe 1, Postimplantation, gemittelt
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Grafik 8: Mittelwerte/ SF/ Median/ Minimum und Maximum der hémodynamischen Daten aus Gruppe 1,
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Gruppe 1, Postimplantation
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Grafik 9: Mittelwerte der hdmodynamischen Messungen der einzelnen Tiere der Gruppe 1, Postimplantation

3.1.6 Untersuchungsergebnisse der Gruppe 2, Postimplantation

In der zweiten Gruppe fiel nach dem Einsetzen der Klappe auf, dass der mittlere
rechtsventrikuldre Druck von 17,9/ 3,5/ 10,4 mmHg + 4,1/ 0,5/ 2,4 mmHg (sys/ dias/ ED)
(Grafik 3) auf 29,0/ 3,7/ 7,4 + 8,3/ 3,7/ 4,7 mmHg (sys/ dias/ ED) angestiegen war. Das
Versuchstier PU 7 imponierte mit den maximalen RV-Werten von 37,3/ 7,3/ 12,0 mmHg
(sys/dias/ ED). Wie unter 3.1.2 erwihnt, sind die RV-Messdaten von PU 5 leider
unwiederbringlich verloren gegangen.

Pulmonalarteriell waren Druckwerte von 19,8/ 7,6/ 14,1 + 4,7/ 3,4/ 4,3 mmHg (sys/ dias/
mean) zu verzeichnen. Spitzenwerte betrugen 28,3/ 14,3/ 22,3 mmHg (sys/ dias/ mean),
denen 12,0/ 3,7/ 8,0 mmHg (sys/ dias/ mean) gegenliberstanden.

Der peak-to-peak Druckgradient ergab 5,4 mmHg + 3,7 mmHg, wobei wie zu erwarten PU 7
mit 9,0 mmHg das Maximum bot.

Die Mittelwerte des arteriellen Blutdrucks in der A. femoralis zdhlten 100,3/ 74,7/ 85,3 + 18,5/
17,6/ 17,0 mmHg (sys/ dias/ mean). Der groRte systolische Wert war 120,0 mmHg, der kleinste
diastolische 39,7 mmHg und der mittlere Blutdruck im Median war 100,7 mmHg.

Die restlichen Daten sind in Grafik 10 und 11, sowie im Anhang ab Tabelle 17.4b (S. 162),

dargestellt.
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Gruppe 2, Postimplantation, gemittelt
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Grafik 10: Mittelwerte/ SF/ Median/ Minimum und Maximum der hdmodynamischen Daten aus Gruppe 2,
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Grafik 11: Mittelwerte der hédmodynamischen Messungen der einzelnen Tiere der Gruppe 2, Postimplantation
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3.1.7 Untersuchungsergebnisse der Gruppe 3, Postimplantation

Die Grafik 12 zeigt die Mittelwerte, den Standardfehler, die Maxima und die Minima der
hamodynamischen Werte der Gruppe 3 nach Entfaltung der Pulmonalklappenprothese.

Die rechtsventrikulairen Messungen verhielten sich ahnlich zu denjenigen vor der
Implantation, namlich im Mittel 23,0 /2,5/ 8,6 + 2,8/ 0,8/ 0,7 mmHg (sys/ dias/ ED) und 19,0/
1,0/ 7,7 mmHg, sowie 28,3/ 3,3/ 10,0 mmHg (sys/dias/ ED) als untere und obere Extreme.
Der pulmonalarterielle Druck ergab 16,4/ 9,6/ 12,1 + 0,9/ 1,3/ 1,0 mmHg (sys/ dias/ mean).
Das Maximum betrug 18,3/ 12,0/ 14,0 mmHg (sys/ dias/ mean), das Minimum 15,3/ 7,7/
10,7 mmHg.

Der Gradient tiber der PCU-Klappe wurde mit 6,5 £ 3,2 mmHg ermittelt, bei PU 12 wurde der
hochste Wert von 13 mmHg gemessen.

Neben des Anstiegs des peak-to-peak Gradienten im Vergleich zu vor der Implantation, ist
ebenso der systemische Blutdruck hochgegangen. Im Mittel handelte es sich um 105,0/ 66,2/
80,0 + 16/ 8,8/ 10,7 mmHg (sys/ dias/ mean). Systolischer Spitzenreiter waren PU 12 und
PU 14 mit 121,0 mmHg, das diastolisches Tief lag bei 48,5 mmHg, der Median des MAP bei
90,7 mmHg. Diese und die Ubrigen Werte kénnen in der Grafik 12 und 13 und im Anhang ab
Tabelle 17.7b (S. 166) begutachtet werden.

Gruppe 3, Postimplantation, gemittelt
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Grafik 12: Mittelwerte/ SF/ Median/ Minimum und Maximum der hdmodynamischen Daten aus Gruppe 3,
Postimplantation
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Gruppe 3, Postimplantation
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Grafik 13: Mittelwerte der hdmodynamischen Messungen der einzelnen Tiere der Gruppe 3, Postimplantation

3.1.8 Postimplantationsmessungen aller Versuchstiere

Wirft man nun einen Blick auf die Parameter aller neun Versuchstiere, die nach der
Implantation gemessen worden sind, ergibt der rechtsventrikuldre Druck 25,2/3,8/11,1+ 2,6/
1,8/ 2,6 mmHg (sys/ dias/ ED), Hochstwerte lagen bei 37,3/ 15,0/ 22,7 mmHg (sys/ dias/ ED).
Die Werte, die im Hauptstamm der Lungenarterie erhoben wurden, beliefen sich
durchschnittlich auf 18,9/9,8/ 14,2 + 1,9/ 1,5/ 1,8 mmHg (sys/ dias/ mean).

Im Mittel ergab der Gradient (iber der Pulmonalklappe 5,5 + 1,3 mmHg, das Maximum betrug
13,0 mmHg.

Systemisch wurden durchschnittliche Blutdruckwerte von 99,9/ 69,2/ 82,9 + 8,0/ 6,8/ 6,6
mmHg (sys/ dias/ mean), mit systolischem Maximum bei 121,0 mmHg, diastolischem
Minimum bei 39,7 mmHg und medianem MAP bei 90,7 mmHg ermittelt.

Die Grafik 14 zeigt die bildliche und numerische Darstellung der Messwerte aller Versuchstiere

zum Zeitpunkt ,Postimplantation®.
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Postimplantationsdaten PU 1- PU 15
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Grafik 14: Mittelwerte/ SF/ Median/ Minimum und Maximum der hdmodynamischen Daten aller
Versuchstiere, Postimplantation

3.1.8 Untersuchungsergebnisse der Gruppe 1, Explantation

Am Tag der Explantation wurden vor der Beendigung des Versuchs noch ein letztes Mal
hamodynamische Messungen vollzogen. In der ersten Gruppe kam es sowohl bei PU 1 als auch
PU 2 zum Verlust der systemischen Blutdruckwerte aus der A. femoralis.

Davon abgesehen erbrachte der Mittelwert des RV-Drucks 22,2/ 7,2/ 12,4 + 4,6/ 5,6/ 5,3
mmHg (sys/ dias/ ED), Spitzenwerte waren 27,0/ 18,3/ 22,3 mmHg (sys/ dias/ ED), Tiefstwerte
13,0/ 0,7/ 4,0 mmHg (sys/ dias/ ED).

Pulmonalarterielle Parameter zdhlten durchschnittlich 18,7/ 9,8/ 13,6 + 4,0/ 3,8/ 3,5 mmHg,
PU 1 bot das systolische Maximum mit 24,7 mmHg.

Als hochster angezeigter Gradient wurden 6 mmHg ausgemacht (PU 2), im Mittel lag dieser
bei 4,1+ 1,2 mmHg.

Der einzige systemisch erhaltene Blutdruckwert ist der von Schaf PU 3 mit 87/ 59,3/ 73,3
mmHg (sys/ dias/ mean) gewesen.

Die Grafiken 15, 16 und Tabellen ab 17.1c (Anhang, S. 158) geben einen Uberblick tber die

vollstandigen Daten aus der Gruppe 1 am Tag der Explantation.
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Gruppe 1, Explantation, gemittelt
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Grafik 15: Mittelwerte/ SF/ Median/ Minimum und Maximum der himodynamischen Daten aus Gruppe 1,
Explantation
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Grafik 16: Mittelwerte der hdmodynamischen Messungen der einzelnen Tiere der Gruppe 1, Explantation

64



3.1.9 Untersuchungsergebnisse der Gruppe 2, Explantation

In der zweiten Gruppe wurde PU 7 am 64. Tag tot im Stall aufgefunden worden. Daher
existieren die hamodynamischen Explantationsdaten lediglich von PU 4 und PU 5.
Rechtsventrikular wurden 32,9/ 3,0/ 14,4 + 7,1/ 6,0/ 4,4 mmHg (sys/ dias/ ED) im Schnitt,
maximal 40,0/ 9,0/ 18,7 mmHg und minimal 25,7/ - 3,0/ 10,0 mmHg gemessen.

In der Pulmonalarterie waren es 19,7/ 10,5/ 15,2 + 1,4/ 2,8/ 0,9 mmHg (sys/ dias/ mean). PU 5
bot den systolischen Spitzenwert von 21 mmHg.

Der peak-to-peak Gradient belief sich auf 13,2 £ 5,9 mmHg und duRerte sich bei PU 5 durch
das Maximum von 19 mmHg.

Den systemischen Blutdruck betreffend sah man im Mittel Werte von 89,5/ 58,7/ 71,5 + 6,8/
9,0/ 5,5 mmHg.

Alle Parameter konnen in ihrer Gesamtheit den Schaubildern 17, 18 und ab den Tabellen 17.4c

(Anhang, S. 162) entnommen werden.

Gruppe 2, Explantation, gemittelt (ohne PU 7)
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Grafik 17: Mittelwerte/ SF/ Median/ Minimum und Maximum der hdmodynamischen Daten aus Gruppe 2,
Explantation
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Gruppe 2, Explantation (ohne PU 7)
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Grafik 18: Mittelwerte der hdmodynamischen Messungen der einzelnen Tiere der Gruppe 2,

Explantation

3.1.9 Untersuchungsergebnisse der Gruppe 3, Explantation

Bei der dritten Gruppe verhielten sich die hdamodynamischen Parameter dhnlich zu den
vorangegangenen Messungen der selbigen Gruppe. Die maximalen rechtsventrikuldaren
Druckwerte betrugen 27,3/ 7,7/ 10,0 mmHg (sys/ dias/ ED), die minimalen 20,3/ 2,3/
5,3 mmHg (sys/ dias/ ED). Als Mittelwert ergab sich 24,4/ 4,2/ 7,9+ 2,1/ 1,7/ 1,4 mmHg (sys/
dias/ ED).

Pulmonalarteriell gingen im Durchschnitt 20,1/ 9,8/ 14,4 + 1,9/ 0,9/ 1,2 mmHg (sys/ dias/
mean) hervor, maximal 23,7/ 7,7/ 16,7 mmHg (sys/ dias/ mean) und minimal 17,0/ 8,3/ 12,7
mmHg (sys/ dias/ mean).

Dementsprechend verhielt sich auch der Gradient Uber der Pulmonalklappe mit 4,4 *
2,3 mmHg, wobei PU 12 mit 8,7 mmHg den héchsten Wert bot und PU 15 mit 0,7 mmHg
anndhernd keinen Gradienten zeigte.

Auch die systemischen Driicke waren mit 93,4/ 66,8/ 79,8 * 3,8/ 2,8/ 3,1 mmHg (sys/ dias/
mean) vollig unauffallig. PU 12 war auch hier Spitzenreiter mit einer Systole von 98,3 mmHg,
PU 14 zeigte die niedrigste Diastole mit 63,7 mmHg und PU 15 den MAP im Median mit 81,7

mmHg.
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Um alle Werte im Genauen zu betrachten, wird auf die Grafiken 19, 20 und ab Tabellen 17.7¢c

(S. 166, Anhang) verwiesen.

Gruppe 3, Explantation, gemittelt
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Grafik 19: Mittelwerte/ SF/ Median/ Minimum und Maximum der hdmodynamischen Daten aus Gruppe 3,
Explantation

Gruppe 3, Explantation
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Grafik 20: Mittelwerte der hdmodynamischen Messungen der einzelnen Tiere der Gruppe 3, Explantation
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3.1.10 Explantationsmessungen aller Versuchstiere

Zum Abschluss einen Blick auf die hamodynamischen Explantationsdaten aller Tiere auller
PU 7 werfend ist zu sagen, dass diese sich den Postimplantationsmessungen aller Schafe
anndhern.

So betrug der Mittelwert des RV-Drucks 25,7/ 5,1/ 11,2 + 2,7/ 2,3/ 2,2 mmHg (sys/ dias/ ED).
Auffallend war das bei PU 5 ermittelte Maximum von 40,0 mmHg. Im Hauptstamm gemessene
Mittelwerte der Pulmonaldriicke betrugen 19,5/ 10,0/ 14,3 + 1,5/ 1,4/ 1,2 mmHg (sys/ dias/
mean), Maxima beliefen sich auf 24,7/ 16,3/ 18,7 mmHg (sys/ dias/ mean) und Minima auf
11/ 3,0/ 7,0 mmHg (sys/ dias/ mean).

Als Gradient (iber der Klappe sei der Mittelwert von 6,5 = 2,0 mmHg mit dem Median von
5,15 mmHg erwahnt.

Systemische Blutdriicke verhielten sich mit 91,2/ 62,8/ 76,0 + 2,7/ 3,2/ 2,6 mmHg (sys/ dias/

mean) im Mittel in der Norm.

Explantation PU 1- PU 15 (ohne PU 7)
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Grafik 21: Mittelwerte/ SF/ Median/ Minimum und Maximum der hdmodynamischen Daten aller Versuchstiere,
Explantation

3.1.11 Zusammenfassung der hamodynamischen Datenauswertung
Betrachtet man zunédchst die hamodynamischen Daten innerhalb einer Gruppe zu den
verschiedenen Zeitpunkten, kann man Uber die erste Gruppe sagen, dass sich die Mittelwerte

zueinander dhnlich verhalten. Um dies statistisch zu analysieren, wurde der Zweistichproben-
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t-Test fiir abhangige Stichproben auf den Druckgradienten Uber der Pulmonalklappe
angewendet, da dieser im zeitlichen Verlauf einen relevanten Parameter widerspiegelt. Hier
ergibt sich, dass zur Explantation (MW = 4,1 mmHg, SE = 1,2 mmHg, n = 3) bei einem kritischen
Wert von 2,91 fiur df = 2 (Freiheitsgrade) und a = 0,05 (Signifikanzniveau), der ptpp-Gradient
hoher ist im Vergleich zur Implantation (MW = 1,0 mmHg, SE = 0,6 mmHg, n= 3). Dennoch
kann nicht davon ausgegangen werden, dass sich die Mittelwerte signifikant unterscheiden
(t=-1,98, p< 0,05, n = 3). Die Teststdrke wird Gber den Korrelationskoeffizienten nach Pearson
angegeben und betragt in diesem Fall 0,57. Dies spricht flir eine mittlere Aussagekraft.

In der dritten Gruppe kommt es zu ahnlichen Bedingungen bei der Gegeniberstellung der
Messungen. Tendenziell sind keine groRen Differenzen auszumachen. Der Zweistichproben-t-
Test erbringt auf den transvalvularen Gradienten lbertragen, dass bei geringfligig hheren
Werten bei Explantation (MW = 4,37 mmHg, SE = 2,33 mmHg, n = 3) zur urspriinglichen
Situation (MW = 4,13 mmHg, SE = 0,30 mmHg, n = 3) die Mittelwerte nicht signifikant
voneinander abweichen (t = -0,09, p < 0,05, n =3). Der Korrelationskoeffizient nach Pearson
belduft sich in diesem Beispiel auf 0,42, was fiir eine schwache Teststarke spricht.

Da innerhalb der zweiten Gruppe Datenverluste und der vorzeitigen Exitus letalis von PU 7
auftraten, kann im klassischen Sinne kein statistischer Test genutzt werden, um die
Gegebenheiten zu analysieren. Was man jedoch anmerken kann, ist die Tatsache, dass nicht
nur die ermittelten Driicke an spezifischen Stellen, sondern auch der Druckgradient iber der
Pulmonalklappe verhaltnismaRig am meisten divergieren, wenn man Praimplantations- (MW
=1,2 mmHg, SE = 0,5 mmHg, n = 2) und Explantationsmessungen (MW = 13,2 mmHg, SE =5,9,
n = 2) vergleicht.

Grundsatzlich befinden sich die meisten Daten, egal zu welchen Zeitpunkten sie erhoben
wurden, im Normbereich der entsprechenden Parameter. Der pulmonale Druckgradient in der
dritten Gruppe (MW = 4,37 mmHg, SE = 2,33 mmHg, n = 3) ist nahezu identisch mit demjenigen
der ersten Stichprobe (MW = 4,1 mmHg, SE = 1,2 mmHg, n = 3) und hat keinen Krankheitswert.
Die Neigung zu pathologischen Werten hingegen zeigt PU 5 mit rechtsventrikuldren Driicken
von 40,0/ - 3,0/ 18,7 £ 1,0/1,0/1,2 mmHg (sys/ dias/ ED £ SD), pulmonalarteriell von 21,0/ 7,7/
14,3 + 1,0/ 0,6/ 1,5 mmHg (sys/ dias/ mean = SD) und einem Spitzendruck Uber der
Pulmonalklappe von 19 + 1,7 mmHg (MW % SD). Der primdre Grund, dieses Versuchstier
bereits nach 26 Tagen bei Verdacht auf Endokarditis aus dem Versuch zu nehmen, erhartete

sich somit auch mittels der hamodynamischen Messungen.
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3.2 Echokardiographische Resultate

Die transthorakale Echokardiographie (TTE) wurde vor und nach jedem angiographischen
Eingriff durchgefiihrt. Am Tag der Implantation richtete sich das Augenmerk vor allem auf die
Durchmesser der Pulmonalklappe. So wurde von allen Schafen im Durchschnitt ein interner
diastolischer Diameter von 18,6 + 1,3 mm (MW # SD) und systolischer Durchmesser von 21,9
1+ 1,9 mm (MW % SD) mit einem Maximum von 21,0 mm (dias) und 25,0 mm (sys) ermittelt.
Weiterhin waren weder an den Herzklappen oder —hdhlen noch an der Funktion
Auffalligkeiten zu erkennen.

Das Abschluss-TTE vor der Euthanasie des Tieres diente letztlich dazu, sich nochmals einen
Uberblick iiber die Gesamtsituation zu verschaffen. In der 1- und 6-Monats-Gruppe war bei
allen Tieren ein laminarer Blutfluss Gber der Klappe sichtbar und eine orthotope Position
wurde gesichtet. In einem Fall trat ein paravalvulares Leck (PVL) auf (PU 15), ein Tier hatte

eine leichtgradige zentrale Pulmonalklappeninsuffizienz (PU 3), ein weiteres wiederum eine

milde Undichtigkeit der
Zeitpunkt Gesamtiiberlebensdauer

Trikuspidalklappe (PU 12). Rechts-

PU4 4W FU 12W (84T) und Linksherzdimensionen sowie -

PU7 8W FU 9,1W (64T) fynktion erschienen durchweg
PU 12 12W FU 27W (189T) normwertig.

PU 14 12W FU 29,6W (207T) Aus der Tabelle 8 gehen die
PU 15 12W FU 21,9W (153T) Nachsorgeuntersuchungen zZu
Tab. 8: Zeitpunkte der Nachsorgeuntersuchungen; W: Wochen; FU: o .

Follow-UP; T: Tage definierten Zeitpunkten hervor. Zu

diesen Terminen wurden in den
Stallungen Ultraschallexaminationen durchgefiihrt, die im Folgenden detaillierter
beschrieben werden.
Im 4-Wochen-Follow-Up des Versuchstieres PU 4 wurden zundchst keine Pathologien
detektiert. Die mit dem continuous-wave-Doppler gemessenen Flussgeschwindigkeiten (Vmax/
Vmean) und Druckgradienten (pmax/ Pmean) Verhielten sich physiologisch (Abb. 29a). So betrug
die maximale Flussgeschwindigkeit 0,46 + 0,03 m/s, die mittlere 0,29 + 0,03 m/s, der pmax 0,83
10,11 mmHg und pmean 0,40 £ 0,06 mmHg. Auch die GréRBenverhaltnisse und Kammerfunktion

waren ebenso erhalten (Abb. 29b).

70



Abb.29: TTE-Bilder PU 4,
4W-FU (a) CW-Doppler .
Pulmonalklappe; (b) M-
Mode li. Ventrikel;

TTE: transthorakale
Echokardiographie; W:
Wochen; CW: continuous
wave; FU: Follow-Up

Im Explantationsechokardiogramm konnten ebenfalls keine UnregelmaRigkeiten dargestellt
werden. Die nachstehenden Untersuchungsmethoden untermauerten jedoch zunehmend
den Verdacht einer Endokarditis, der letztlich durch die Immunhistochemie bestatigt wurde
(Abschnitt 3.4.3).

Die 8-Wochen-Nachsorgeanalyse bei PU 7 ergab den Hinweis auf eine Endokarditis. Zum einen
war im Farbdoppler-Modus (CFM: colour flow mapping) ein turbulentes Stromungsprofil an
der Klappe zu erkennen, zum anderen eine echoreiche Struktur vor und im Klappenstent
(Abb. 30c). Flussgeschwindigkeiten und Druckgradienten waren erhéht und beliefen sich auf
1,55+ 0,02 m/s (Vmax), 1,01 £ 0,06 m/s (Vmean), 9,54 * 0,18 mmHg (pmax) und 4,89 + 0,38 mmHg
(pmean), Was auf eine beginnende Stenose bzw. Obstruktion schliefen lie. Dieser Befund
flhrte dazu, dass eine antibiotische Therapie eingeleitet wurde. Nichtsdestotrotz wurde das

Versuchstier PU 7 eine Woche spater tot im Stall aufgefunden.

Py lmm Y L TN T

Liiod

Abb.30: TTE-Bilder PU 7, 8W-FU (a) CW-Doppler ii. Pulmonalklappe; (b) 2D-Mode, parasternal kurze Achse: Stent am
oberen Bildrand in der Mitte zu sehen; (c) 2D-Mode, parasternal lange Achse: Vegetation im RVOT innerhalb des weifsen
Kreises

Das Studien-Schaf PU 12 erhielt nach

MW SD
Vmax (m/s) 0,47 0,02 zwolf Wochen ein Kontroll-TTE auf dem
Vmean (m/s) 0,27 0,02 ein gut positionierter Stent, weder eine
pmax (mmHg) 0,89 0,08

pmean (mmHg) 0,37 0,04 Stenose noch eine Insuffizienz und

Tab. 9: CW-Dopplermessungen PU 12, 12W-FU:
Flussgeschwindigkeiten und Druckgradienten (iber der
Pulmonalklappe

keinerlei Vegetationen zu finden waren.
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Wie bereits weiter oben beschrieben, evaluierte man eine leichtgradige Undichtigkeit an der
Trikuspidalklappe, die jedoch keinen Krankheitswert besal3. Sowohl die CW-Doppler- als auch

die M-Mode-Messungen ergaben keine UnregelmaRigkeiten (Tabelle 9 + 10).

linksventrikularer interner Diameter, diastolisch LvVibd  (cm) 3,6
linksventrikulérer interner Diameter, systolischer ~ LVIDs  (cm) 2,1
enddiastolisches Volumen EDV (ml) 54
endsystolisches Volumen ESV (mi) 14
Schlagvolumen sV (mi) 39
Ejektionsfraktion EF (%) 73
interventrikulidres Septum, diastolisch Ivsd (cm) 0,9
interventrikulares Septum, systolisch IVSs (cm) 1,5

Tab. 10: M-Mode-Messungen PU 12, 12W-FU

Uber die 12-Wochen-Echokardiographie von Versuchstier PU 14 ist wenig zu berichten. Der
zweite Klappenstent saR optimal, die globale Herzfunktion erschien sehr gut, es waren keine
Stenosen oder Insuffizienzen zu erkennen. Aus Tabelle 11 und 12 gehen die erhobenen
Messungen hervor, die sich alle im Referenzbereich befinden.

Bei PU 15 fiel im Kontroll-Ultraschall neben einem weitgehend unauffalligen Befund folgende
Aspekte ins Gewicht. Einerseits befand sich der zweite Stent etwas zu weit proximal im
rechtsventrikuldaren Ausflusstrakt, zum anderen konnte man ein kleines paravalvuldres Leck
ausfindig machen (Abb. 31). Dieses bestatigte sich in der post mortem Analyse (Abschnitt
3.3.3). Da es aufgrund seiner geringen GroRRe wenig Auswirkung auf die Himodynamik hatte,
verzichtete man darauf, interventionell einzugreifen. Die CW-Doppler und M-
Modemessungen waren unauffallig, ferner war keine Obstruktion im Sinne einer Vegetation

auszumachen (Tab. 13 + 14).

Abb.31: 12W-FU TTE
PU 15: (a) 2D-Mode:
parasternal lange
Achse: Pfeil zeigt auf
PVL; (b) CW-Doppler:
Kreise zeigen Riickfluss
tiber der Klappe,
Hinweis auf PVL; PVL:
paravalvulére Leckage
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MW SD MW SD
Vmax (m/s) 0,91 0,07 Vmax (m/s) 1,00 0,06
Vmean (m/s) 0,62 0,03 Vmean (m/s) 0,59 0,03
pmax (mmHg) 3,35 0,48 pmax (mmHg) 4,00 0,45
pmean (mmHg) 1,75 0,19 pmean (mmHg) 1,73 0,17

Tab. 11: CW-Dopplermessungen PU 14, 12W-FU:
Flussgeschwindigkeiten und Druckgradienten (iber der

Pulmonalklappe

LVIDd (cm)
LVIDs (cm)

EDV (ml)
ESV (ml)

SV (ml)
EF (%)

IVSd (cm)
IVSs (cm)

3,6
2,3

55
19

36
66

0,7

Tab. 12: M-Mode-Messungen

PU 14, 12W-FU

Tab. 13: CW-Dopplermessungen PU 15, 12W-FU:
Flussgeschwindigkeiten und Druckgradienten (iber der

Pulmonalklappe

LVIDD (cm) 3,5
LVIDS (cm) 2,3
EDV (ml) 53
ESV (ml) 19
SV (ml) 34
EF (%) 65
IVSDd (cm) 0,9
IVSDs (cm) 1
Tab.14: M-Mode-Messungen

PU 15, 12W-FU

Vergleicht man nun die erhobenen TTE-Daten aus den Nachsorgeuntersuchungen der dritten

Gruppe, belaufen sich die Mittelwerte der Flussgeschwindigkeiten (Vmax/ Vmean) auf 0,79 +

0,16 m/s (MW + SE) und 0,49 + 0,11 m/s. Die hochste vmax bot hierbei PU 15 mit 1,00 m/s, die

niedrigste PU 12 mit 0,47 m/s. Der Durchschnitt der Gber der Pulmonalklappe gemessenen

Druckgradienten (pmax/ Pmean) €rgab 2,75 + 0,95 mmHg (MW # SE) und 1,28 + 0,46 mmHg.

Auch hier fiel auf, dass PU 15 den maximalen Spitzendruck mit 4,00 mmHg lieferte und PU 12

den tiefsten pmax-Wert mit 0,89 mmHg. Zusammenfassend ist zu nennen, dass alle ermittelten

Werte verhadltnismaRig unter den kritischen Cut-Off-Werten lagen und sich daraus kein

pathologischer Umstand ergab. Die vollstandigen Werte sind der Tabelle 15 zu entnehmen.

PU15 PU14 PU12 MW SE Maximum Minimum Median
Vmax (m/s) 1,00 0,91 0,47 0,79 0,16 1,00 0,47 0,91
Vmean (m/s) 059 062 027 049 0,111 0,62 0,27 0,59
pmax (mmHg) 400 335 089 2,75 095 4,00 0,89 3,35
pmean (mmHg) 1,73 1,75 0,37 1,28 0,46 1,75 0,37 1,73

Tab. 15: Mittelwerte/ Maxima/ Minima/ Median der CW-Dopplermessungen der Gruppe 3
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3.3 Makroskopische post mortem Analyse
Wie im Abschnitt 2.8 beschrieben, wurden die jeweiligen Herzen nach demselben Muster
untersucht und der Stent, die Position und Verankerung, die Segelbeschaffenheit und

pathologische Veranderungen der kardialen Strukturen gepriift.

3.3.1 Makroskopische Ergebnisse Gruppe 1

Bei allen Tieren aus der ersten Gruppe waren die Herzen makroskopisch unauffallig. Die GrofRe
der Herzhohlen und Herzmuskeldicke war physiologisch, keinerlei Verdanderung an der
Trikuspidal- oder den tbrigen Klappen war festzustellen. Alle drei Stents hatten eine korrekte
Lage, verdeckten die native Pulmonalklappe vollstandig, waren gut im umliegenden Gewebe
integriert und nicht beschadigt. Das Stentbett wies einen normalen Befund auf. Samtliche

PCU-Klappensegel waren intakt und gut zu separieren. Lediglich bei den Versuchstieren PU 2

und PU 3 konnte man diskrete fibrindse Auflagerungen sehen (Abb. 33c + 34c).

Abb. 32: Post mortem Analyse PU 1: (a) Herz, Ansicht von dorsolateral; (b) nach Eréffnung des RV, Stent gut
sichtbar, Stentbett (Pfeil) unauffdllig; (c) nach Stentextraktion, Ansicht von oben, Segel zart und intakt;
RV: rechter Ventrikel

Abb. 33: Post mortem Analyse PU 2: (a) Herz, seitl. Ansicht; (b) nach Eréffnung der PA, Stent gut positioniert,

Stentbett (Pfeile) 0.B.; (c) in situ Einsicht in den Stent von oben, leichte fibrinése Auflagerungen auf den Segeln
(Pfeile); PA: Pulmonalarterie; o.B.: ohne Befund
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Abb. 34: Post mortem Analyse PU 3; (a) Herz, seitl. Ansicht, Pfeil: Lage d. Stents; (b) nach Extraktion,
Nitinolgertiist intakt, Gewebe unauffillig; (c) Ansicht von oben, Klappensegel zart, diskrete fibrinése
Auflagerungen (Pfeile)

3.3.2 Makroskopische Ergebnisse Gruppe 2

Uber die zweite Gruppe ist zu berichten, dass bei allen drei Tieren eine VergréRerung der
rechten Kammer zu beobachten war. Die Klappenstents waren jeweils gut positioniert, das
Nitinolgeriist unbeschadigt und endothelialisiert. Jedoch konnten bei den verfriht
verstorbenen Tieren PU 5 und PU 7 entziindliche Verdanderungen am Stentbett lokalisiert
werden, die zum Teil sehr ausgepragt waren (PU 7). Auch beim verbleibenden zwdlf Wochen
Schaf PU 4 sind dhnlich inflammatorische Prozesse aufgetreten (Abb. 35). Weiterhin sind an
der Klappenebene und teilweise auch am Stentbett (PU 7) massive, vegetationsdhnliche
Strukturen ausgemacht worden. Der Verdacht, dass PU 7 an einer Endokarditis verendet ist,
hat sich sinngemal dadurch erhartet. Ferner ist davon auszugehen, dass die beiden anderen

Versuchstiere ebenso an einer fulminanten Herzinnenhautentziindung gelitten haben.

5 Y

Abb. 35: Post mortem Analyse PU 4; (a) dorsolat. Ansicht, vergréfSserter RV (Stern); (b) Stentbett entziindlich
verbacken (Kreis); (c) Stentansicht von unten: Vegetation (Pfeil) unterhalb der Klappenebene; (d) nach
Entfernung d. Vegetation, PCU-Segel zart und intakt; RV: rechter Ventrikel
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Die Bilder zeigen, in welchem Malie die einzelnen Herzen betroffen sind. Auf der Abbildung
36b imponieren eine starke Gewebsschwellung und hamorrhagisch-nekrotisierende Areale an

der Stelle, an der sich der Stent befand.

Abb. 36: Post mortem Analyse PU 5 (a) seitl. Ansicht Herz, vergrdfSserter RV (Stern); (b) Stentbett 6dematés
aufgequollen, fibrinoid entziindet; (c) Stentansicht von unten: massive Vegetation; RV: rechter Ventrikel

Die bei PU 7 durch die zahlreichen Vegetationen entstandene Obstruktion im
rechtsventrikuldaren Ausflusstrakt hat zur enormen VergroRerung des betroffenen Ventrikels

beigetragen (Abb. 37a). Die verheerende Kombination aus Endokarditis und die daraus

resultierende Rechtsherzbelastung hat letztlich am 64. Tag zum Tod des Tieres gefiihrt.
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Abb. 37: Post mortem Analyse PU 7 (a) dorsolat. Ansicht, RV (Stern) durch Druckbelastung gréfSer als LV;
(b) Stent und Stentbett blumenkohlartig befallen, Nitinolgeriist intakt; (c) Stenteinsicht von oben, PCU-Segel

aufgrund von Vegetationen nicht mehr zu unterscheiden; LV: linke Kammer

3.3.3 Makroskopische Ergebnisse der Gruppe 3

Die makroskopische Untersuchung der Herzen aus der dritten Gruppe ergab (iberwiegend
keine pathologischen Befunde. Die Herzhohlen verhielten sich anatomisch normal, die
restlichen kardialen Strukturen, wie z.B. das Trabekelwerk und die anderen Klappen

prasentierten sich anstandslos. Das Endokard war ebenso intakt wie die Polycarbonat-Klappe
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und der dazugehorige Nitinol-Stent. Es waren keine Verwachsungen erkennbar. Die zuerst
implantierten Prothesen der Versuchstiere PU 14 und PU 15, bei denen eine Stentmigration
nach der Freisetzung in Richtung Pulmonalarterienbifurkation stattgefunden hatte, waren

entfaltet und beide funktionslos, so dass sie nach einer kurzen Inspektion auf grobe

Pathologien nicht weiter beriicksichtig wurden.

E
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Abb. 38: Post mortem Analyse PU 12 (a) seitl. Ansicht, normal grofies Herz und RV; (b) Eréffnung des Stentbetts,

Nitinolgertist unversehrt, lediglich diskrete Fibrinauflagerung (Pfeil); (c) extrahierter Stent, Ansicht von oben, PCU-
Segel erhalten, mit Kreis markierte Stellen keine Vegetationen, sondern umliegendes Gewebe; RV: rechter Ventrikel

Sowohl bei PU 12 (Abb. 38) als auch bei PU 14 (Abb. 39) erwies sich die Lage der Stents als
optimal. Die native Pulmonalklappe war bedeckt, jedoch ragte der basale Anteil des
Nitinolgeriists nicht zu tief in die rechte Kammer, so dass der physiologische Blutfluss nicht
behindert wurde. Derartiges Ergebnis ist bei der Positionierung der zweiten PCU-Klappe im
zuletzt implantierten Tier (PU 15) nicht ganz gelungen (Abb. 40). Hier hatte ein einige
Millimeter weiter distal abgeworfener Stent die Stromungsverhaltnisse weniger bis gar nicht

beeintrachtigt.

Abb. 39: Post mortem Analyse PU 14 (a) seitl. Ansicht, normal konfiguriertes Herz; (b) Einsicht von oben,
Klappe véllig unversehrt; (c) Klappenansicht von unten, Stent gut eingewachsen, zarte PCU-Segel

Neben der Prothesenposition hat sich zudem beim PU 15-Schaf der Nitinol-Stent nicht

vollstandig entfaltet. Zwar ist die Funktion erhalten geblieben, jedoch ergab sich ein
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paravalvuldres Leck (PVL) (Abb. 40b). Das bedeutet, dass das Blut unabhdngig vom
Klappenschluss an der Prothese vorbeiflieBen und somit auch in der Fillungsphase des
Herzens (Diastole) Blut aus der Pulmonalarterie wieder zuriick in die rechte Kammer gelangen
konnte. Eine derartige Leckage wirde auf Dauer zu einer Volumenbelastung des rechten

Ventrikels, einer damit einhergehenden Erweiterung der Herzhdhle und langfristig zu

FunktionseinbufRen fiihren.
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Abb. 40: Post mortem Analyse PU 15 (a) seitl. Ansicht Herz, noch normaler RV (Stern); (b) Ansicht auf Stent von
RV aus, gestrichelte Umrandung kennzeichnet PVL, Stent relativ weit in rechter Kammer; (c) Stent von oben,
Pfeil kennzeichnet normales Gewebe, welches im Rahmen der Explantation mitentfernt wurde, keine

Vegetation; RV: rechter Ventrikel
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3.4 Mikroskopische Auswertungen

Die in 2.9 beschriebenen histologischen Farbungen wurden bei jedem Tier durchgefihrt. Die
Betrachtung geschah mittels Zeiss Axiovert 135-Mikroskop (Carl Zeiss AG, Oberkochen,
Deutschland) in 10-, 20- und 32-facher VergréBerung, die Bildaufnahmen anhand einer
integrierten AxioCam, ICc 1-Kamera. Je nach Farbemethode wurden unterschiedliche Aspekte
analysiert und verglichen. Die Auswertung der Schnitte erfolgte unter der Aufsicht und in
Zusammenarbeit mit der Biologin Frau Dr. Anja Metzner aus dem Team der experimentellen
Herzchirurgie.

Da es sich im Falle des Stentbetts um den Bereich zwischen rechten Ventrikel und vorwiegend
der Pulmonalarterie handelt, sind die entsprechenden Bestandteile abgebildet. Die Arteria
pulmonalis ist eine Arterie vom elastischen Typ, die aus glatter Muskulatur, Kollagen und
elastischen Fasern besteht. Ziel der Untersuchung war es, die Struktur der genannten

Bereiche zu beurteilen und Stérungen der Mikroarchitektur festzustellen.
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3.4.1 Ergebnisse der H.E.-, Movat-Pentachrom- und Elastika-von-Gieson Farbung

Nachdem die genannten Firbeverfahren dem Zweck der Ubersicht dienen, werden die
Resultate in diesem Abschnitt zusammenfassend prasentiert.

In der ersten Gruppe konnte man bei allen drei Tieren reguldre Gewebeformationen sehen.
Die Textur der Arterienwand war nicht gestort, die elastischen Fasern intakt und keinerlei

Zeichen einer Entziindung waren nachweisbar.
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Abb. 41: Ubersichtsfiarbungen PU 3 (a) H.E., 10x; (b) E.v.G., 32x und (c) M.P., 32x: Darstellung intakter elastischer Fasern
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Die im Querschnitt konzentrisch angeordneten Lamellen der glatten Muskulatur sind tberall
gut zu erkennen. Weiterhin kann man bei einigen Schnitten den dreischichtigen Wandaufbau
des Gefalles mit Intima innen, Media in der Mitte und der duReren Adventitia differenzieren

(Abb. 42b).
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Abb. 42: Ubersichtsfdrbungen PU 2 (a) H.E., 10x: reguldre Struktur, glatte MZ mit ZK; (b) E.v.G., 10x: dreischichtiger
Wandaufbau mit eingewebten glatten MZ im elastischen Fasernetz; (c) M.P., 32x: Verlauf der elastischen Fasern im BG;
gMZ: glatte Muskelzellen; ZK: Zellkerne; BG: Bindegewebe; Int: Intima; Med: Media,; Ad: Adventitia, eF: elast. Fasern

Eine sogenannte Membrana elastica interna und Membrana elastica externa aus weiteren
elastischen Fasern begrenzen die Media zur Innen- und AuBenschicht. Dieses Merkmal weisen
vor allem herznahe Arterien auf, da sie sich gesondert an die herrschenden Druckverhaltnisse
anpassen missen. Man bezeichnet diese Art von Gefdl} unter anderem auch als Arteria
elastotypica.

Die Befunde der makroskopischen Betrachtung der zweiten Gruppe haben sich ebenso
mikroskopisch in den Ubersichtsfarbungen weiter bestatigt. Zellherde von Leukozyten lieRen

sich nachweisen, teilweise war eine fibrinoide Nekrose mit Gewebsédem und Fragmentierung
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der elastischen Fasern zu sehen (Abb. 43a). Da diese Bruchstiicke in Zelldetritus, Fibrin und
Serumbestendteile eingebettet sind, wirken die Strukturen im Bild unscharf und insgesamt
aufgequollen (Abb. 43b). Durch die Eosinophilitat dieses Milieus entsteht bei der Elastika-von-
Gieson Farbung der kraftig violette Ton. Zudem kam es im Zuge der Endokarditis in einigen

Fallen zur Einblutung ins Gewebe. Die Darstellung der Erythrozyten trat besonders in der

Movat-Pentachrom Farbung zum Vorschein (Abb. 43c).

Py

Abb. 43: Ubersichtsfirbungen PU 7 (a): H.E., 20x: Leukozytenansammlungen (gestrichelte Bereiche), auch dazwischen
Infiltrierungen zu sehen; (b) E.v.G., 32x: fibrinoide Nekrose mit fragmentierten elastischen Fasern (Kreis), Odem und sich
zersetzenden Anteilen (Pfeile); (c) M.P., 20x: ubiquitére Erythrozyteneinwanderung (rot)

Bei den Tieren aus der dritten Gruppe zeigten die Ubersichtsfirbungen keinerlei
UnregelmaRigkeiten in der Beschaffenheit des Gewebes. Die Zellen prasentierten sich normal,
Entziindungszeichen waren nicht zu detektieren. Das extrazellulire Gewebe war ebenso
anatomisch unauffallig (Abb. 44).

Zusammenfassend kann man sagen, dass sich wie schon bei der post mortem Analyse
angedeutet die erste und dritte Gruppe blande offenbart hat. Die Ergebnisse der zweiten

Gruppe hingegen lieRen sich durch die histologische Ubersichtsfarbung weiter untermauern.

Abb. 44: Ubesichtsdrbungen
intakt (Pfeile) und durchziehen das Gewebe; (c) M.P., 20x: unauffdilliger Befund
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3.4.2 Ergebnisse der Versilberung nach Kossa

Um verkalktes Gewebe darzustellen, wurde die Versilberung nach Kossa durchgefiihrt. Dabei
war auffallend, dass weder in Gruppe 1 noch in Gruppe 3 Kalkablagerungen im Stentbett
belegbar gewesen sind. Die drei Tiere aus der zweiten Gruppe waren bedingt betroffen. Bei
PU 4 und PU 7 waren in einigen Bereichen beginnende Verkalkungen in Form von Mikrospots

beziehungsweise entlang der Intima zu erkennen. Eine ausgepragte Stelle wurde bei PU5

gesehen (Abb. 45).
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Abb. 45: Versilberung nach Kossa Gruppe 2 (a) PU 4, 10x und (c) PU 7, 10x: Pfeile markieren beginnende Verkalkung;
(b) PU 5, 10x: deutliche Verkalkung (schwarz angeférbt) in der Bildmitte

o/

3.4.3 Immunbhistologische Farbungen

Bei den immunhistochemischen Prdparaten wurden die positiv angefarbten Zellen mit Hilfe
eines aufgelegten Rasters ausgezahlt. Das Vorhandensein von 20 bis 40 Zellen galt als
Entziindungsreaktion zweiten Grades, 40 bis 60 als eine dritten Grades und ein Vorkommnis
jenseits der 60 Zellen ist als schwere Immunantwort vierten Grades gedeutet worden. Unter
den ersten Grad fielen 10-20 Zellen, alles darunter sprach gegen eine Inflammation.

Als Fazit ist zu nennen, dass bei zwei Schafen, PU 1 und PU 14, keinerlei Immunzellen
aufzufinden waren. Bei allen anderen Versuchstieren traten unterschiedliche
Entziindungsgrade auf. Genaueres ist Tabelle 16 und 16.1 (Anhang, S. 155) zu entnehmen.
Markant sind hierbei die Resultate der zweiten Gruppe. Anndhernd alle Farbungen
beherbergen die Anwesenheit von Uber 60 Zellen, was als eine auRerordentlich starke
Immunantwort gewertet wurde. Die Interpretation dieser Ergebnisse wird im Abschnitt 4.1 (S.
100) genauer dargestellt. Auf den Abbildungen 46 und 47 kann man beispielhaft das Fehlen
einer Immunantwort (PU 14) mit einer schweren Entziindungsreaktion (PU 7) vergleichen.
Wahrend auf den Praparaten des einen Versuchstieres keine braunen Zellen nachzuweisen

sind, durchziehen bei PU 7 zahlreiche positiv angefarbten Zellnester die Gewebeschnitte.
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CD3 CD20 CD45 CD68

Gruppe 1 PU1 0 0 0 0
PU 2 0 0 I 1]
PU3 I I I Il

Gruppe 2 PU4 v v v 1]
PUS v v v v
PU 7 v v v v

Gruppe 3 PU 12 I 0 Il Il
PU 14 0 0 0 0
PU 15 0 I I I

Tab. 16: Entziindungsgrade nach Auszéhlung CD3-, CD20-, CD45- und CD68-positiver Zellen: Entziindungsgrade nach Zellzahl:
0-10: 0 (fehlend); 10-20: I. Grades (mikro); 20-40: Il. Grades (mild); 40-60: Ill. Grades (mittel); >60: IV. Grades (schwer)

Abb. 47: Immunhistochemie PU 7 (a) CD3, 10x, (b) CD20, 32x, (c) CD45 20x und (d) CD68, 10x: Pfeile bzw. Kreise markieren
positiv angeférbte Zellen/ Zellnester
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3.4.4 Prokollagen llI-Farbung

Kollagen Il ist fester Bestandteil der extrazellularen Matrix des Herzens. Aufgrund dessen ist
es in allen untersuchten Schnitten nachweisbar. Aus visueller Sicht entsteht der Eindruck, dass
in der Gegenliberstellung der drei Gruppen verhaltnismaBig der niedrigste Anteil in der ersten
Gruppe und der héchste Gehalt an Prokollagen Ill in der zweiten Gruppe wahrzunehmen ist
(Abb. 48). Da jedoch keine quantitative Messung mittels Radioimmunoassay stattgefunden
hat, beruhen diese Erkenntnisse auf der subjektiven Ansicht des Untersuchers, welche durch
einen zweiten, erfahrenen Betrachter konfirmiert wurden. In welchen Zusammenhang diese

Beobachtungen gebracht werden kdénnen, wird in der Diskussion unter 4.1 tiefgehender

behandelt.

Abb.48: Prokollagen llI-Fidrbung (a) PU 3, 10.T braugefdrbtes Areal v.a. i der linken Bildhdlfte; (b) PU 4, 10x: gesamtes
Bild tief braun gefdrbt, spricht fiir einen hohen Anteil Prokollagen Ill; (c) PU 14, 10x: relativ gleichmdfig durchzogene
braune Prokollagen IlI-Struktur

3.5 REM-Ergebnisse

Ziel dieser Betrachtung war es, die Erprobung von Polycarbonat-Urethan als Gerlistmaterial
zu testen und zu untersuchen, ob eine Zellbesiedelung grundsatzlich moglich ist.

Die (iber das Dip-Coating-Verfahren (Abschnitt 2.3) hergestellte Polycarbonat-Urethan-Klappe

weist rasterelektronenmikroskopisch eine unregelméaRige Oberflachenstruktur auf (Abb. 49).

’a' il

$4800 3.0kV 12.5mm x120 SE(M) 400um $4800 3.0kV 12.5mm x900 SE(M) 2 4.00um

Abb. 49: REM-Bilder native PCU-Klappe (a) 120x: grofSflichig raue Oberfldchenstruktur; (b) 900x: unterschiedliche
Morphologie der Oberfldchenstruktur; (c) 12,0k: einzelne Darstellung einer Aufrauhung (Kreis)
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In den Bildern sind eindeutig groRflachige Bereiche mit Aufrauhungen unterschiedlicher
Auspragung zu sehen. Mustert man eine davon genauer, kann man Auffaltungen, Erhebungen
und Furchen erkennen (Abb. 49c).

Nimmt man sich nun die Proben der dynamischen Besiedelung vor, lasst sich fast liber die
ganze Flache verteilt eine Zellschicht mit kleinflachigen Unterbrechungen erfassen (Abb. 39a),
wobei an einigen Stellen eine vermehrte Ansammlung von Zellen im Vergleich zu anderen
Arealen festzustellen ist. Je nach Detektor am Rasterelektronenmikroskop, kann man eine
andere Ansicht und damit auch Plastizitat erzielen. In den Abbildungen 39a und 39b ist zum
Beispiel der sogenannte ,,upper” Detektor verwendet worden, in der die Organismen eher hell
erscheinen und das PCU dunkel (Abb. 50a). Vergleicht man das mit der Abbildung 39c, geht
aus dieser eine verstarkte Dreidimensionalitat hervor. Dieser Effekt entsteht dadurch, dass
man iber den ,lower” Detektor eine seitliche Perspektive einnimmt und somit Schattierungen
resultieren. Insgesamt erinnert diese Optik an ein Negativ. Man kann in der 8,00k-fachen
Vergroflerung deutlich eine Zelle und deren Bestandteile erkennen. Die kugeligen Strukturen
sind Proteine, das Material und die ,Strange” dazwischen die zelluldren Organellen, wie z. B.
Mitochondrien oder das Endoplasmatische Retikulum. Es handelt sich in jedem Fall um
hochorganisierte Systeme. Die dynamische Besiedelung kann somit als erfolgreich gewertet

werden.
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$4800 3.0kV 11.2mm x400 $4800 3.0kV 11.2mm x8.00k SE(L)

Abb.50: REM Aufnahmen dynamisch besiedelter PCU-Klappe (a) 400x: dunkle Areale (Pfeile) zeigen auf das Polymer, helle
Bereiche bilden die Zellschicht; (b) 8,00k-fach, Zelle: Proteine (weif3e Pfeile) und weitere Organellen (dunkle Pfeile);
(c) 8,00k-fach, gleiche Aufnahme wie (b) mit ,,lower” Detektor

Bei der Analyse der statischen Kultivierungs-Praparate fallt ebenso auf, dass eine Zell-
Anheftung gelang. In weiten Teilen entsteht der Eindruck, dass diese weniger gleichmaRig und
dicht als bei der dynamischen Methode ist, jedoch trotzdem aussichtsreich. Singulare Zellen
sowie Zellverbande mit zwischenliegender extrazelluldrer Matrix kdnnen unter anderem
gesichtet werden (Abb. 51). Insgesamt erscheint die Besiedelung eher fleckenférmig und

unregelmalig. Wahrend an einigen Stellen eine hohere Zelldichte herrscht, befinden sich
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anderweitig eher nur vereinzelt Zellen. Auf Abbildung 51b ist ferner ein Riss zu sehen, der
vermutlich bei der Vorbereitung der Proben wahrend der Gold-Palladium-Beschichtung

entstanden ist.

nm x120 SEM) ' 8 20k S 4 s4¢ 10.0um

Abb. 51: REM-Aufnahmen statisch besiedeltes PCU (a) 120x: einzelne Zellen zu sehen (Pfeile); (b) 1,20k-fach: Zellverband
am unteren Bildrand mit extrazelluldrer Matrix dazwischen, Riss (Pfeil); (c) 4,00k-fach: Ausldufer eine Zelle stark
vergréfSert, Proteine und Zellbestandteile genauer zu erkennen

Zusammenfassend ist bei beiden Verfahren des Tissue-Engineerings ein positives Ergebnis zu
beobachten. Die Tatsache, dass das native Polymer durch die hiesige Herstellungstechnik ein
nicht vollkommen glattes Oberflachenrelief aufweist, tragt sicherlich dazu bei, dass sich Zellen
an dieses Material heften konnen. Detaillierte Auseinandersetzungen mit dieser Thematik

kénnen im Abschnitt 4.1 (S. 108) nachgelesen werden.
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4. Diskussion

Die tierexperimentelle Studie ,Perkutaner Pulmonalklappenersatz mit Polycarbonat-
Urethanklappen zur Behandlung von Pathologien des rechtsventrikuldaren Ausflusstraktes im
Schafmodel” der experimentellen Herzchirurgie des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein,
Campus Kiel, dient dieser Dissertationsschrift zur Erorterung der erhobenen Daten. Es wurde
ganzheitlich evaluiert, welche Auswirkungen die Implantation einer innovativen
Polycarbonat-Urethan Prothese in einem selbstexpandierenden Nitinol-Stent auf den
Organismus der Tiere auslibt. Dabei wurde besonderes Augenmerk auf die technische
Durchfiihrbarkeit, das hamodynamische Stromungsprofil, die Thrombogenitat, strukturelle
Verdanderungen am Herzen nach der Implantation, das Verkalkungsverhalten, die
korpereigene Immunreaktion der Schafe auf die Klappe und die Eignung des Materials als
Anheftungsmatrix im Rahmen des Tissue-Engineerings gelegt. Diese Beobachtungen Uber
unterschiedliche Zeitraume wurden in einem zweiten Schritt miteinander verglichen.

Als Fortfuhrung der Arbeiten von Herrn PD Dr. Tim Attmann, Herrn Dr. Christian Konig und
Frau Dr. Anja Metzner gehen diese Analysen nun aufgrund des ausgebauten Studiendesigns
eine Stufe weiter in der Erforschung von Polycarbonat-Urethan Prothesen als mdogliche

Alternative bei der Behandlung von Pulmonalklappenerkrankungen.

4.1 Erorterung der Versuchsdaten

Stentfraktur und technische Probleme

Die technische Versuchsdurchfihrung lief in fast allen Fallen reibungslos ab und die
Komplikationsrate war ebenso gering. Die meisten der bisher von anderen
Forschungsgruppen beschriebenen Probleme beim perkutanen Pulmonalklappenersatz, zum
Beispiel die Stentfraktur, wurde in keinem der Versuchstiere gesehen. Die Inzidenz einer
Stentfraktur bei der Implantation der in einem Platin-Iridium-Stent angebrachten, klinisch
eingesetzten Melody™-Prothese betragt etwa 20 % bis 31 %, von denen sich bei ca. einem
Drittel der Patienten erhdhte rechtsventrikulare Driicke und transvalvuldre Gradienten durch
Stentfragmente entwickeln. Ein besonderes Risiko besteht vor allem fiir Patienten, die nicht
voroperiert sind, Conduits ohne Verkalkung haben oder eine ausgepragte Retraktion des
RVOTs mit sich bringen (Nordmeyer et al., 2007) (Lurz et al., 2009, Nordmeyer et al., 2011).

Die Stentbriiche bedingen oftmals eine Schadigung der kiinstlichen Klappe mit der méglichen
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Folge einer Obstruktion und dem Bedarf einer wiederholten Nachdilatation, einer weiteren
Stent- bzw. Klappenimplantation oder gar einer Operation (Bauner and Kozlik-Feldmann,
2013). Die Stentfraktur ist ein relativ haufiges Phanomen, das bei unbeschichteten
Metallstents nach der Implantation auftritt. Im Falle von RVOT-Conduit-Stents betragt die
Pravalenz etwa 43 % (Peng et al.,, 2006). Die Tatsache, dass der Stent direkt hinter der
vorderen Brustwand und damit sehr oberflachlich sitzt und dadurch von Herz und Brustbein
komprimiert wird, wird als moéglicher Grund diskutiert (Murugan et al., 2005). Zwar besitzen
Metallstents eine hohe Radialstdrke, doch sind sie weniger darauf ausgelegt, asymmetrisch
zyklische Druckspannung im kardialen Kontext auszuhalten. Auch in anderen Positionen, zum
Beispiel in der femoropoplitealen Region, in der die Stents einer Druckbelastung ausgesetzt
sind, kommt es mit 37,2 % relativ haufig zu Frakturen (Scheinert et al., 2005). Zur Reduzierung
von Stentbriichen beim Pulmonalklappenersatz ist daher in indizierten Fallen die Insertion
eines oder mehrerer Pra-Stents empfohlen (Demkow et al., 2011) (Nordmeyer et al., 2011).
Die herausragenden Eigenschaften wie der shape-memory-Effekt, die damit verbundene
Superelastizitat und die Deformationseigenschaften statten die Metalllegierung aus Nickel
und Titan hingegen mit einer einzigartigen Ermidungsresistenz aus (Mahtabi et al., 2015). Der
selbstexpandierende Nitinol-Stent (iberwindet die duBeren Krafte, die auf ihn wirken mit einer
signifikant hoheren Radialkraft. Trotz des relativ hohen Nickelanteils, weist er die gleiche
Korrosionsbestandigkeit und Biokompatibilitdt wie andere Stentmaterialien auf (Stoeckel et
al., 2004). Obwohl Nickel als toxisch gilt und etwa 10-20 % der Frauen in Europa eine Allergie
aufweisen, scheint es aufgrund seiner chemisch-mechanischen Modifizierung durch
Entgraten, Elektropolierung und Passivierung keine schadliche Auswirkung auf den
Organismus zu haben und kann auch bei den Betroffenen eingesetzt werden (Hensten-
Pettersen, 1998, Wadood, 2016) (Duerig and Wholey, 2002). Daher wird Nitinol aufgrund
seiner ungewohnlichen Beschaffenheit in vielen Bereichen der Medizin, wie unter anderem
der Kieferorthopadie eingesetzt. Wie bereits in Abschnitt 2.2 erldutert, besitzt es eine 10 bis
20-fach hohere Elastizitat als Edelstahl, womit die deutlich geringere Gefahr einer Stentfraktur
verbunden ist. Zusatzlich ist es nicht ferromagnetisch und daher MRT-tauglich, in welchem es
im Vergleich zu Ubrigen Metallen kaum Artefakte erzeugt (Duerig et al., 1999).

Im Abschnitt 2.2 wurden ferner die Vorziige der Methode der selbstexpandierenden Stents
(SX) im Vergleich zu den ballonexpandierenden (BX) erwahnt. Das ballonexpandierende

Verfahren, das bei der Melody™- und Edwards SAPIEN-Prothese angewendet wird, birgt

87



durch die Ballon-in-Ballon Technik eher die Wahrscheinlichkeit einer GefaRverletzung und
beschriebener Plague- oder Conduitrupturen (Duerig and Wholey, 2002) (Khambadkone,
2012) (Lurz et al., 2008). Das Auftreten einer Conduitruptur wurde jlingst prospektiv mit 9 %
berechnet, eine starke Verkalkung des Pulmonalklappenrings und der Conduit-Typ stellten
Risikofaktoren dar (Boudjemline et al., 2016).

Besteht der Verdacht, dass sich ein Nitinol-Stent nicht vollstandig entfaltet hat, so kann man
nach der Freisetzung noch eine Ballondilatation anschlieRen. Die zuvor dargelegten
Eigenschaften des Nitinols erlauben die Verwendung von diinneren Ballonkathetern, die mit
niedrigeren Driicken bedient werden und weniger traumatisch sind (Duerig and Wholey,
2002). Wahrend des Implantationsvorgangs bei PU 15 ist weder angiographisch noch
echokardiographisch ein paravalvulares Leck gesehen worden. Erst spater in der
Nachsorgeuntersuchung wurde ein PVL auf den TTE-Bildern detektiert. Da man aufgrund der
geringen GrolRe zunadchst zuwarten wollte, hat man davon abgesehen interventionell
einzuschreiten. Die makroskopische post mortem Analyse zeigte, dass bei einer langeren
Uberlebensdauer eine Ballondilatation durchaus indiziert gewesen wére, um das PVL zu
minimieren (Abschnitt 3.2, Abschnitt 3.3).

Weitere Vorteile der SX-Stents sind, dass durch die seitlichen Krafte, denen das Nitinol stetig
aufgrund seiner Materialbeschaffenheit ausgesetzt ist, das umliegende Gewebe bzw. Gefal
von aulden, also von der Adventitia her unterstiitzt wird, die Stents schneller in die glatte
Muskulatur einwachsen, sich endothelialisieren und eine Hyperplasie des Gewebes nicht zu
einer Lumeneinengung flhrt. Eine langfristige Offenheit ist damit gewissermalien gegeben.
Wahlt man den Nitinol-Stent ordnungsgemaR grof3er als den Diameter des ZielgefalRes, kann
das Nitinol sich bei Remodelingprozessen oder Wachstum weiter ausbreiten und sich den
veranderten anatomischen Verhaltnissen genau anpassen und den Strukturen anlegen. BX-
Stents halten sich eher an der Intima, die bei Hyperplasie in das GefaRlumen hineinwachst,
dadurch eine Stentkonstriktion bedingt und oftmals eine Verengung zufolge hat (Duerig and

Wholey, 2002) (Duerig et al., 2000).

Kardiovaskuldre und arrhythmogene Ereignisse
Mehrere Wissenschaftler berichteten vor allem in der friihen Phase der PPVI haufiger tGber
die potenziell letale Koronararterienkompression oder —dissektion, welche umgehend mit

einer perkutanen transluminalen Angioplastie (PTCA) bzw. einem Stent versorgt werden
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musste und in einigen Fallen voriibergehend eine mechanische Kreislaufunterstiitzung mit
anschlieRender operativen Revision erforderte (McElhinney et al., 2010, Wittwer et al., 2014,
Lurz et al., 2008, Perret et al.,, 2008). Fraisse et al. beschrieben in einer von ihnen
durchgefiihrten Studie ein Risiko von 6 %, Morray et al. sprechen von 5 %, von denen 21 %
Abnormitdten in der Koronaranatomie boten (Fraisse et al., 2014, Morray et al., 2013). Da
angeborene Herzfehler 6fter mit ungewdhnlicher Koronaranatomie einhergehen, sollte vor
jedem Eingriff eine Koronarangiographie unter gleichzeitiger Ballondilatation des
rechtsventrikuldren  Ausflusstraktes durchgefiihrt werden, um den Verlauf der
HerzkranzgefaRe bildlich darzulegen und damit verbundene Auswirkungen der perkutanen
Implantation friihzeitig zu erkennen und entsprechend abzuwagen (Biermann et al., 2012,
Sridharan et al., 2006).

Akutes bis hyperakutes Linksherzversagen wurde als weitere Komplikation in einigen Fallen
gesehen. Durch die Wiederherstellung einer normalen Klappenfunktion und damit eines
erhohten venésen Vorwartsflusses, steigt auch der kardiale Auswurf der linken Kammer.
Dieser kann kurzzeitig eine Uberforderung der linken Seite bedingen, die an geringere
Blutvolumina adaptiert ist und dadurch sekundar zum kardialen Lungenédem durch den
pulmonalvendsen Rickstau fiihren (Taggart et al., 2013). Dies kann durch den bei der
Pulmonalklappenstenose vorkommenden umgekehrten Bernheim-Effekt in einigen Fallen
noch weiter verstarkt werden. Wahrend der Kontraktion des hypertrophen Myokards des
rechten Ventrikels, verlagert sich die Kammerscheidewand so stark nach links, dass die
Funktion und das Schlagvolumen des linken Ventrikels langfristig beeintrachtigt werden.
Behebt man die Stenose und schafft physiologische Bedingungen, fiihrt das zu einer
Dekompensation der ohnehin schon funktionsverminderten linken Seite (Alsulami et al.,
2014). In diesen Fallen sollte auf die Anwendung klassischer Herzinsuffizienzmedikamente
zuruickgegriffen werden. Zumeist ist dies ein voriibergehendes Geschehen, da sich in der Regel
die linke Kammer nach kurzer Zeit an die neuen Verhaltnisse anpasst (McElhinney et al., 2010).
Nachdem die zwei zuletzt beschriebenen Komplikationen mit héherer Wahrscheinlichkeit bei
pathologischen Zustanden vorkommen, ware ein Auftreten im hiesigen Versuchsmodell an
gesunden Schafen eher auBergewdhnlich, aber dennoch moglich. Eine wahrend der
Implantation durch den Fihrungsdraht hervorgerufene Perforation eines peripheren
Pulmonalarterienastes, die Verletzung der Trikuspidalklappe beim Vorschieben bzw.

Zuriickziehen des Insertionskatheters oder eine Femoralvenenthrombose hingegen sind
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Probleme, die in groBeren multizentrischen Studien auftraten, jedoch hier in allen Fallen
durch entsprechende Technik und das speziell entwickelte Applikationssystem vermieden
werden konnten (McElhinney et al., 2010, Lurz et al., 2008).

Herzrhythmusstérungen wie Breitkomplex-Tachykardien sind bei der interventionellen
Pulmonalklappenimplantation perioperativ vertreten und zumeist voriibergehend. Loar et al.
sprechen retrospektive analysiert von 7,5 %, ein niedriger BMI wurde als begiinstigender
Faktor erwdhnt (Loar et al., 2016). Die wahrend dieser Eingriffe aufgezeichneten Arrhythmien
waren bei den untersuchten Schafen ebenfalls von temporarer Natur, die sich ziigig nach
Entfaltung des Klappenstents wieder normalisierten. Unter den sieben Tieren, die aus dem
Versuch genommen wurden, bestand bei einem Schaf der Verdacht (PU 10), dass
RhythmusunregelmaRigkeiten zum plétzlichen Herztod gefiihrt haben. Hier gab es jedoch
wahrend der Implantation technische Entladungsprobleme des Katheters, die méglicherweise

das Reizleitungssystem des Herzens dauerhaft beeintrachtigt haben.

Stentmigration

Die Tiere PU 10 und PU 11 waren die Ersten, die mit konischen Stents versorgt wurden. Auch
die darauffolgenden Schafe, einschlieRlich PU 16 erhielten das gleiche Design. Technisch
gesehen, gab es bei fast all diesen Tieren auRer bei PU 12 Probleme bei der Platzierung mit
Stentmigration als Folge, zumeist nach distal in Richtung der Pulmonalisbifurkation. Der
zweite Anlauf bei PU 14 und PU 15 erbrachte gute Ergebnisse. Auch in anderen Arbeiten stellte
die akkurate Positionierung der Klappenstents eine Herausforderung dar, unabhangig davon,
ob selbst- oder ballonexpandierende Stents verwendet wurden (Duerig and Wholey, 2002).
Cubeddu et al. berichteten von dem Fall einer 44-Jahrigen Patientin, bei der es wahrend der
perkutanen Edwards SAPIEN-Implantation zu einer Stentmigration in den rechten Ventrikel
kam, die in einer Notfall-Thorakotomie mit Bergung der Prothese und Conduitersatz miindete
(Cubeddu and Hijazi, 2011). Bereits die ersten Versuche der Forschungsgruppe um Bonhoeffer
et al. hatten mit dahnlicher Problematik zu kampfen, die die Anatomie des Schafherzens als
mogliche Ursache in Erwagung zogen (Bonhoeffer et al., 2000a). Lurz et al. gaben ebenso in
einer Studie mit 155 Patienten bekannt, dass sich bei zweien davon eine Dislokation der
Melody™-Klappe ereignete (Lurz et al., 2008). Als Risikofaktoren gelten unter anderem ein
GroRenmismatch zwischen der Prothese und GefdaR bzw. Conduit, eine suboptimale

Landungszone und ein hypermobiler RVOT (Bauner and Kozlik-Feldmann, 2013). Weitere

90



Grinde, die Materialwissenschaftler mit einer Wanderung des Stents in Verbindung bringen,
konnten mit folgenden Effekten erklart werden: Die Entfaltungsgeometrie des Nitinols fuhrt
zu einer zeitweiligen Verkiirzung des Materials, die das Verankern des Stents verzogert und
die Gefahr einer Stentmigration erhoht, vor allem wenn nicht abzusehen ist, in welche
Richtung diese Verkiirzung stattfindet. Uber das Stentdesign kann jedoch dieses physikalische
Phanomen beeinflusst und reduziert werden. Ein Ausdehnen der Stege im Geristaufbau, kann
die Strebenverkirzung kompensieren. Einige Muster, zum Beispiel wellenformige Rauten, wie
im vorliegenden Fall, im Gegenteil sogar zu einer Verlangerung wahrend der Expansion
flhren. Das Problem liegt also nicht am Material, sondern am gewahlten Stentmodell (Duerig
et al., 2000). Der tubuldre Stent, der zundchst verwendet wurde, ist im Laufe der
Versuchsreihe modifiziert worden. Zwar bieten diese Art von geflochtenen Stents eine groRe
Deckkraft, die substantielle Verkiirzung bei der Entfaltung jedoch gab Anlass, das Stentdesign
zu Uberarbeiten. Eine konische Form wurde entwickelt, um auch dem Conus arteriosus des
RVOT anatomisch gerechter zu werden. Zugleich sind die Zellen im Gerust S-formig verandert
worden, um der Verklrzung entgegenzuwirken und eine héhere Anpassungsfahigkeit und
Flexibilitdt zu erreichen. Diese geschlossene Geristform wird von vielen Herstellern als
Stentmodell gewahlt, da es im Vergleich zu offenen Zellen, die nur punktuell durch Streben
verbunden sind, optimal als Gerilistkonstellation geeignet ist (Stoeckel et al., 2002).

Zum selbstexpandierenden Stent muss angefiihrt werden, dass der Teil, der zuerst aus dem
Applikationskatheter geschoben und so von den komprimierenden Kraften befreit wird,
aufgrund seiner Elastizitdt Tendenzen hat, wegzuspringen, ahnlich einer Metallfeder, die nicht
mehr zusammengepresst wird. Im Extremfall kann das dazu fihren, dass der komplette Stent
unkontrolliert aus dem Katheter entgleitet. Bei PU 14, PU 15 und PU 16 war das der Fall. Die
Optimierung der Quetsch- und Langssteifigkeit und des Reibungsverhaltens kénnen diese
Neigung auf ein Minimum herabsetzen (Duerig et al., 2000).

Das Applikationssystem, das haufig eine duRere und innere Hilse beinhaltet und dadurch
einer Axialspannung unterliegt, kann ferner dazu beitragen, dass die Positionierung des Stents
erschwert wird. Da jedoch die benutzten Materialien zunehmend elastischer werden,
verringert sich auch hier diese Disposition. Zusatzlich wird empfohlen, dem System eine
Vorspannung zuzufiihren. Weiterhin spielt die Erfahrung des Operateurs bei der Handhabung
des Applikationskatheters und der entsprechenden Technik ebenso eine Rolle, die durch die

natlrliche Lernkurve ausgeglichen werden kann (Duerig et al., 2000). Da die genannten
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Faktoren durchweg beeinflussbar sind und kontinuierlich verbessert werden, wird das

Positionierungsproblem zukiinftig in den Hintergrund riicken (Duerig and Wholey, 2002).

Endokarditis

Ein weiteres Problem, welches vor allem in der zweiten Gruppe und bei drei aus der Studie
geschiedenen Tieren zum Vorschein trat, war die Endokarditis. Eine infektiose Endokarditis
(IE) der nativen Pulmonalklappe ereignet sich mit 1,5 % bis 2 % relativ selten (Altrichter et al.,
1989). Spezifische Faktoren wie mannliches Geschlecht, i.v.-Drogenabusus,
Zentralvenenkatheter, Alkoholismus und angeborene Herzfehler stellen ein erhdhtes Risiko
dar (Ramadan et al., 2000). Miranda et al. berichten von einer Inzidenz von 0,8 % in einer
retrospektiven Studie Uber 14 Jahre, in der 56 % der betroffenen Patienten eine
immunsupressive Dauermedikation erhielten. Enterococcus faecalis und Streptokokken aus
der Viridansgruppe machten den grofSten Anteil unter den Erregern aus (Miranda et al., 2015).
Cremieux et. al. beschrieben in einem Zeitraum von 1972 bis 1984 zwdlf Patienten mit
Pulmonalklappenendokarditis, von denen nur vier kongenitale Vitien aufzeigten. Mehr als die
Halfte dieser Patienten hatten septische Embolien als Folgeerscheinung der Endokarditis
(Cremieux et al., 1985). Vaideeswar et al. sprechen von einer Pravalenz von 5,8 % in ihrer
untersuchten Kohorte, die Komplikationsrate betrug 55,6 % (Vaideeswar et al., 2009). Die
entziindete Pulmonalklappe bildet eine seltene, aber ernst zu nehmende Erkrankung ab, die
schwerwiegende Folgen mit sich bringen kann und daher eine besondere Herausforderung in
der Behandlung darstellt (Hamza et al., 2004).

Nachdem Korrekturen des rechtsventrikularen Ausflusstraktes durch den chirurgischen wie
interventionellen Pulmonalklappenersatz eine immer groRer werdende Rolle spielen, steigt
auch das Risiko einer Prothesenendokarditis. Van Dijck et al. haben in einer retrospektiven
Studie die Inzidenzen verglichen, mit denen eine Pulmonalklappenentziindung bei
Homografts, Contegra-Prothesen und Melody™-Klappen einhergeht und welche Faktoren
dabei von Bedeutung sind. Das Auftreten in der Gruppe der perkutanen
Pulmonalklappenimplantation betrug 7,5 %, der Contegra-Prothesen 20,4 % und den
kryokonservierten Homografts 2,4 %. Konfirmierte Erreger unter den Patienten mit Melody™-
Prothese waren Bakterien aus der HACEK-Gruppe, Corynebacterium pseudodiphteriticum,
Staphylococcus  aureus, Streptococcus viridans und  Streptococcus  sanguinis.

Pradisponierende Einfllsse waren mannliches Geschlecht, Haut- und
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Mundschleimhautldsionen, desolate Korperhygiene und Irregularititen in der RVOT-
Anatomie (Van Dijck et al., 2015). Eine Bakteriamie im Blut im Zeitraum von 1 bis 56 Monaten
nach PPVI kam bei Buber et al. mit einer Inzidenz von 9,5 % vor, von denen die Melody™-
Klappe in 2,7 % direkt involviert war (Buber et al., 2013). McElhinney et al. erhoben
retrospektiv ein Endokarditis-Risiko von 2,4 % pro Patientenjahr nach Melody™- PPVI
(McElhinney et al., 2013). Eine aktuelle Studie deutet darauf hin, dass die Edwards SAPIEN
seltener betroffen ist. Unter der Melody™-Klappe hingegen belief sich die Inzidenz einer IE
auf 5,7 % pro Patientenjahr (Hascoet et al., 2017). Malekzadeh-Milani et al. schreiben von
einem kumulativen Auftreten von 11,8 % (95 % Konfidenzintervall [KI]: 8,5-15,9) (Malekzadeh-
Milani et al.,, 2018). Villafane et al. sprechen in ihrer untersuchten Kohorte von einer
Gesamtmortalitdat von 13 % (Villafane et al., 2014). Auch andere Autoren berichteten (ber
zuvor genannte Mikroorganismen und raumten mogliche RisikogréRen wie vorhergehende
Episoden einer Endokarditis, Taschenbildung zwischen der Prothese und dem Stentbett,
Tattoos, vorhergehende Stents im betroffenen Gebiet, zahnarztliche Eingriffe, traumatische
Wundinfektionen und eine fehlende Endokarditisprophylaxe nach empfohlenen Leitlinien ein
(McElhinney et al., 2013, Villafane et al., 2014, Cheung et al., 2013, Buber et al., 2013, Bhat et
al., 2013, Johnson et al., 2014). Patel et al. diskutierten als mogliche Pradisposition einen
residualen Gradienten nach Prothesenimplantation, der zu laminaren Blutfllssen,
exzentrischen Turbulenzen und Thrombogenese fihrt (Patel et al.,, 2012). Neben den
haufigsten oben erwahnten Keimen wurden noch Félle von Bartonella henselae, Moraxella
catarrhalis, ebenso Pilzinfektionen mit Candida albicans und Aspergillus fumigatus
beschrieben (Atamanyuk et al., 2012, McElhinney et al., 2013, Lurz et al., 2008, Alsoufi et al.,
2012). Betrachtet man die Epidemiologie der padiatrischen Endokarditis und damit assoziierte
Erreger Uber die Jahrzehnte, so ist eine Verschiebung zu jlingeren Patienten hin und ein
Spektrumshift von Bakterien aus der Gruppe der Viridans-Streptokokken hin zu den
Staphylokokken und krankenhausspezifischen Erregern zu erkennen (Johnson et al., 1975,
Rosenthal et al., 2010, Tseng et al., 2014, Elder and Baltimore, 2015).

Aufgefallen ist, dass bei einigen Patienten das Auftreten einer Endokarditis nach
Pulmonalklappenersatz mit dem Absetzen der Thrombozytenaggregationshemmung
zusammenhing (Patel et al., 2014). Kupferwasser et al. zeigten bereits 1999 in einem
Kaninchenexperiment, dass Acetylsalicylsaure (ASS) im Rahmen einer Endokarditis sowohl die

Anzahl renaler Embolien reduzierte als auch die Bakterienlast und —Dichte sowie das
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Vegetationswachstum und die Bakterienproliferation. Weiterhin wurde eine Verbesserung
der Antibiotikawirkung verzeichnet (Kupferwasser et al., 1999). Chan et al. fanden in einer
randomisierten, doppel-blinden Studie heraus, dass eine hohe Dosierung von ASS
(325 mg/Tag) im Vergleich zum Placebo bei Patienten, die bereits eine antibiotische Therapie
erhielten, keine Verminderung embolischer Ereignisse bewirkte, stattdessen eher ein
erhohtes Blutungsrisiko mit sich brachte. Daher wurde eine Behandlung mit einem
Thrombozytenaggregationshemmer als friilhe MaBnahme bei infektioser Endokarditis als
nicht indiziert angesehen (Chan et al., 2003). Eine kontinuierliche ASS-Einnahme in einer
Dosierung von < 81 mg/Tag vor dem Ausbruch einer Herzklappenentziindung war bei einer
retrospektiven Untersuchung von Anavekar et al. mit einem signifikant geringeren
Embolierisiko und einer damit verbundenen niedrigeren Morbiditat vereint. Ebenso wurde in
einer andren Analyse eine geringere Mortalitdt unter betroffenen Patienten festgestellt
(Pepin et al., 2009).

Die Diagnose einer Endokarditis wird anhand der modifizierten Duke-Kriterien gestellt (Li et
al., 2000). Diese umfassen zwei Hauptkriterien, zum einen positive Blutkulturen aus zwei
separaten Proben mit typischen Mikroorganismen fiir eine infektiose Endokarditis und zum
anderen Befunde aus der bildgebenden Diagnostik wie der Echokardiographie, dem Herz-CT
oder PET-CT, die auf eine Herzklappenentziindung hindeuten. Diese kdnnen Vegetationen,
Abszesse, neu aufgetretene Klappeninsuffizienzen, eine teilweise Dehiszenz der Prothese,
paravalvulare Lasionen oder Nachweis pathologischer Aktivitit am Rande von
Klappenprothesen umfassen. Zu den Nebenkriterien zdhlen i.v.-Drogengebrauch oder
pradisponierende Herzerkrankungen, Fieber tber 38,0°C, vaskulare Befunde wie septische
Embolien, immunlogische Symptome wie eine Glomerulonephritis und mikrobiologisch
positive Blutkulturen, die nicht die Hauptkriterien treffen. Eine gesicherte Diagnose wird
durch Vorliegen von zwei Hauptkriterien, einem Hauptkriterium und drei Nebenkriterien oder
flinf Nebenkriterien gebildet (Herold and Mitarbeiter, 2017).

Das klinische Bild erscheint nicht nur im Tiermodell selten eindeutig. Bei atypischen Erregern
fehlen haufig die Symptome und Vegetationen (Tasher et al., 2012). Nicht zu unterschatzen
sind bei Patienten mit angeborenen Vitien die ungewdhnliche Anatomie und die von einer
Prothese erzeugten Schallschatten, die das echokardiographische Bild verdandern. Die
transésophageale Echokardiographie ist bekannt fiir eine detailliertere Darstellung der

kardialen Strukturen, doch die anteriore Position des RVOTs erschwert eine Visualisierung und
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bringt nicht immer das erhoffte Ergebnis. Daher sollte beim Verdacht auf eine infektiose
Endokarditis zudem an erweiterte bildgebende Verfahren wie das Kardio-CT und das 18F-FDP-
PET bzw. PET-CT gedacht werden (Patel et al., 2014, Habib et al., 2015). Cheung et al. schlugen
ferner vor, in Fallen eines Nicht-Ansprechens auf die antibiotische Therapie auch die
intrakardiale Echokardiographie in Erwdgung zu ziehen, die Aufschluss Uber bestehende
Vegetationen geben kann (Cheung et al., 2013).

Die Schallbarkeit von Schafen birgt zusatzlich gewisse Herausforderungen in Studien. Durch
die anatomische Kielbrust und die Lage des Herzens im Thorax ist die Darstellung des RVOTs
und der Pulmonalklappe mit Schwierigkeiten verbunden und selten zu reproduzieren. Auch
ein TEE schafft bedauerlicherweise nicht die gewiinschte Abhilfe. Daher sind zukiinftig zuvor
genannte diagnostische Mittel auch im experimentellen Rahmen durchaus als Alternative zur
bildlichen Erkennung einer Endokarditis in Erwagung zu ziehen.

Die Versuchstiere aus der Gruppe 2 waren alle von Endokarditis betroffen. PU 4 Uberlebte
zwoOlf Wochen ohne Symptome und prasentierte sich die ganze Zeit tiber klinisch unauffallig.
Die durchgefiihrten transthorakalen Echokardiographien erbrachten keinen Hinweis auf das
Geschehen. Das Schaf PU 5 fiel mit reduziertem Allgemeinzustand, Fieber und Appetitlosigkeit
auf. Im Abschluss-TTE konnten keine Vegetationen gesehen werden. Die Abschluss-
Angiographie zeigte erhdhte peak-to-peak Gradienten von 13,2 £5,9 mmHg und das Bild einer
starken Obstruktion mit kaum vorhandener Klappenoéffnung (Tab. 17.5¢c, S. 164). PU 7 wies
keine korperlichen Symptome auf, die Nachsorgeuntersuchung nach acht Wochen deutete
auf UnregelmaRigkeiten durch einen erhohten maximalen und mittleren Gradienten und
einer Flussbeschleunigung Gber der Klappe hin (Abschnitt 3.2). Die Vegetation bei PU 4 befand
sich direkt unterhalb der Klappensegel, im RVOT, die PU-Segel offenbarten sich als komplett
intakt und nicht verandert (Abb. 35, S. 75). Die Auflagerungen bei den anderen beiden Tieren
waren ausgepragt, fleischig, ungestielt und lieRen sich leicht mit der Pinzette von der Klappe
I6sen. Sie wirkten rosa-glanzend und flhrten zu einer massiven Einengung des
rechtsventrikuldaren Ausflusstraktes (Abschnitt 3.3.2). Histologisch waren im Stentbett eine
Leukozyteninfiltration, fibrinoide Veranderungen mit Gewebsédem und Einblutungen, jedoch
keine Mikroorganismen zu sehen. Immunhistochemisch zeigte sich auf allen Schnitten der
zweiten Gruppe eine Entziindungsreaktion vierten Grades (s. Einteilung S. 82). Ahnliche
Beschreibungen sind von anderen Autoren liber Vegetationen der Melody™-Endokarditis

getatigt worden (Patel et al., 2014, Alsoufi et al., 2012, Atamanyuk et al., 2012). Da keine
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Blutkulturen oder Abstriche vorgenommen wurden, fand kein Erregernachweis statt.
Auffallend ist, dass lediglich die Tiere der zweiten Gruppe und die Tiere, die vor und nach
diesen Schafen implantiert und aus der Studie ausgeschlossen wurden (Tab. 6, S. 25), nahezu
den gleichen Umstdnden erlagen. Es wurde bei den betroffenen Versuchstieren der tubulare
Stent verwendet, der sich jedoch nicht von dem Modell der ersten Gruppe unterschied. Eine
Kontamination wahrend der Eingriffe ist unwahrscheinlich, da die Eingriffe und
Klappenhandhabung alle standardisiert unter hochst strengen hygienischen Vorkehrungen
durchgefihrt wurden.

Ein vorangegangener Klappenthrombus kann Ausgangspunkt fur das Anheften der Bakterien
und die Bildung einer Vegetation sein (Patel et al., 2012, Patel et al., 2014). Im vorliegenden
Fall liel3 sich weder makroskopisch noch mikroskopisch eine Thrombusformation bestatigen.
Nachdem die Schafe auBer in Ausnahmefallen in den Stallungen zusammen gehalten wurden,
stellt sich die Frage, ob sich Gber den Zeitraum zwischen Februar und August 2009 die Tiere
untereinander an einem Erreger infizierten. Auch andere Aspekte missen in Erwagung
gezogen werden. Da es beim Menschen fiir gewdhnlich Situationen im Alltag gibt, in denen es
zu einer Bakteriamie kommen kann, wie z.B. beim Zahneputzen, ist zu bedenken, in wie weit
eine Bakteriamie bei Schafen auftritt und welche Auswirkungen diese mit sich bringen kénnte.
In der Literatur wurde gezeigt, dass Schafe, Labortiere im Besonderen, relativ haufig unter
Parodontitis leiden (Colyer, 1947, Cutress, 1976). Insbesondere Keime der Bacteroides- und
Fusobacterium-Gattung wurden in den entsprechenden Fallen extrahiert (McCourtie et al.,
1990). Moglicherweise besitzen Schafe als Wiederkduer mit spezieller oraler Flora und der
Neigung zu Zahnfleischentziindung ein erhdhtes Risiko flr das Eintreten von Erregern in die
Blutbahn und sind damit potentiell starker gefahrdet, an einer Endokarditis zu erkranken, vor
allem nach experimentellen Eingriffen. Weiterhin wurde nachgewiesen, dass domestizierte
Tiere als Wirt flr vielfdltige Bartonella-Spezies gelten ohne selbst dabei Symptome
auszubilden (Chomel et al., 2006). Bemis et al. konnten in einer Studie den Nachweis von
Bartonella spp. in frischen Schafsblut nachweisen, obgleich es der Forschungsgruppe nicht
gelang, diese zu kultivieren und genauer zu typisieren (Bemis and Kania, 2007). Der komplexe
Magen-Darm-Trakt konnte ebenso eine Pradilektionsstelle sein, der eine Bakteridmie
beglinstigt. Diesbezuglich existieren bisher jedoch keine ausreichenden Daten, infolgedessen

man es bei diesen Mutmalungen belassen muss.
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Polymere Materialen, die im kardialen Kontext in Benutzung sind, z.B. permanente
Defibrillatoren (AICD), Schrittmacherelektroden (PPM) oder linksventrikuldre Unterstitzungs
systeme (LVAD) kdnnen sich ebenso mit Bakterien kontaminieren wie bioprothetische oder
mechanische Klappen (Chamis et al.,, 2001). In einer prospektiven Studie untersuchten
Maskarinec et al. Uber einen Zeitraum von zwolf Jahren diesen Sachverhalt. Patienten mit
Herzklappenprothesen und Anuloplastie-Ringen fielen ebenso unter den Oberbegriff der
ykardial eingesetzten Gerate”. Ein erhohtes Risiko einer Infektion hatten Patienten, die eine
Bakteriamie mit Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa und Serratia marecescens
aufzeigten (Maskarinec et al, 2017). Endovaskuldre GefalRprothesen, z.B. aus
Polytetrafluorethylen (PTFE), Polyurethan (PU) oder Polyester (PE) kdonnen aullerdem
betroffen sein. Hier waren in einer Analyse von lber 44 veroffentlichten Fallen vor allem
Streptokokken- und Staphylokokken-Spezies, Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa und
Enterobacter cloacae festzustellen. In neueren Studien, in denen PU-Klappen im Tiermodell
eingesetzt wurden, sind keine Falle von Endokarditis beschrieben (Wheatley et al., 2000,
Daebritz et al., 2004, Daebritz et al., 2003, Hashimoto et al., 2008). So auch bei den Schafen
der ersten und dritten Gruppe. PCU-Klappensegel und —Stents waren makroskopisch vollig
intakt (Abschnitt 3.3.1, Abschnitt 3.3.3).

Faber et al. zeigten, dass nicht-steroidale Antiphlogistika (NSAID) einen Effekt auf das
Haftvermdgen von Staphylococcus epidermidis an medizinischen Polymeren wie PU oder PTFE
haben. Zwar konnte das Wachstum durch ASS oder Ibuprofen nicht signifikant behindert,
jedoch die Adhdrenz der Erreger deutlich gemindert werden (Farber and Wolff, 1992).
Staphylococcus epidermidis gilt als einer der Erreger, der am haufigsten zu prothesen- und
katheterassoziierten Infektionen im Krankenhaus fiihrt. Einige Stamme produzieren einen
Biofilm, der die Anheftung an Polymere beglinstigt (Otto, 2009). Diese und die zuvor
genannten wissenschaftlichen Erkenntnisse tiber den Einsatz von ASS im Zusammenhang mit
einem moglichen Entstehen einer Endokarditis, regen die Uberlegung an, in einer nichsten,
weiterfihrenden Studie die peri- und postoperative Anwendung von ASS in Betracht zu
ziehen, um einen positiven Effekt zur Vermeidung der friihen PU-Protheseninfektion zu
verzeichnen. Weiterhin ist (iber die Verlangerung der perioperativen Einmalgabe der

Antibiose nachzudenken.
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Kalzifizierung

Das Verkalkungsverhalten von implantierten Bioprothesen, vor allem in jungen Patienten, ist
einer der Hauptgriinde fiir die begrenzte Lebensdauer dieser Herzklappen (Schoen et al.,
1987, Bernacca et al., 1992, Giddens et al., 1993). Eine Vorbehandlung mit Agenzien wie
Ethanol/ Aluminiumchlorid oder Zitronensdure konnte zwar die Kalzifizierungstendenz
effektiv vermindern, dennoch ist damit das Problem nicht behoben, da verschiedenen
Faktoren wie Alter, Geschlecht, Implantationsposition, die Prothesenfixation und -art Einfluss
auf diesen Vorgang haben (Everaerts et al., 2006, Sucu et al., 2004, Clark et al., 2005, Flameng
et al., 2006).

Synthetische Polymere unterliegen bisher ebenso Verkalkungs- und Degenerationsprozessen,
weshalb sie sich noch nicht langfristig unter den Herzklappenprothesen etablieren konnten
(Bernacca et al.,, 1995). Man unterscheidet die extrinsische und intrinsische Entstehung.
Erstere umfasst die Anheftung von verkalktem Material an die Oberflache, was durch
Degradation des Kunststoffes zum Eindringen der kalzifizierten Anteile in die Klappensegel
fihren kann. Das intrinsische Kalzifizieren entsteht durch Scherkrafte ausgel6ste Riss- und
Spaltbildung, in welchen sich Zelltrimmer, Proteine und Mikrothromben verfangen und im
Verlauf verkalken (Wheatley et al., 2000, Alferiev et al., 2001, Bernacca et al., 1995).

Die Klasse der Polycarbonat-Urethane ist vergleichsweise dem Polyester-Urethanen (PEU) in
der mechanischen Bestandigkeit durch die hdhere oxidative Stabilitat Gberlegen, die in einer
geringeren Biodegradation resultiert (Christenson et al.,, 2004). Dennoch ist auch
Polycarbonat-Urethan anfillig fiir Verkalkungen (Tang et al., 2001).

Versuche, Uber die Modifizierung der chemischen Struktur des Polyurethans eine
Verbesserung der Biostabilitat und Verringerung der Verkalkungsneigung zu erzielen, sind
bisher durchaus gelungen. Die Verlinkung des weichen Segments des PEUs mit 2-
Hydroxyethan-Bisphosphonsiure (HEBP) bewirkte niedrigere Ca?* -Konzentrationen (Joshi et
al., 1994). Bisphosphonat bzw. Diethylamino-Bisphosphonat derivatisierte Polyurethane
zeigten ebenfalls im subdermalen Rattenmodell und als Pulmonalklappensegel im
Schafmodell {iber 90 Tage eine verminderte Verkalkungstendenz im Vergleich zur
Kontrollgruppe der nicht modifizierten PU-Segel (Alferiev et al., 2001, Alferiev et al., 2003).
Die Einarbeitung von POSS-Nanopartikeln (polyhedral oligomeric silesquioxane) in das
Grundgerist von Polycarbonat-Urea-Urethan brachte nicht nur eine Optimierung der

mechanischen Eigenschaften in der Zug- und ReiRfestigkeit mit sich, sondern fiihrte ebenso
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zu einem Fortschritt in der Oberflachenintegritdt, bezogen auf die Wasseraufnahme, die
Antithrombogenitdt und Anheftung von Proteinen. Das wiederum bedingt eine Reduzierung
des Verkalkungspotentials (Kannan et al., 2006a, Kidane et al., 2009). Verschiedene in-vitro
Versuche zeigten, dass das POSS-PCU eine gute Endothelialisierung aufweist, sich auf geringe
Diameter zusammenfalten ldsst, in Kontrast zu biologischen und herkémmlichen PU-
Prothesen diesen in den biomechanischen Gegebenheiten Uberlegen ist und daher als
Alternative zur Herstellung chirurgischer wie perkutaner Herklappenprothesen in Frage
kommt (Kannan et al., 2006c, Kannan et al., 2006b, Kannan et al., 2005, Ghanbari et al., 2010,
Seifalian et al., 2005).

In der histologischen Versilberung nach Kossa des Stentbetts wurden in der zweiten Gruppe
beginnende Verkalkungen ausgemacht. Bei PU 5 war eine ausgepragte Stelle zu sehen
(Abschnitt 3.4.2). Die Endokarditis konnte mit den kalzifizierten Arealen in Zusammenhang
stehen.

Der am ldngsten untersuchte Zeitraum von sechs Monaten ist moglicherweise nicht
ausreichend, um eine dauerhafte Aussage Uber das Verkalkungsverhalten der eingesetzten
PCU-Klappe zu machen. Makroskopisch und mikroskopisch konnten in der ersten und dritten
Gruppe dahingehend keine UnregelmaRigkeiten festgestellt werden, obgleich sich Schafe als
Versuchstiere aufgrund des Verkalkungspotentials durchaus als valides Modell auf
Erwachsene lbertragen lassen (Flameng et al., 2006). Attman et al. fiihrten 2006 erstmals eine
mikropathologische Evaluation im Rahmen des perkutanen Pulmonalklappenersatzes mit
bovinen Jugularvenen in Nitinol-Stents durch, wobei eine milde Verkalkung im Stentbett ohne
ein Ubergreifen auf die Klappensegel erfasst wurde (Attmann et al., 2007).

Daebritz et al. berichten vornehmlich von extrinsischen Verkalkungen beim Einsatz
chirurgischer PCU-Klappen tber 20 Wochen im Tiermodell. Die in-vitro Testungen ergaben
eine Bestandigkeit von 300 iber 600 Millionen bis zu einer Milliarde Zyklen, was ca. 7,9, 15,8
und 26 Jahren normaler Herzfunktion beim Menschen entsprechen (Daebritz et al., 2003,
Daebritz et al., 2004).

Bei Beobachtungsperioden die sechs Monate (iberschreiten, sollten neben der histologischen
Untersuchung des Stentbetts rontgenologische und elektronenmikroskopische
Untersuchungen der Klappenstents und insbesondere der Segel erhoben werden, um das

Verkalkungsmuster der PCU-Klappe, die biomechanische Stabilitdat und eine eventuelle
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Degradation detaillierter zu studieren und Spannungsrisse, intrinsische bzw. extrinsische

Kalzifizierungsmechanismen an den Klappensegeln detektieren zu kénnen.

Immun- und Fremdkérperreaktion

Alle Materialien, die in lebende Gewebe implantiert werden, flhren zu einer
Entziindungsreaktion beim Empfanger. Dies stellt den ersten Schritt der Wundheilung dar. Der
Nitinol-Stent zum Beispiel 16st im Moment der Entfaltung ein Mikrotrauma im umliegenden
Gewebe aus und damit Nanosekunden spater eine erste Immunantwort mit Bildung einer
provisorischen Matrix (Franz et al., 2011). Diese Verletzung initiiert im Folgenden eine
Kettenreaktion aus Blut-Material Interaktion, provisorischer Matrix, akuter Immunantwort,
chronischer Inflammation, Granulationsgewebeformierung und Fremdkdrperreaktion, die
letztlich in einem Gewebeumbau mit moglicher Fibrose bzw. fibréser Kapselentstehung
endet. Unterschiedliche Signalwege, die Materialeigenschaften und das betroffene Gewebe
bestimmen die Stirke und Ausbildung dieser Vorgiange (Anderson, 2001). Uber eine erste
Thrombusformation kommt es zur Aktivierung der Blutgerinnung, des Komplementsystems,
der Kinin-Produktion, der Fibrinolyse und der Thrombozyten. Diese Protein-Kaskaden sind
unter anderem Teil des Vroman-Effektes, der je nach Mobilitdat und Affinitdt von Proteinen
eine Adsorption und Desorption an der Fremdoberflache bedingt (Anderson et al., 2008,
Bamford et al., 1992).

Durch die Gerinnung bildet sich Fibrinogen zu Fibrin, welches sich an das Biomaterial legt und
so wiederum als Substrat fiir die Anheftung von Blutplattchen und weiteren Zellen dient.
Fibrin kann durch seine Affinitdt auch spontan binden. Kommt es zur Adsorption an der
Oberflache, verandert sich seine Konformation, wodurch Phagozyten aktiviert werden kénnen
(Tang, 1998).

Findet ein Gewebsschaden statt, kommt es auch zum nicht-programmierten Zelltod
(Nekrose), woraufhin verschiedene Botenstoffen ausgeschiittet werden, zum Beispiel
proteolytische Enzyme und sogenannte ,Alarmine”, unter die das Hitzeschockprotein (HSP),
Adenosintriphosphat (ATP) und Harnsaure fallen. Darliber werden Zellen des angeborenen
Immunsystems, wie Makrophagen und dendritische Zellen angelockt, welche die spezifische
Immunabwehr mobilisieren. Weiterhin induzieren die Alarmsignale die Bildung von

Fibrinogen und anderen Vorstufen extrazelluldrer Komponenten, so auch Kollagen, Laminin
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und Fibronectin, die sich ebenfalls an das Biomaterial anheften (Keselowsky et al., 2007,
McFarland et al., 2000).

Neutrophile Granulozyten, die zu den polymorphonukledren Zellen gehéren, wandern ein und
charakterisieren die akute Entziindungsreaktion (Anderson et al., 2008). Die in diesem
Rahmen von Mastzellen ausgeschiitteten Proteine Interleukin-4 (IL-4), Interleukin-13 (IL-13)

und Histamine bestimmen Schwere und Verlauf dieses Prozesses (Tang et al., 1998, Zdolsek
et al., 2007). Die akute Inflammation geht in die chronische Entziindung tiber, die vor allem

von Monozyten sowie von der T- und B-Lymphozyten vermittelten Abwehr bestimmt wird.
Weiterhin beschreibt sie den Zustand der Fremdkorperreaktion, bei dem Monozyten,
Makrophagen und Fremdkorper-Riesenzellen (foreign body giant cells, FBGC) auf der
entsprechenden Oberflache zu finden sind. Danach folgt die Phase des Gewebeumbaus
(Anderson et al., 2008). Je nach Biokompatibilitdt des Stoffes, Vorschadigung des Gewebes
und Auspragung der Reaktion dauert dieses gesamte Geschehen ungefdhr drei bis vier
Wochen (Franz et al., 2011, Ratner et al., 2012). Die Immunantwort stellt einen elementaren
Baustein der erfolgreichen Wundheilung dar. Diese beginnt einige Tage nach der Implantation
haufig mit einer Proliferationsphase und beinhaltet Fibroblasteneinwanderung,
GefdlRneubildung und Entstehung von Granulationsgewebe. Es schlieRen sich innerhalb
weniger Wochen Zellreifungs- und Remodeling-Vorgange an, die in der Regel Monate bis Jahre
andauern kénnen (Mouthuy et al., 2016, Ratner et al., 2012, Bonnans et al., 2014).
Oxidativer Stress im Gewebe, der durch den Einsatz von Fremdsubstanzen freigesetzt wird,
hat ebenso Einfluss auf die zellulare Aktivitit und damit auf den Grad der
Entziindungsreaktion und die Wundheilung. Nicht zu unterschatzen ist dabei das AusmaR, in
wie weit der oxidative Stress bei Degradationsmechanismen des implantierten Biomaterials
eine Rolle spielt (Mouthuy et al., 2016).

Lipidperoxidation (lipid peroxidation, LPO), reaktive Sauerstoff- und Stickstoffverbindungen
(reactive oxygen species, ROS und reactive nitrogen species, RNS) entstehen wahrend der
Stoffwechselvorgange im Korper. Sie werden hauptsachlich im Zuge der mitochondralen
Elektronentransportkette und durch Cytochrom-Passo-Oxidasen gebildet. Enzymatische und
nicht-enzymatische Radikalfanger und Antioxidantien, DNA-Reparaturabldaufe und
programmierter Protein- und Zellenabbau sorgen fiir ein Gleichgewicht (Mouthuy et al.,
2016). Verlagert sich dieses auf die Seite der Oxidationsprodukte, kénnen auf Dauer

pathologische Zustande wie kardiovaskuldare und neurodegenerative Erkrankungen oder
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Krebs auftreten (Bonomini et al., 2008, Uttara et al.,, 2009, Tas et al., 2005). Reaktive
Sauerstoffverbindungen haben auch auf Inflammations-, Fibrose- und Regenerationsablaufe
einen  Effekt und induzieren unter anderem eine  Makrophagen- und
Leukozyteneinwanderung. Dadurch kann es zu vermehrter ROS-Bildung kommen, die die
Immunantwort noch weiter verstarkt (Lugrin et al., 2014). Entziindung fiihrt zur ROS, ROS
fihren zur Entziindung (Chatterjee, 2016). Diese Spirale hat Auswirkungen auf die
Degradation von Biomaterialen. Die Erzeugnisse, die bei Degradation anfallen bedingen
wiederum eine weitere Erzeugung oxidativer Produkte (van Lith and Ameer, 2016).
Vielseitige Begebenheiten flihren zur ROS-Ausschiittung. Hypoxie, Komplementaktivierung,
Nekrose, Proteinadsorption und Gewebsverletzungen sind einige davon. Auch Mastzellen,
polymorphonukledre Zellen (Neutrophile), Makrophagen, Fremdkorper-Riesenzellen und
Lymphozyten sind in der Lage Oxidantien zu sezernieren (Mouthuy et al., 2016).

Richtet man das Augenmerk auf die Makrophagen, ist zu nennen, dass drei Populationen zu
unterscheiden sind. Zum einen sind die klassisch aktivierten Makrophagen im Sinne der
chronischen Entziindungsreaktion mit mikrobenhemmender Wirkung zu nennen. Zum
anderen gibt es diejenigen, die fiur die Wundheilung verantwortlich sind und durch IL-4
stimuliert werden sowie die antiinflammatorisch arbeitenden Makrophagen, die entzlindliche
Ereignisse regulieren (Mosser and Edwards, 2008). Makrophagen sind in der Lage
PartikelgroBen von mindestens 0,5 um zu phagozytieren. Bei groBen Teilchen (10-100 um)
kdnnen mehrere Makrophagen zu Fremdkdrper-Riesenzellen (FBGC) fusionieren und somit
die Nanopartikel aufnehmen. Von T-Zellen ausgeschittetes IL-4 und IL-13 induziert diese
Verschmelzung in Anwesenheit von Biomaterialien (McNally and Anderson, 1995, Kao et al.,
1995). Ferner konnen sie sowohl Fibroblasten stimulieren als auch Matrix-Metalloproteasen
(MMPs) sezernieren, die die extrazellulare Matrix abbauen. Somit haben sie eine bedeutende
Rolle in der Modulation der Wundheilung, Kapselbildung und Fibrose (Anderson et al., 2008,
Miller and Anderson, 1989).

Freie Radikale und konstanter oxidativer Stress sind einer der Hauptgriinde fir die in vivo
Degradation von Polymeren (Williams and Zhong, 1991). Doch auch Makrophagenfusion und

FBGC fiihren lokale Oberflachenrisse herbei und bedrohen damit die Biostabilitat von
Polyurethanen und anderen Polymeren (Zhao et al., 1991, Zhao et al., 1990). Die so
entstandenen Kettenabspaltungen und Oxidationsvorgdange am Polymer produzieren im

Organismus weiter radikale Sauerstoffverbindungen, die unter anderem den programmierten
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Zelltod (Apoptose), Zytotoxizitat und Mutagenitat vermitteln kénnen (Ulbricht et al., 2014,
Bakopoulou et al., 2009).

Auch Metalle unterliegen den beschriebenen Mechanismen. Die Tatsache, dass sie mit der
Zeit korrodieren, entfacht sogar eine potentere Reaktion im Korper (Gilbert and Kubacki,

2016, Tsaryk et al., 2013). Durch die Korrosion von Nitinol werden die Antioxidantien in der
Umgebung abgebaut, wodurch ROS und RNS ungehemmt wirken kénnen (Valko et al., 2005).

Vor allem die Anwesenheit von H,02 kann den protektiven Schutzfilm um Metalle angreifen
und das Oxidationspotential und die Korrosion weiter antreiben (Bearinger et al., 2003). Da

die Zersetzung von Metallen und Legierungen kontinuierlich stattfindet, sind die Zellen, die
davon betroffen sind, konstant oxidativem Stress ausgesetzt (Tsaryk et al., 2013).

In den vorliegenden immunhistochemischen Farbungen des Stentbetts waren bei sieben
Tieren verschiedene Auspragungen einer Entziindungsreaktion zu sehen (Tabelle 16, S. 82).
Die Schafe der zweiten Gruppe litten wie zuvor beschrieben an einer Prothesenendokarditis,
womit sich auch die Schwere der Inflammation in den Antikorperfarbungen erklaren lasst. Das
hohe Aufkommen von Prokollagen IlIl im Rahmen der chronischen Entziindung und damit
verbundenen Umbauprozessen passt ebenfalls zu den Befunden. Bei den (ibrigen vier Tieren
hingegen waren makroskopisch keine Auffdlligkeiten zu sehen. Die strukturellen
Ubersichtsfarbungen zeigten ebenso keine UnregelmiRigkeiten. Daher kann man davon
ausgehen, dass die nachgewiesenen Immunzellen ein Remodeling nach Fremdkd&rperreaktion
wiederspiegeln. Vor allem CD68 spricht fir das Vorhandensein von Monozyten,
Makrophagen, Fibroblasten und Endothelzellen, was fiir die erlduterten zellularen Ablaufe
steht (Abschnitt 1.10.4). CD45 tragen alle kernhaltigen Zellen der Immunabwehr und
induzieren Apoptose und Zelldifferenzierung (Abschnitt 2.10.3). Lymphozyten, die CD20 auf
ihrer Oberflache exprimieren, vermitteln haufig chronische Entziindungen (Abschnitt 2.10.2)
und CD3 positive Zellen kennzeichnen T-Lymphozyten (Abschnitt 2.10.1). Fremdkorper-
Riesenzellen wurden in keinem der Praparate gesehen. Die Tatsache, dass in der ersten und
dritten Gruppe jeweils ein Tier keinen relevanten immunhistochemischen Nachweis
erbrachte, macht deutlich, dass je nach Individuum, die Immunantworten unterschiedlich
stark ausfallen und die Dauer der Entziindungsreaktion ebenso variieren kann. Die
verhaltnismaRig geringe Expression von Prokollagen Il in der ersten Gruppe kann damit

zusammenhangen, dass der Zeitraum von vier Wochen im Vergleich zur dritten Gruppe auch
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eine niedrigere Kollagenproduktion bedingt. Eine Fibrosierung mit Kapselbildung um den
Nitinol-Stent fand in keinem der Falle statt, indes war eine gute Endothelialisierung zu
erkennen. Nachdem jedoch keine quantitativen Messungen vollzogen wurden, kénnen
diesbeziglich keine eindeutigen Aussagen gemacht werden.

Bioingenieure sind aufgrund der inflammatorischen Auswirkungen von Fremdmaterialien auf
den Korper, deren Ausmal’ schwierig abzuschatzen sind, auf der Suche nach der Entwicklung
eines modifizierten Materialdesigns. Es sollte von der ausgeldsten Immunreaktion profitieren,
um eine gute Integration ins Gewebe zu erreichen, eine chronische Entziindung mit
Fremdkorperreaktion und Degradation des Implantats jedoch moglichst umgehen (Williams,
2003, Williams, 2008). Die hiesigen Untersuchungsergebnisse zeigen, dass die PCU-Prothese
im Nitinol-Stent eine moderate Fremdkdrperreaktion in Abwesenheit von Fremdkorper-
Riesenzellen auslost, die mit der Zeit abklingen, sowie eine Adaptation an die Umgebung
gewadhrleistet. Damit besitzt das gewahlte Stentmodell die Eigenschaft, sich den Bedingungen
im Korper anzupassen, sich zu integrieren und seiner Funktion nachzukommen, ohne dabei
ein ungewinschtes Maf8 an lokalem und systemischem Schaden anzurichten (Williams, 2008,

Williams, 2014). Man kann somit also von einem biokompatiblen System sprechen.

Hdmodynamische Eigenschaften

Uber die Jahre sind verschiedene PU-Klappenprothesen entwickelt worden. Bisher hat sich
noch keine als valide Alternative zu Bioprothesen und mechanischen Klappen ergeben, da es
aufgrund des Designs und der fehlenden Langlebigkeit des Polymers zum vorzeitigen Versagen
kam (Rahmani et al., 2012, Ghanbari et al., 2009). Dabei spielen Thrombogenitat, Verkalkung
und Materialdegradation durch Oxidation und Hydrolyse bis heute bei dieser Problematik eine
bedeutende Rolle (Yin et al., 2005, Daebritz et al., 2003, Christenson et al., 2004). Entwrfe
nach dem nativen Vorbild der Taschenklappen setzten sich letztlich durch. Diese bestehen aus
drei zumeist symmetrische Segel, die bei Klappenschluss in der Mitte zusammenkommen
(Jansen et al., 1991b, Butterfield et al., 2001, Daebritz et al., 2004). Die Anforderungen, denen
die Klappe entsprechen sollte, beinhalten folgende Aspekte: Eine dem Empfanger
entsprechende anatomische Passform, eine physiologische Funktionsweise der Segel, die bei
geringen systolischen transvalvularen Druckdifferenzen 6ffnen, ein sicherer Klappenschluss
ohne Leckagen, moglichst keine negative Auswirkung auf Blutzellen und ihr

Gerinnungsverhalten sowie niedrige Spannungsspitzen an den Klappenkomponenten
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wahrend des Herzzyklus, um eine Verdnderung der geometrische Eigenschaften zu
minimieren (Ghanbari et al., 2009). Eine synthetische Herzklappe dem natirlichen Muster
nachzuempfinden, erweist sich als duBerst schwierig, da der histologische Aufbau der
Klappensegel (Abschnitt 1.1., Abb. 2b) aus unterschiedlichen Schichten zusammengesetzt ist,
die eine verschiedenartige Anisotropie und mechanischer Reaktionsfahigkeit aufweisen
(Ayoub et al., 2016).

Das Herstellungsverfahren tragt ebenso zur Klappenleistung bei und hat einen Effekt auf die
hamodynamischen Eigenschaften. Dip-Casting bzw. Dip-Coating, Film-Fabrikation, Hohlraum-
Verguss- und SpritzgielRtechnik sind die vier existierenden Methoden (Ghanbari et al., 2009).
Erstere scheint hierbei den anderen Techniken in der hamodynamischen Funktion und
Bestdndigkeit Gberlegen zu sein (Corden et al., 1996, Leat and Fisher, 1995). Die hierbei
erzeugte Dicke der Segel ist fiir die Performance der Prothese eines der wichtigsten Kriterien.
Bernacca et al. zeigten bereits 1997, dass eine PEUE-Segeldicke um die 150 um in vitro die
besten hamodynamischen Ergebnisse und die langste Lebensdauer tiber 800 Millionen Zyklen
(ca. 10 Jahre) im Vergleich zu anderen Modellen zwischen 60-200 um erzielte (Bernacca et al.,
1997). Rahmani et al. untersuchten eine 100-, 150- und 200 um-POSS-PCU-Klappe und eine
Bioprothese im in vitro Model. Die Polymer-Prothesen prasentierten alle vergleichsweise zur
Schweineklappe niedrigere transvalvulidre Druckabfille, groRere effektive Offnungsflichen
und geringere systolischen Energieverluste, vor allem bei hohen kardialen Auswiirfen. In
puncto Flusseigenschaften war das 100 um-POSS-PCU gegeniiber dem biologischen
Gegenstick signifikant besser (Rahmani et al., 2012).

Es hat sich gezeigt, dass es durchaus sinnvoll ist, im praklinischen Einsatz neben den in vivo
Tierversuchen, die Herzklappenprothesen in vitro-Testungen im Pulsduplikator zu
unterziehen (Rashid et al., 2004, Mackay et al., 1996a, Wheatley et al., 2000, Sachweh and
Daebritz, 2006). So kdnnen unter der Stimulation physiologischer Bedingungen gewisse
Defizite in der Himodynamik und Dauerhaftigkeit des Materials analysiert und optimiert
werden (Chandran et al., 1989, Bernacca et al., 1995, Mackay et al., 1996b, Mackay et al.,
19964, Butterfield et al., 2001).

Abgesehen von der zweiten Gruppe, in der die hamodynamisch und echokardiographisch
ermittelten Daten pathologische Werte aufgrund der Endokarditis zeigten, jedoch noch weit
unter den pathologischen Grenzwerten lagen, prdsentierte die PCU-Klappe in den Ubrigen

Fallen sehr gute in vivo Flussmerkmale. Laminares Stromungsprofil, geringe Gradienten Uber
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der Klappe, keine Thrombenbildung und gute Offnungs- und SchlieRcharakteristika zeichneten
sich ab, die der niedrigen Bauart, dem Klappendesign und der durch Dip-Coating erzeugten
Segeldicke von 100-150 pum zuzuschreiben sind. Um diese vielversprechenden Resultate, die
Uber sechs Monate in vivo gesehen wurden weiter zu untermauern, steht in einer nachsten
Stufe die in vitro Evaluation in einem speziell von dieser Arbeitsgruppe in Zusammenarbeit
mit dem Institut flr experimentelle und angewandte Physik der CAU Kiel entwickelten
Pulsduplikator-System an (Haaf et al., 2009). Dieser wurde nach den Vorgaben der
Europaischen Norm (ISO 5840) und den Richtlinien der Food and Drug Administration (FDA)
angefertigt (Nolan, 1994). Die Klappenfunktion und -bestandigkeit, der paravalvuldre Druck,
das Regurgitationsvolumen und die effektive Offnungsfliche (effective orifice area, EOA) sind
die Parameter, die unter Imitation bestimmter kdrperahnlicher Bedingungen gepriift werden.
Da sich hamodynamischen Eigenschaften mit dem Klappendurchmesser andern kdénnen, vor
allem je kleiner der Diameter wird, sind die in vitro Testungen von essentieller Bedeutung
(Wheatley et al., 2000). Zur Erlangung einer Zertifizierung fur den klinischen Gebrauch
mussen gewisse Voraussetzungen, wie die in vitro Durabilitat iber bestimmte Zeitraume

erfillt sein. Daher ist dieser Schritt im weiteren Verlauf unabdingbar (Johnson et al., 1994,

Johnson and Sapirstein, 1994).

Bildgebung der Pulmonalklappe

Die American Heart Association (AHA) empfiehlt den perkutanen Pulmonalklappenersatz mit
bisher zugelassenen Prothesen nach umfangreicher echokardiographischer Untersuchung
und zusatzlicher Erwagung einer Schnittbildgebung mittels CT (Computertomographie) oder
MRT (Magnetresonanztomographie), um eine erfolgreiche Prozedur zu erzielen und die
Komplikationsrate moglichst gering zu halten (Klasse lla, Evidenzlevel B) (Feltes et al., 2011).
Die Nachsorgeuntersuchungen stellen einen weiteren wichtigen Aspekt bei der Wahl des
passenden bildgebenden Verfahrens dar. Die transthorakale Echokardiographie ist bei
Rechtsherzproblematiken das Erstlinien-Medium, welches zum Einsatz kommt.
Hamodynamische Informationen Uber die rechtsventrikuldre  Druckbelastung,
Druckgradienten im RVOT und das Ausmal’ der Pulmonalklappenpathologie kénnen dadurch
gewonnen werden (Bauner and Kozlik-Feldmann, 2013). Als Goldstandard bei der

quantitativen Beurteilung der Pulmonalinsuffizienz und der rechtsventrikuldaren Funktion bei
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Erwachsenen, vor allem nach Korrektur einer Fallot’schen Tetralogie, gilt die kardiale MRT als
Goldstandard (Jauhiainen et al., 1998, Heusch et al., 1999, Li et al., 2004). Leonardi et al.
schlagen weiterhin vor, genau diese Patienten vor perkutaner Pulmonalklappenimplantation
zusatzlich einer end-systolischen 3D-steady state free precession (3D-SSFP) Sequenz im MRT
zu unterziehen, da nur so die Komplexitdt der anatomischen Verhdltnisse des RVOTs ohne
Strahlenbelastung bestmoglich erfasst und damit ein héherer Implantationserfolg erreicht
werden kann (Leonardi et al., 2019). Eine kardiale Magnetresonanztomographie ist vor allem
in den Fallen indiziert, in denen man strukturelle und funktionelle Aspekte am Herzen
darstellen und begutachten méchte, wie zum Beispiel bei komplexen Herzfehlern oder nach
Klappenimplantation. Mittels MR-Angiographie kénnen genauere Angaben Ulber Volumina,
Kontrastmittelanreicherung und tber die Herzhéhlen gemacht werden (Hendel et al., 2006).
Der Nachteil, dass Metalle die Bildgilite beeintrachtigen, ist heutzutage bei den benutzten
Legierungen und den hochauflésenden Gerdaten zumeist deutlich reduziert. Secchi et al.
zeigten, dass die Artefaktbildung des Platin-Iridium-Stent im MRT keinen Einfluss auf die
qualitative oder quantitative Evaluation nach Melody™-Implantation hatte. Im in vitro
Versuch erbrachte die SSFP-Sequenz (steady state free precession) die akkuratesten
Aufnahmen (Secchi et al., 2013). Wie bereits zuvor erwahnt, trifft dies fur Nitinol ebenso zu
(Nordmeyer et al., 2010). Zwar stellt die transthorakale Echokardiographie das Mittel der
Wahl dar, doch sowohl CT als auch MRT bieten haufig die wertvolleren Informationen im Zuge
angeborener Anomalien und nach operativen Korrekturen, was anatomische Verhaltnisse,
funktionelle Messungen und diagnostische Kriterien des rechten Herzens und der
Pulmonalklappe betrifft (Saremi et al, 2014). Insbesondere den Grad einer
Pulmonalinsuffizienz richtig einzuordnen und anhand der Funktions- und GréRenverhaltnisse
des rechten Ventrikels den optimalen Interventionszeitpunkt abzupassen ist eine der groRten
Herausforderungen (Therrien et al.,, 2005). Versaumt man ihn, bedingt dies
unwiederbringliche LeistungseinbuBen des rechten Herzens (Therrien et al., 2000). Die
retrosternale Lage der rechten Kammer, die variierende Schallbarkeit eines jeden Patienten
und diffizile Reproduzierbarkeit erschwert hdufig die echokardiographische Bestimmung
dieser wichtigen Messungen. Weiterhin ist die Beurteilung der Regurgitation an der
Pulmonalklappe im TTE weniger aussagekraftig als bei der Aortenklappe (Saremi et al., 2014).
Therrien et al. konnten zeigen, dass ein via MRT ermittelter enddiastolischer Volumenindex >

170 ml/ m? und ein endsystolischer Volumenindex > 85 ml/ m? bei keinem der untersuchten
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Patienten zu einer Normalisierung des erweiterten rechten Ventrikels fiihrte. Diejenigen die
darunter lagen, zeigten eine Verringerung des enddiastolischen Volumens um 30-40 %, sowie
einen Riickgang der Trikuspidalinsuffizienz (Therrien et al., 2005). Oosterhof et al. nannten
Grenzwerte von 160 ml/ m? enddiastolisch und 82 ml/ m? endsystolisch, Biichel in einer
Kohorte mit mittlerem Alter von 13,9 + 3,9 Jahren 150 ml/ m2 enddiastolisch, um irreversible
Komplikationen der Pulmonalinsuffizienz zu vermeiden (Oosterhof et al., 2007, Buechel et al.,
2005). Frigola et al. und Dave et al. beriefen sich ebenso auf den letzteren Wert aufgrund
dhnlicher Erfahrungswerte (Frigiola et al., 2008, Dave et al., 2005).

Remodelingvorgange und struktureller Gewebeumbau lassen sich im zeitlichen Verlauf sehr
gut in der MRT darstellen und kdnnten moglicherweise zu einem besseren Verstandnis dieser
Prozesse fihren. Insgesamt ist eine multimodale Bildgebung aus TTE, MRT und ggf. CT zur
Initial- und Follow-Up-Uberwachung der erkrankten bzw. ersetzten Pulmonalklappe und des
RVOTs zu wahlen, auch um technische und hamodynamische Durchfiihrbarkeit gewisser

Eingriffe im Vorfeld zu kldren (Rajiah et al., 2014, Pignatelli et al., 2017).

PCU und Tissue Engineering

Als mogliche Definition von ,Tissue Engineering” (TE) wurde 2003 vom World Technology
Division of International Technology Research Institute (WTEC) folgendes festgehalten: ,(...)
die Anwendung von Prinzipien und Methoden des Ingenieurwesens und der
Biowissenschaften, um ein grundlegendes Verstdandnis von Struktur-Funktions-Beziehungen
in neuartigem und pathologischem Sdugetiergewebe zu erlangen und einen biologischen
Ersatz zur Wiederherstellung, Erhaltung oder Verbesserung der Gewebsfunktion zu
entwickeln.” (Mclntire, 2003).

Nachdem im Bereich des Herzklappen-Tissue Engineerings seit ca. 30 Jahren noch keine
befriedigenden klinischen Langzeitergebnisse erzielt werden konnten, bieten Kinder mit
angeborenen Herzfehlern und Erwachsene mit erworbenen Herzklappenerkrankungen
weiterhin den Ansporn intensive Forschungen auf diesem Gebiet zu betreiben (Vesely, 2005).
Die ideale Prothese sollte eine lebenslange Haltbarkeit, die Fahigkeit mitzuwachsen, keine
Immunogenitat, physiologische hamodynamische Eigenschaften, keine Thrombogenitdt und
ausschlieBlich autologe, metabolisch kompetente Zellen aufzeigen (Cebotari et al., 2010). Als
Gerlistmaterial werden derzeit drei unterschiedliche Komponenten erprobt. Zum einen

dezellularisierte tierische oder menschliche Klappen, bioresorbierbare Geriistmaterialien,
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darunter auch synthetische Polymere, und auf Kollagenbasis erzeugte Gele mit ausgewahlten
Zellen (Vesely, 2005). Als Wachstumsleitschiene fiir die kdrpereigenen Zellen muss das Gerist
den Anforderungen eine Herzklappe genigen und dem nativen Vorbild bestmdglich
nachempfunden werden. Gleichzeitig muss es so konzipiert sein, dass eine Anheftung,
Vermehrung und Expression der darauf besiedelten Zellen gewéhrleistet ist (Cebotari et al.,
2010). Als mogliche Quellen korpereigene Zellen zu gewinnen dienen Stammzellen des
Knochenmarks, die Nabelschnur und Vorlauferzellen arteriellen oder vendsen Ursprungs (Kim
et al., 2006, Sodian et al., 2010, Lutter et al., 2010, Schaefermeier et al., 2009).

Simon et al. berichteten 2003 Ulber eine Studie, in der dezellularisierte, kryokonservierte
anstelle von Glutaraldehyd-fixierte SYNERGRAFT™-Schweineklappen in vier Kinder in
Pulmonalposition (2,5-11 Jahre) implantiert wurden. Man ging davon aus, dass dieses
Verfahren dazu fihrt, dass die Prothesen in situ von korpereigenen Zellen besiedelt werden
und so in der Lage sind mitzuwachsen. Drei Kinder verstarben sieben Tage, sechs Wochen und
ein Jahr nach der Prozedur, das vierte wurde am zweiten postoperativen Tag aufgrund der
sich ankindigenden Probleme prophylaktisch reoperiert und die Klappe wurde ausgetauscht.
Alle Grafts zeigten makroskopisch wie mikroskopisch schwerste Degradationserscheinungen,
Entziindungs- und Fremdkérperreaktionen sowie Verkalkungen und keinerlei Zellbesiedelung.
Diese verheerenden Resultate fiihrten zu einem sofortigen Abbruch der Studie (Simon et al.,
2003). Der Versuch, in dem dezellularisierte, pulmonale Homografts mit endothelialen
Vorlauferzellen aus dem Blut fiir 21 Tage besiedelt und je einem Madchen und Jungen (13 und
11 Jahre) eingesetzt wurden, lieferte tiber einen Follow-Up-Zeitraum von 3,5 Jahren positivere
Ergebnisse. Eine Verbesserung der Herzfunktion, ein Rickgang der Insuffizienz, eine
Verkleinerung der rechten Kammer, keine Anzeichen fiir eine Klappendegeneration und eine
GroRRenzunahme des Pulmonalklappenannulus waren zu verzeichnen (Cebotari et al., 2006).
Auch Dohmen et al. veroffentlichten adhnliche kurz- und mittelfristige Ergebnisse in
Zusammenhang mit dem klinischen Einsatz eines dezellularisierten, pulmonalen Allografts,
der zuvor mit korpereigenen Zellen aus einer Unterarmvene inkubiert wurde. Die
Nachsorgeuntersuchungen nach zehn Jahren erbrachten eine gute Klappenfunktion, einen
mittleren Gradienten Uber der Klappe von 5,4 + 2,0 mmHg, keine Verkalkungen oder
Veranderungen in der rechtsventrikularen Muskelmasse (Dohmen et al., 2002, Dohmen et al.,

2011).
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In unserer Forschungsgruppe wurden ebenso Erfolge bei der Besiedelung dezellularisierter
Schweineklappen in experimentellen Tierversuchen gesehen. Das besondere hierbei war, dass
die geziichteten Klappen Uber das perkutane Verfahren implantiert wurden. Im Vergleich
zwischen Zellen, die aus der Halsschlagader (A. carotis) und denjenigen, die aus dem
Knochenmark extrahiert wurden, waren die Stammzellen im Verkalkungs- und
Entziindungsverhalten und den hamodynamischen Eigenschaften den vaskular gewonnen
Endothel- und glatten Muskelzellen Uberlegen. Als Gerlistmaterial dienten porcine
Pulmonalklappen und die intestinale Submucosa, um den Nitinol-Stent von innen
auszukleiden (Metzner et al., 2010b, Lutter et al., 2010, Boldt et al., 2013).

Einer der ersten, die ein synthetisches Polymer als herzchirurgisches Gerlistmaterial im
Tiermodell einsetzten, waren Shinoka et al., die mit einem resorbierbaren Polyglykolid mit
poroser Oberflache arbeiteten, dass sich innerhalb sechs bis acht Wochen durch Hydrolyse
abbauen sollte. Die Besiedelung fand mit Zellen aus der A. carotis derselben Schafe statt
(Shinoka et al., 1995). Seither wurden vielfach Kunststoffe, so auch PU-Derivate, auf ihre
Eignung im Bereich des Tissue Engineerings in vitro und in vivo getestet (Hoerstrup et al., 2000,
Courtney et al., 2006, Kalfa et al., 2010, Aleksieva et al., 2012, Thierfelder et al., 2013).

In den vorliegenden rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen konnte nachgewiesen
werden, dass sich auch das verwendete Polycarbonat-Urethan sowohl zur statischen als auch
zur dynamischen Besiedelung eignet. Die Zelldichte schien bei der dynamischen Variante
visuell hoher zu sein, jedoch wurden keine quantitativen Messungen diesbeziglich
durchgefiihrt. Das Dip-Coating-Verfahren tragt dazu bei, dass die Oberflache des PCUs eine
porose Struktur aufweist. Nur so besteht die Moglichkeit, dass die Zellen einwachsen, mit
Nahrstoffen versorgt und anfallende Stoffwechselprodukte abtransportiert werden kénnen
(Cebotari et al., 2010). In einem ersten in vitro Versuch konnte gezeigt werden, dass sich PCU
durchaus als Gerlistmaterial im Rahmen des Tissue Engineerings eignet. Weitere
histologische, immunhistochemische und mikrostrukturelle Analysen, vor allem unter
mechanischer Belastung, missen erfolgen, um die klinische ZweckmaRigkeit ausreichend

sicherzustellen bzw. gegebenenfalls zu modifizieren.
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4.2 Limitationen der Studie

Als einschrankende Faktoren dieser Studie kénnen unter anderem genannt werden, dass die
Anzahl der untersuchten Tiere mit insgesamt neun Schafen, jeweils drei pro Gruppe, sehr
gering war. Um eindeutigere und statistisch signifikante Aussagen Uber die erhobenen Daten
zu machen, ist es ratsam, eine weitere Studie mit einer gréReren Kohorte und Uber einen
langeren Zeitraum zu fiihren. Nicht zu vernachldssigen ist zudem der Aspekt, dass es sich bei
den Tieren um gesunde Schafe handelte, die weder voroperiert waren noch angeborene
Herzfehler mit einer komplexen Anatomie aufzeigten. Es gibt Fadlle, in denen
Forschungsgruppen im Tiermodell die Schafe im Sinne einer Pulmonalinsuffizienz einer
chirurgischen Valvektomie und einer transannuldren Patchplastik einen Monat vor
perkutanem Pulmonalklappenersatz unterzogen, doch in der Regel wird im experimentellen
Versuchsaufbau auf derartige MalRnahmen verzichtet (Schoonbeek et al., 2016).

Was ferner in dieser Studie nicht erfolgt ist und in einem nachsten Schritt wie bereits diskutiert
(S.106) vollzogen werden sollte, sind in vitro Testungen des PCU-Klappenstents in einem dafir
vorgesehenen Pulsduplikator, um die Durabilitdt und die hamodynamischen Eigenschaften
des Materials unter physiologischen Bedingungen Uber langere Zyklen gemald der FDA-
Vorgaben zu prifen.

Die Schafe der zweiten Gruppe und diejenigen, die zeitlich vor und danach aus der Studie
ausgeschlossen wurden, hatten alle eine Endokarditis. Da bei keinem dieser Tiere Blutkulturen
abgenommen wurden, konnte keine Erregerbestimmung erfolgen und so nicht gezielt
antibiotisch behandelt bzw. die Ursache der massiven Entziindungsreaktion aufgeklart
werden.

Weiter ist zu bemerken, dass die explantierten PCU-Klappenstents weder
rasterelektronenmikroskopischen noch rontgenologischen Betrachtungen zugefihrt wurden.
Dies wadre zukinftig zu empfehlen, da so morphologische Gegebenheiten wie
Degradationsvorgange, Zellanheftung und —Differenzierung und Verkalkungsmuster an den
Klappensegeln besser detektiert und verstanden werden kodnnen. Histologische und
immunhistochemische Farbungen der Klappensegel zur Erkennung von Immun- und
Fremdkorperreaktionen sind langerfristig ebenfalls indiziert.

Die verwendeten Applikationssysteme hatten alle eine GréRe von 22 F (= 6,7cm) und sind
somit fir den Einsatz bei jlingeren Patienten mit geringeren GefaRdurchmessern nicht

geeignet. Diese stellen in der Klinik einen wichtigen Patientenanteil dar. Sowohl das Nitinol,
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also auch das PCU sind von ihrer Beschaffenheit darauf ausgelegt, auf geringe Diameter
gefaltet werden zu kénnen. So ist zu erwdgen, dies nachfolgend anhand kleinerer Katheter,
zum Beispiel mit 14 F, zu erproben. Moglicherweise ist hierbei die Handhabung durch die
filigraneren Durchmesser insgesamt leichter und weniger traumatisch. Ruiz et al. berichteten
von Versuchen mit Schweinen, in denen liber 8 F-Applikationskatheter PPVIs vorgenommen
wurden, nachdem man zuvor eine Insuffizienz durch Uberstenten der Pulmonalklappe
erzeugte (Ruiz et al., 2005).

AbschlieBend kann erwogen werden, in einer nachfolgenden Studie erweiterte bildgebende
Verfahren pra- und postprozedural als Follow-Up einzusetzen, da die Schallbedingungen der
transthorakalen Echokardiographie bei Schafen sehr unterschiedlich und eher ungiinstig sind
und so ein standardisiertes Vorgehen und eine Reproduzierbarkeit sich als Herausforderung

darstellen.

4.3 Aktuelle Datenlage und Ausblick

Die veroffentlichten Daten (iber kurz-, mittel- und neuerdings langfristige Ergebnisse der
bisher angewandten perkutanen Pulmonalklappenprothesen ergaben durchaus solide
Ergebnisse. Die Regeneration der links- und rechtsventrikuldren Ejektionsfraktion, ein
Rickgang der Pulmonalinsuffizienz, Reduzierung der transvalvuldaren Gradienten sowie eine
Verbesserung der korperlichen Belastbarkeit und des Sauerstoffverbrauchs konnte gezeigt
werden (Haas et al., 2013, Borik et al., 2015, Lurz et al., 2011, Biernacka et al., 2015, Cheatham
et al.,, 2015, Markham et al., 2017). Auch eine Verminderung vorhandener milder bis
hochgradiger Trikuspidalinsuffizienzen wurden bei 65 % der betroffenen Patienten durch die
Prozedur verzeichnet (Jones et al, 2016) und eine komplikationsfreie 10-Jahres-
Uberlebensrate bis zu 88 % bei RVOT-Gradienten < 15 mmHg erzielt (Georgiev et al., 2019).
Eine Metaanalyse von 20 Studien aus Europa, Nordamerika, Kanada und Asien mit insgesamt
1246 Patienten aus dem Jahr 2019 ergab eine 99%ige Erfolgsrate beim Implantationsvorgang
(95 % KI: 98-99), ein 2%iges Auftreten einer infektiosen Endokarditis (95 % Kl: 1-4), ein
Stentfrakturvorkommen von 5% (95 % Cl: 4-6) und eine Inzidenz von ebenfalls 5% fir
notwendige Zweitinterventionen nach primarem Eingriff (95 % Kl: 4-6) (Ran et al., 2019). Doch
sind die bestehenden Limitationen nicht zu vernachldssigen. Neben den unter 4.1 diskutierten

zahlreichen Komplikationen muss ebenso berticksichtigt werden, dass sowohl die Melody™.-
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als auch die Edwards SAPIEN-Prothesen nur in bestimmten GroRen erhaltlich sind.
Pulmonalringdurchmesser < 16 mm stellen eine Kontraindikation zur PPVI dar (Feltes et al.,
2011). Die groRte Prothese ist derzeit aus der Edwards SAPIEN XT-Reihe mit 29 mm, dennoch
gibt es viele Patienten, die nach RVOT-Rekonstruktionen und Patchplastiken dieses Mal}
Uberschreiten und so fiir dieses Verfahren nicht in Frage kommen (Ansari et al., 2015). Die
SAPIEN S3-Klappe, die derzeit die neueste Generation der perkutanen Edwards Lifesciences-
Prothesen darstellt, ist sehr dhnlich zu ihrem Vorgangermodell (s. Abschnitt 1.4.1, S. 18) mit
dem Unterschied eines zusatzlichen Saums am unteren Teil des Kobalt-Chrom-Stents aus
Polyethylene-Terephtalate (PET), das zur Minimierung paravalvuldrer Leckagen nach
Prothesenentfaltung dienen soll. Sie ist in den GréRBen 23 mm, 26 mm und 29 mm verfiigbar
und Uber 14 F bzw. 16 F Hilsen und dem dazugehdrigen, weniger starren Commander-
Applikationskatheter (anstelle des rigideren Novaflex Systems) einsetzbar (Balzer, 2019). Da
bisher ihre FDA-Zulassung fiir die Aortenposition gilt, wird sie aktuell neben off-label
Versuchen auch in einer klinischen Studie fiir den perkutanen Pulmonalklappenersatz getestet
(ClinicalTrials.gov (Internet). Bethesda, 2016a). Darlber hinaus existieren in vivo und ex vivo
Daten, dass unter bestimmten Bedingungen eine Uberdehnung der 29 mm-Klappe bis auf
31 mm moglich ist, ohne eine Einschrankung der Prothesenfunktion oder Hydrodynamik der
Klappensegel zu generieren, so dass die SAPIEN 3-Klappe zukinftig auch bei RVOT-
Durchmessern > 29 mm eingesetzt werden konnte (Sathananthan et al., 2018, Shivaraju et al.,
2015). Weiterhin wurde jingst zu der 29 mm-SAPIEN 3-Prothese ein Pre-Stent entwickelt, um
bei grolReren gepatchten bzw. nativen RVOTs eine der KlappengréRBe entsprechende
Landungs- und Andockzone zu schaffen. Der Alterra Adaptive Prestent™ st ein
sanduhrformiger Nitinol-Stent, dessen ausgestellten Enden des Einfluss- und Ausflussbereichs
40 mm messen und der auller im Bereich des Ausflussbereichs mit PET ausgekleidet ist. Der
erste Implantationsversuch bei einer 48-jahrigen Frau mit einem angiographisch bestimmten
RVOT-Durchmesser von 30.2 mm (proximal) und 38.5 mm (distal) wurde als erfolgreich
verbucht. Der maximale bzw. mittlere Gradient {(iber der Klappe war in der
Kontrolluntersuchung nach vier Monaten bei 7,62 und 5 mmHg im TTE und somit vollig in der
Norm, lediglich ein als trivial eingestuftes paravalvulares Leck zwischen der Klappe und dem
Pre-Stent wurde detektiert (Zahn et al., 2018). Auch hierzu gibt es nun eine laufende klinische
Studie, um weitere Erfahrungswerte lber die Praktikabilitdt dieser Methode zu gewinnen

(ClinicalTrials.gov (Internet). Bethesda, 2017).
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Neue Techniken, sowie die Kombination aus chirurgischem und interventionellen Eingriff sind
zur Behandlung groRer RVOT-Durchmesser in Erprobung, ohne, dass sich bisher eine davon
klinisch manifestieren konnte (Boudjemline et al., 2005, Boudjemline et al., 2004, Basquin et
al., 2010, Amahzoune et al., 2010, Boudjemline et al., 2012, Porras et al., 2015, Abu Saleh et
al., 2016, Thalmann et al., 2019). In den Fallen, in denen keine klaren Indikationen gegeben
sind, so unter anderem auch bei kleinen, sehr groBen oder nativen rechtsventrikuldren
Ausflusstrakten, wird haufig im Sinne eines individuellen Heilversuchs die entsprechende
Methode dennoch durchgefiihrt, was zumeist eine erhohte Komplikationsrate mit sich bringt
(Boshoff et al.,, 2013, Ansari et al., 2015, Price and Teirstein, 2008), allerdings auch
zufriedenstellende  mittelfristige  Ergebnisse  hinsichtlich der rechtsventrikuldaren
Volumenbelastung ergab (Georgiev et al., 2018).

Um eben diesen Situationen gerecht werden zu koénnen, werden derzeit innovative
Prothesenmodelle praklinisch und klinisch getestet. Wie unter 1.4.1 bereits erwdhnt, zum
Beispiel die Medtronic Harmony transcatheter pulmonary valve (hTPV) (Medtronic,
Minneapolis, Minnesota, USA)(ClinicalTrials.gov (Internet). Bethesda, 2016b). Dies ist ein mit
Polyester ausgekleideter, selbstexpandierender Nitinol-Stent in Sanduhrform mit eingendhter
porciner perikardialer Klappe. Nachdem in einer ersten praklinischen Studie die Tiere zuvor
einer Valvektomie und einer Patchplastik unterzogen wurden, wurden sie einen Monat spater
interventionell mittels hTPV versorgt. Von dreizehn Schafen konnten letztlich finf auf die
finalen Endpunkte untersucht werden. Diese erbrachten eine Reduktion der
Pulmonalinsuffizienz, einen Erhalt der beidseitigen Herzfunktion und eine
Volumenverringerung in der rechten Kammer. Die GroRRe des Applikationskatheters betrug
25 F und die Klappe, die sich in der Mitte des Stents befand, hatte einen Durchmesser von
22 mm. Ernstzunehmende Probleme waren Herzrhythmusstorungen bei zwei Tieren, die zum
Tod flhrten, eine hochgradige Trikuspidalinsuffizienz aufgrund von Verletzung der Klappe
durch das Applikationssystem, eine Stentdislokation, ein Pseudoaneurysma im punktierten
Gefall und zwei Prothesenobstruktionen mit Aneurysma im Hauptstamm der Pulmonalarterie.
Die untersuchten Tiere iberlebten insgesamt acht Monate (Schoonbeek et al., 2016). Eine in
vivo Studie, die zwischen Mai 2013 und 2015 durchgefiihrt wurde, mit zunachst 66 Patienten,
von denen letztlich 20 die genannte perkutane Prothese erhielten, zeigte neben achtbaren
Ergebnissen einige Restriktionen. Diese umfassten unter anderem eine proximale

Stentmigration, die eine operative Entfernung der Klappe am ersten postoperativen Tag
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bedingte, eine Typ II-Stentfraktur mit Kollaps des Nitinol-Stents, die ebenso zur
Klappenexplantation nach einem Monat fiihrte, paravalvuldre Leckagen bei zwei Individuen
und eine Typ I-Stentfraktur, welche die Integritat des Stents zundchst nicht zu beeintrachtigen
schien. In den Ubrigen Fallen beliefen sich die mittleren RVOT Gradienten auf 15 + 6 mmHg
nach sechs Monaten und nur einer der Patienten zeigte eine milde pulmonale Insuffizienz im
TTE (Bergersen et al., 2017). Die Patienten, die in die Studie eingeschlossen waren, hatten vor
der Implantation einen angiographisch bestimmten Durchmesser des Pulmonalklappenrings
von 25 £ 4 mm. Die flhrende Limitation, dass die derzeit interventionell verfligbaren
Prothesen flr Patienten, die einen Ringdurchmesser > 29 mm haben nicht in Frage kommen,
ist also zunachst auch mit der hTPV nicht gel6st.

Eine weitere wegweisende Prothese, die Venus P Valve (Venus Medtech, Shanghai, China)
wurde bisher in Gber 80 Patienten in Asien, den Niederlanden und GroBbritannien implantiert
und scheint bislang eine weitgehend sichere und effektive Methode zu sein, die auch fir den
nativen oder gepatchten rechtsventrikularen Ausflusstrakt eine Option darstellt. Dennoch
traten auch hier Todesfalle aufgrund infektioser Endokarditis, Stentmigration in den rechten
Ventrikel, ein Fall einer pulmonalarteriellen Embolie, Stentfrakturen in bis zu 27 % der Falle,
Herzrhythmusstérungen, paravalvuldare Leckagen und Trikuspidalinsuffizienz als Folge der
Implantation auf (Zhou et al., 2019, Promphan et al., 2016, Wang et al., 2019, Morgan et al.,
2019). Probleme bei der Entfaltung des Klappenstents mit nétiger Nachdilatation wurden
bisher ebenso beschrieben (Riahi et al., 2018). Langzeitergebnisse stehen weiterhin noch aus.
Die Venus P Valve-Prothese besteht aus einem selbstexpandierenden Nitinol-Stent, dessen
Enden sanduhrférmig ausgestellt sind, um eine bessere Verankerung in gewiinschter Position
zu erzielen. In der Mitte befindet sich eine porcine Perikardklappe aus drei Segeln. Der Stent
ist in den GroRen 18-34 mm erhadltlich, das Applikationssystem setzt sich aus einem 16 F-
Katheter mit einer 20-22 F Hiilse zusammen (Cao et al., 2014, Promphan et al., 2016, Husain
et al., 2016, Garay et al., 2017).

Auch eine weitere Forschungsgruppe aus Siudkorea konnte in einer Versuchsreihe mit 10
Patienten mit nativen RVOTs bei vorhandener Pathologie den Erfolg einer a-Gal-freien
porcinen Perikardklappe in einem selbstexpandierendem Nitinol-Stent mit &hnlich
ausgestellten Enden wie die Venus P Valve (Pulsta Valve) verzeichnen, die signifikante
Verbesserungen der Himodynamik am rechten Herzen und der NYHA-Klassifikation in neun

von zehn Fallen bedingte. Gleichwohl auch hierbei geringe paravalvuldre Leckagen und ein
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schwerer Fall einer oberen gastrointestinalen Blutung durch ein duodenales Ulcus
beschrieben wurden. Weitere multizentrische Studien hierzu mit grofReren Fallzahlen und
Prothesendurchmessern von 32 mm werden derzeit in Sidkorea durchgefiihrt (Kim et al.,
2017, Kim et al., 2018).

Nachdem letztlich ca. zwei Drittel der betroffenen Patienten durch ihre native oder mittels
transanuldren Patch versorgten GréRe des rechtsventrikuldaren Ausflusstraktes fir die bisher
offiziell zugelassenen perkutan implantierbaren Prothesen nicht geeignet sind, muss daher
zuklnftig durch eine prazise, kontinuierliche und multimodale Vor- und Nachbereitung und
entsprechend neu erprobter Herzklappenmodelle langfristig eine Losung gefunden werden
(Lurz and Kister, 2019, Ruiz and Pasala, 2018). Bis dahin bleibt fir diese Patienten mit
komplexen anatomischen Verhadltnissen und zumeist geringem Korpergewicht die operative
Versorgung der absolute Goldstandard, um das hohe Risiko fiir periinterventionelle
Komplikationen wie Stentmigration, Kompression der Herzkranzgefdlle oder Stentfrakturen
zu vermeiden (Haas et al., 2019, Kheiwa et al., 2018).

Auch auf dem Gebiet Polymere zu optimieren, um sie fir medizinische Zwecke einsetzen zu
kénnen, sind Wissenschaftler auf der Suche nach passenden Modifikationsmdglichkeiten.
Thomas et al. stellten ein Polyurethan-Urea her, das durch seine in vitro und in vivo gepriften
biomechanischen Eigenschaften durchaus fiir die Herstellung einer Herzklappenprothese in
Frage kdme (Thomas and Jayabalan, 2009). POSS-PCU wurde ebenso eine Zeit lang als nachste
Generation von Polymeren gehandelt, die mit ihren Uberlegenen biomechanischen
Eigenschaften flr die Produktion einer synthetischen Herzklappe vielversprechend zu sein
schien (Kidane et al., 2009). Andere Kunststoffe wurden generiert, die in vivo sogar
antioxidative Eigenschaften zeigten und fdhig waren freie Radikale zu fangen, die
Lipidoxidation zu hemmen und Eisenionen zu binden (van Lith et al., 2014, Yang et al., 2014).
Polymere und auch Metallstents, die mit dem rekombinantem Oberflachenantigen CD47
ausgestattet wurden, zeigten in den in vitro und ex vivo Analysen eine verminderte Anheftung
von Entziindungszellen und Neutrophilenaktivierung, sowie geringeres Monozyten-/
Makrophagenvorkommen. Die Stents flhrten zu einer reduzierten Plattchenadhdsion und
Fibrinbildung und bedingten damit eine um 30 % niedrigere In-Stent-Restenoserate im
Vergleich zu den herkdmmlichen Pendants. CD47 ist ein transmembraner Oberflaichenmarker
auf Proteinen, welches von Leukozyten und Makrophagen als kdrpereigen erkannt wird

(Stachelek et al., 2011, Slee et al., 2016).
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Ebenso nicht zu vernachldssigen ist die Tatsache, dass bereits seit Uber 20 Jahren zur
Behandlung von RVOT-Abnormitdten eine operative Rekonstruktion mittels monocuspider
Polytetrafluorethylen-Klappen (PTFE) durchgefiihrt wird, welche beeindruckende Ergebnisse
hinsichtlich der Kalzifizierungsresistenz und Funktionstiichtigkeit bei sich noch im Wachstum
befindenden Patienten erbrachte (Kumar et al., 2016, Turrentine et al., 2002).

Im Bereich des Tissue Engineerings fuhren die unter 4.1 ausfihrlich beschriebenen
Entziindung- und Degradationsprozesse des eingesetzten Geriists ebenso zum limitierten
Einsatz. Daher wird auch hier durch entsprechende Veranderungen versucht, hochst
biokompatible Systeme zu erzeugen, die moglichst positive Effekte auf den implantierten
Organismus ausiben (Filova et al., 2009). Die Herausforderungen, die sich bei der
kardiovaskuldaren Gewebeziichtung ergeben, stehen vor allem mit dem Aufbau des
Implantats, dem chirurgischen Trauma und der bestehenden Pathologie des Gewebes in
engem Zusammenhang. Daher sollten die Materialien sorgfaltig gewahlt, ausreichend lange
in vitro besiedelt und kultiviert werden bis Differenzierungs- und Regenerationsprozesse
einsetzen und schlielRlich die Implantation selbst so atraumatisch wie moglich erfolgen
(Simionescu et al., 2011). Reimer et al. stellten 2015 tubuldre Pulmonalklappen-Conduits fur
den padiatrischen Gebrauch vor, die aus Rinder- und Schaf-Fibringelen hergestellt und
anschliefend mit 1%igem Natriumdodecylsulfat und 1%igem Triton X-100 dezellularisiert
wurden. Die Testungen in einem Pulsduplikator tGber zwei Wochen bei 100 Zyklen/ min
deuteten auf eine gute Bestandigkeit, akzeptable hamodynamische Eigenschaften und eine
groBere geometrische Offnungsfliche im Vergleich zur Contegra-Prothese hin (Reimer et al.,
2015).

Obwohl derzeit kryokonservierte Homografts als der Goldstandard fiir den operativen
Pulmonalklappenersatz bei angeborenen Herzfehlern gelten, machen die Erfahrungen und
Resultate mit dezellularisierten frischen pulmonalen Homografts (DPH) in den letzten Jahren
diese Alternative zunehmend populdrer (Neumann et al., 2013). Cebotari et al. und Sarikouch
et al. beschreiben eine 0%ige Reoperationsrate nach funf und zehn Jahren (Cebotari et al.,
2011, Sarikouch et al., 2016). Im Rahmen des Tissue Engineerings kommen die DPH ebenso
als Gerlistmaterial in Frage. Die autologe Besiedelung mit Stammzellen wird hier forciert,
wobei ebenso vermutet wird, dass eine Matrix-Beschichtung mit bestimmten

Wachstumsfaktoren die spontane Zellbesiedelung in situ beschleunigt (Neumann et al., 2013).
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Nachdem die 3D-Drucktechnik auch in der Medizin zunehmende Bedeutung gewinnt, muss
bedacht werden, dass sich Polyurethan durch die einzigartigen chemischen und
physikalischen Eigenschaften als Substrat hierfiir eignet und sich auch im Einsatz befindet.
Auch biologisch abbaubare Polyurethane finden bereits biomedizinische Anwendung (Hung
et al., 2016). So wurden in einer internationalen multizentrischen Studie individualisierte 3D-
Modelle von anatomischen Verhdltnissen angeborener Herzfehler in einem ausgewahlten
Patientenkollektiv aus Polyurethan gedruckt, um praoperativ die bestehende Komplexitat in
situ besser zu verstehen und dementsprechend das chirurgische Vorgehen anzupassen. In 19
von 40 Fallen ist dadurch eine Neubestimmung des operativen Vorgehens eruiert worden
(Valverde et al., 2017). Im Bereich der Orthopéadie wurde in einem Versuch ein modifiziertes
Hybrid-Polyurethan auf Wasserbasis als Gerilist zur Gewebezlichtung von Knorpel mittels 3D-
Drucker erstellt und erfolgreich in vitro besiedelt (Shie et al., 2017).

Diese enormen biotechnischen Fortschritte er6ffnen die Vision, dass es in den folgenden
Jahren und Jahrzenten zu einer Entwicklung eines biologisch resorbierbaren PCU-
Pulmonalklappenconduits kommen wird, welche durch die 3D-Drucktechnik den
anatomischen Beddrfnissen individuell angepasst werden kann. Diese Prothesen kdnnten
nach autologer Stammzellenbesiedelung perkutan implantiert werden und letztlich wirde
nach einer bestimmten Zeit nur noch die gezlichtete Klappe nach Abbau des PCUs im Korper

bestehen bleiben.

4.4 Schlussfolgerung

Die vorliegende Schrift soll einen Uberblick iber den derzeitigen Forschungsstand der
Arbeitsgruppe bezliglich des perkutanen Pulmonalklappenersatzes mit PCU-Nitinol-Stents im
Schafmodell Gber einen maximalen Zeitraum von sechs Monaten bieten. Die Resultate in der
ersten und dritten Gruppe bezlglich der histologischen, immunhistochemischen und
hamodynamischen Eigenschaften der PCU-Prothese prasentierten sich aussichtsreich. Das
Endokarditisvorkommen in der zweiten Gruppe konnte aufgrund des fehlenden
Erregernachweises nicht aufgeklart werden. Die technische Durchfiuhrbarkeit der
Implantation der selbstexpandierenden Nitinol-Stents erwies sich als komplikationsarm,
lediglich nach Einfihrung des konischen Stentdesigns ist es zu Fallen der Stentmigration

gekommen, die durch die natirliche Lernkurve des Operateurs sicherlich in Zukunft
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vermeidbar sein werden. Dennoch sind dem Stententwurf, kleineren Applikationssystemen
und der Modifizierung des PCUs vermehrte Aufmerksamkeit zu widmen, um die erzielten
Ergebnisse im Sinne der aktuellen Datenlage noch weiter zu optimieren.

Es konnte gezeigt werden, dass sich PCU einerseits als perkutane Pulmonalklappenprothese,
andererseits als Gerlistmaterial im Sinne des Tissue Engineerings heranziehen lasst und die an
den implantierten Klappenprothesen gesehene Immunreaktion zeigt, dass das Material
duBerst gewebevertragliche Eigenschaften mit sich bringt.

Um die PCU-Nitinol-Stents im klinischen Gebrauch einsetzen zu kdnnen, missen in weiteren
Schritten in vitro und in vivo Versuche mit grofleren Fallzahlen und Uber ldngere Zeitraume
die bislang vielversprechenden Resultate der ersten und dritten Gruppe noch weiter unter

Beweis gestellt werden.
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5. Zusammenfassung

Einleitung Der perkutane Pulmonalklappenersatz zur Behandlung der Pathologien des
rechtsventrikuldaren Ausflusstraktes ist mittlerweile als ernstzunehmende Behandlungsoption
neben der operativen Versorgung in den klinischen Fokus gerickt. In dieser Abhandlung wird
ein neuartiges Stentdesign aus einem selbstexpandierenden Nitinol-Stent und einer darin

enthaltenen Polycarbonat-Urethan Klappenprothese vorgestellt.

Methoden  Eine mittels Tauchtechnik hergestellte Polycarbonat-Urethan Klappenprothese
im Nitinol-Stent wurde perkutan unter fluoroskopischer Kontrolle in Pulmonalposition an
neun Schafen fir 4, 12 und 24 Wochen getestet. Wahrend dieser Zeit wurden angiographisch
Messungen und echokardiographische Nachsorgeuntersuchungen an definierten Zeitpunkten
vorgenommen. Nach Versuchsende hat man die Klappen und das Stentbett makroskopisch,
histologisch und immunhistochemisch analysiert und anschlieBend die erhobenen Daten
miteinander verglichen. Weiterhin fand je eine statische und eine dynamische Besiedelung
zweier Klappenstents mit Knochenmarkszellen eines Schafes statt, welche in einem weiteren

Schritt rasterelektronenmikroskopisch untersucht wurden.

Ergebnisse  Alle untersuchten Klappen zeigten in der Abschlussangiographie eine korrekte
Positionierung. Der mittlere transvalvulare Gradient aller Versuchstiere betrug 6,5+
2,0 mmHg, in der dritten Gruppe gesondert 4,4 + 2,3 mmHg bei Explantation. Die Schafe der
zweiten Gruppe litten alle an einer Endokarditis, deren Ursache nicht aufgeklart werden
konnte. Hier waren auch Verkalkungen am Stentbett zu erkennen. Die Tiere der ersten und
dritten Gruppe zeigten in allen durchgefiihrten Analysen gute hamodynamische,
morphologische und strukturelle Ergebnisse. Lediglich ein Tier bot ein paravalvuldres Leck,
welches als gering eingestuft wurde. Die in vitro erprobte Zellbesiedelung des Polycarbonat-

Urethans wurde durch die rasterelektronische Betrachtung als gelungen eingestuft.

Fazit Es konnte erfolgreich gezeigt werden, dass die verwendeten Polycarbonat-Urethan-
Klappenstents gute hamodynamische, antithrombogene, biostabile und -kompatible
Eigenschaften Uber einen Zeitraum von sechs Monaten bieten. Ebenso ist das polymere
Material als Gerust fir Gewebezlichtungs-Zwecke geeignet. Weiterfliihrende Studien sollten

erfolgen, um aufgetretene Probleme zu beheben und Langzeitergebnisse zu erlangen.
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9. Anhang

Tabelle 5.1  Versuchstierparameter Gruppe 1

Schaf Gewicht Uberlebensdauer StentgroRe
[kel [Tage] [mm]

Gruppe 1 PU1 40,0 28 22

PU2 36,0 26 22

PU3 32,0 34 22
Mittelwert 36 29,33 -
Median 36 28 -
Maximum 40 34 -
Minimum 32 26 -
SD 4,0 4,2 -

Tabelle 5.2 Versuchsparameter Gruppe 2

Schaf Gewicht Uberlebensdauer StentgroRe
[kel [Tage] [mm]

Gruppe 2 PU4 35,0 84 20

PUS 34,9 26 20

PU7 38,5 64 20
Mittelwert 36,13 58 -
Median 35,0 64 -
Maximum 38,5 84 -
Minimum 34,9 26 -
SD 2,1 29,5 -
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Tabelle 5.3  Versuchsparameter Gruppe 3

Gewicht Uberlebensdauer StentgroRe
[kel [Tage] [mm]
Gruppe 3 PU12 38,5 189 22-26
PU14 50,6 207 22-26 (2x)
PU15 48,6 153 22-26 (2x)
Mittelwert 45,9 183 -
Median 48,6 189 -
Maximum 50,6 207 -
Minimum 38,5 153 -
SD 6,5 27,5 -

Tabelle 16.1 Zellenauszahlung CD3-, CD20-, CD45- und CD68-Farbung

CD3 CD20 CD45 CD68
Gruppe 1 PU1 <10 <10 <10 <10
PU 2 <10 <10 36 52
PU 3 12 28 16 36
Gruppe 2 PU4 >60 >60 >60 45
PUS5 >60 >60 >60 >60
PU7 >60 >60 >60 >60
Gruppe 3 PU 12 14 <10 29 38
PU 14 <10 <10 <10 <10
PU 15 <10 16 12 17
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Tabelle 17.1a Hamodynamische Daten PU 1, Praimplantation

PU1 1 [mmHg] 2[mmHg] 3[mmHg] MW [mmHg]
03.11.2008
Praimplantation
RV sys. 25 25
RV diast. 10 10
RV ED 14 14
PA sys. 25 26 25,5
PA diast. 13 14 13,5
PA mean 18 17 17,5
peak-to-peak
gradient 0 0
A. fem. sys. 84 86 70 80
A. fem. dias. 44 50 60 51,3
A. fem. mean 64 68 65 65,7
Tabelle 17.1b Hamodynamische Daten PU 1, Postimplantation
PU1 1[mmHg] 2[mmHg] 3[mmHg] MW [mmHg]
03.11.2008
Postimplantation
RV sys. 30 30
RV diast. 15 15
RV ED 22 22
PA sys. 25 25
PA diast. 16 16
PA mean 21 21
peak-to-peak
gradient 5 5
A. fem. sys. 80 80
A. fem. dias. 55 55
A. fem. mean 67 67
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Tabelle 17.1c Hamodynamische Daten PU 1, Explantation

PU1 1 [mmHg] 2 [mmHg] 3 [mmHg] MW [mmHg]

01.12.2008

Explantation
RV sys. 26 27 28 27
RV diast. 17 18 20 18,3
RV ED 21 22 24 22,3
PA sys. 29 22 23 24,7
PA diast. 13 18 18 16,3
PA mean 21 17 18 18,7
peak-to-peak
gradient 3 5 5 4,3
A. fem. sys.
A. fem. dias.

A. fem. mean

Tabelle 17.2a Hamodynamische Daten PU 2, Praimplantation

PU 2 1 [mmHg] 2 [mmHg] 3 [mmHg] MW [mmHg]

12.11.2008

Praimplantation
RV sys. 28 32 30
RV diast. 0 4 2
RV ED 10 13 11,5
PA sys. 28 30 29
PA diast. 12 8 10
PA mean 17 15 16
peak-to-peak
gradient 0 2 1
A. fem. sys. 86 84 120 96,7
A. fem. dias. 50 44 80 58
A. fem. mean 68 64 100 77,3
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Tabelle 17.2b Hamodynamische Daten PU 2, Postimplantation

PU 2 1 [mmHg] 2 [mmHg] 3 [mmHg] MW [mmHg]

12.11.2008

Postimplantation
RV sys. 30 30 30
RV diast. 0 0 0
RV ED 10 8 9
PA sys. 25 23 24
PA diast. 16 13 14,5
PA mean 20 18 19
peak-to-peak
gradient 5 7 6
A. fem. sys. 120 110 125 118,3
A. fem. dias. 80 80 110 90
A. fem. mean 100 95 117 104

Tabelle 17.2c Hamodynamische Daten PU 2, Explantation

PU 2 1 [mmHg] 2 [mmHg] 3 [mmHg] MW [mmHg]

08.12.2008

Explantation
RV sys. 26 27 27 26,7
RV diast. 0 1 1 0,7
RV ED 11 11 11 11
PA sys. 20 21 20 20,3
PA diast. 11 10 9 10
PA mean 15 15 15 15
peak-to-peak
gradient 6 6 6
A. fem. sys.
A. fem. dias.

A. fem. mean
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Tabelle 17.3a Hamodynamische Daten PU 3, Praimplantation

PU3 1 [mmHg] 2[mmHg] 3 [mmHg] MW [mmHg]

27.01.2009

Praimplantation
RV sys. 15 15 14 14,7
RV diast. 4 4 4 4
RV ED 9 9 9 9
PA sys. 14 12 12 12,7
PA diast. 10 8 9 9
PA mean 11 10 10 10,3
peak-to-peak
gradient 1 3 2 2
A. fem. sys. 80 70 80 76,7
A. fem. dias. 50 50 40 46,7
A. fem. mean 65 60 60 61,7

Tabelle 17.3b Hamodynamische Daten PU 2, Postimplantation

PU3 1[mmHg] 2[mmHg] 3[mmHg] MW [mmHg]

27.01.2009

Postimplantation
RV sys. 15 14 15 14,7
RV diast. 0,7
RV ED 6 7 6,3
PA sys. 12 13 12 12,3
PA diast. 6,7
PA mean 9
peak-to-peak
gradient 3 1 3 2,7
A. fem. sys. 100 70 85
A. fem. dias. 60 50 55
A. fem. mean 80 60 70
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Tabelle 17.3c Hamodynamische Daten PU 3, Explantation

PU3 1 [mmHg] 2 [mmHg] 3 [mmHg] MW [mmHg]
02.03.2009
Explantation
RV sys. 12 16 11 13
RV diast. 2 3 3 2,7
RV ED 6 0 6 4
PA sys. 12 10 11 11
PA diast. 2 3 4 3
PA mean 6 8 7 7
peak-to-peak
gradient 0 6 0 2
A. fem. sys. 80 88 95 87,7
A. fem. dias. 55 58 65 59,3
A. fem. mean 67 73 80 73,3
Tabelle 17.4a Hamodynamische Daten PU 4, Praimplantation
PU4 1 [mmHg] 2 [mmHg] 3 [mmHg] MW [mmHg]
04.02.2009
Praimplantation
RV sys. 14 14 13 13,7
RV diast. 0 0 0 0
RV ED 3 2 3 2,7
PA sys. 14 13 14 13,7
PA diast. 3 2 4 3
PA mean 8 7 9 8
peak-to-peak
gradient 0 1 0 0,3
A. fem. sys. 64 65 65 64,7
A. fem. dias. 42 40 41 41
A. fem. mean 53 52 53 52,7
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Tabelle 17.4b Hamodynamische Daten PU 4, Postimplantation

PU4 1 [mmHg] 2 [mmHg] 3 [mmHg] MW [mmHg]
04.02.2009
Postimplantation
RV sys. 21 20 21 20,7
RV diast. 0 0 0 0
RV ED 3 2 3 2,7
PA sys. 18 18 21 19
PA diast. 5 6 3 4,7
PA mean 12 12 12 12
peak-to-peak
gradient 3 2 0 1,7
A. fem. sys. 62 64 64 63,3
A. fem. dias. 40 40 39 39,7
A. fem. mean 51 52 51 51,3
Tabelle 17.4c Hamodynamische Daten PU 4, Explantation
PU4 1 [mmHg] 2 [mmHg] 3[mmHg] MW [mmHg]
29.04.2009
Explantation
RV sys. 26 25 26 25,7
RV diast. 9 9 9 9
RV ED 10 10 10 10
PA sys. 17 18 20 18,3
PA diast. 12 15 13 13,3
PA mean 16 16 16 16
peak-to-peak
gradient 9 7 6 7,3
A. fem. sys. 98 95 96 96,3
A. fem. dias. 68 68 67 67,7
A. fem. mean 76 78 77 77
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Tabelle 17.5a Hamodynamische Daten PU 5, Praimplantation

PUS
11.02.2009
Praimplantation

1 [mmHg]

2 [mmHg]

3 [mmHg]

MW [mmHg]

RV sys.
RV diast.
RV ED

PA sys.
PA diast.
PA mean

12

15

10

17

10

14,7

9,3

peak-to-peak
gradient

A. fem. sys.
A. fem. dias.
A. fem. mean

64
43
52

65
45
55

68
44
56

65,7
44
54,3

Tabelle 17.5b Hamodynamische Daten PU 5, Postimplantation

PUS
11.02.2009
Postimplantation

1 [mmHg] 2 [mmHg]

3 [mmHg]

MW [mmHg]

RV sys.
RV diast.
RV ED

PA sys.
PA diast.
PA mean

12

12

12

12
3,7

peak-to-peak

gradient

A. fem. sys.
A. fem. dias.

A. fem. mean

120
88
104

120
88
104
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Tabelle 17.5¢ Hamodynamische Daten PU 5, Explantation

PUS5 1 [mmHg] 2 [mmHg] 3 [mmHg] MW [mmHg]

11.03.2009

Explantation
RV sys. 40 41 39 40
RV diast. -3 -2 -4 -3
RV ED 20 18 18 18,7
PA sys. 20 21 22 21
PA diast. 8 7 8 7,7
PA mean 13 14 16 14,3
peak-to-peak
gradient 20 20 17 19
A. fem. sys. 88 70 90 82,7
A. fem. dias. 44 45 60 49,7
A. fem. mean 66 57 75 66

Tabelle 17.6a Hamodynamische Daten PU 7, Praimplantation

PU 7 1 [mmHg] 2 [mmHg] 3[mmHg] MW [mmHg]

22.06.2009

Praimplantation
RV sys. 22 23 21 22
RV diast. 3 4 5 4
RV ED 15 11 12 12,7
PA sys. 20 23 21 21,3
PA diast. 11 12 11 11,3
PA mean 18 13 15 15,3
peak-to-peak
gradient 2 0 0 0,7
A. fem. sys. 87 86 82 85
A. fem. dias. 62 63 52 59
A. fem. mean 73 74 75 74
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Tabelle 17.6b Hamodynamische Daten PU 7, Postimplantation

PU7 1[mmHg] 2[mmHg] 3[mmHg] MW [mmHg]
22.06.2009
Postimplantation
RV sys. 38 37 37 37,3
RV diast. 7 9 6 7,3
RV ED 23 23 22 22,7
PA sys. 29 28 28 28,3
PA diast. 16 13 14 14,3
PA mean 22 24 21 22,3
peak-to-peak
gradient 9 9 9 9
A. fem. sys. 119 117 117 117,7
A. fem. dias. 96 96 97 96,3
A. fem. mean 102 106 94 100,7
Tabelle 17.7a Hdmodynamische Daten PU 12, Prdaimplantation
PU 12 1 [mmHg] 2 [mmHg] 3[mmHg] MW [mmHg]
06.09.2010
Praimplantation
RV sys. 22 20 21 21
RV diast. 3 3
RV ED 10 8,7
PA sys. 19 14 19 17,3
PA diast. 8 9 7
PA mean 8 8 10 8,6
peak-to-peak
gradient 3 6 2 3,7
A. fem. sys. 113 108 108 109,7
A. fem. dias. 75 75 74 74,7
A. fem. mean 94 91 91 92
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Tabelle 17.7b Hamodynamische Daten PU 12, Postimplantation

PU 12 1[mmHg] 2[mmHg] 3 [mmHg] MW [mmHg]
06.09.2010
Postimplantation
RV sys. 29 28 28 28,3
RV diast. 1 1 1 1
RV ED 7 9 7 7,7
PA sys. 13 18 15 15,3
PA diast. 7 13 7 9
PA mean 9 14 9 10,7
peak-to-peak
gradient 16 10 13 13
A. fem. sys. 120 122 121 121
A. fem. dias. 75 74 76 75
A. fem. mean 90 93 89 90,7
Tabelle 17.7c Hamodynamische Daten PU 12, Explantation
PU 12 1 [mmHg] 2 [mmHg] 3 [mmHg] MW [mmHg]
14.03.2011
Explantation
RV sys. 27 25 25 25,7
RV diast. 2,7
RV ED 9 8 8 8,3
PA sys. 19 16 16 17
PA diast. 12 8 9 9,7
PA mean 14 12 12 12,7
peak-to-peak
gradient 8 9 9 8,7
A. fem. sys. 100 100 95 98,3
A. fem. dias. 66 65 62 64,3
A. fem. mean 83 83 79 81,7
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Tabelle 17.8a Hamodynamische Daten PU 14, Prdaimplantation

PU 14 1 [mmHg] 2 [mmHg] 3 [mmHg] MW [mmHg]

22.11.2010

Praimplantation
RV sys. 27 25 24 25,3
RV diast. 1 3 2 2
RV ED 9 8 8 8,3
PA sys. 20 20 22 20,7
PA diast. 7 7 8 7,3
PA mean 11 11 10 10,7
peak-to-peak
gradient 7 5 2 4,7
A. fem. sys. 60 58 62 60
A. fem. dias. 25 26 24 25
A. fem. mean 40 42 41 41

Tabelle 17.8b Hamodynamische Daten PU 14, Postimplantation

PU 14 1[mmHg] 2[mmHg] 3 [mmHg] MW [mmHg]

22.11.2010

Postimplantation
RV sys. 20 21 24 21,6
RV diast. 2 3 5 3,3
RV ED 10 10 10 10
PA sys. 18 19 18 18,3
PA diast. 11 13 12 12
PA mean 12 15 15 14
peak-to-peak
gradient 2 2 6 3,3
A. fem. sys. 120 122 121 121
A. fem. dias. 75 74 76 75
A. fem. mean 90 93 89 90,7
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Tabelle 17.8c Hamodynamische Daten PU 14, Explantation

PU 14 1 [mmHg] 2 [mmHg] 3 [mmHg] MW [mmHg]
17.06.2011
Explantation
RV sys. 27 28 27 27,3
RV diast. 2 3 2 2,3
RV ED 5 5 6 5,3
PA sys. 23 25 23 23,7
PA diast. 10 14 10 11,3
PA mean 16 18 16 16,7
peak-to-peak
gradient 4 3 4 3,7
A. fem. sys. 83 87 88 86
A. fem. dias. 64 65 62 63,7
A. fem. mean 74 72 75 73,7
Tabelle 17.9a Hamodynamische Daten PU 15, Prdaimplantation
PU 15 1 [mmHg] 2 [mmHg] 3 [mmHg] MW [mmHg]
24.01.2011
Praimplantation
RV sys. 21 22 22 21,7
RV diast. 6 7 8 7
RV ED 12 13 13 12,7
PA sys. 19 19 15 17,7
PA diast. 7 8 6,3
PA mean 11 13 10,3
peak-to-peak
gradient 2 3 7 4
A. fem. sys. 92 90 92 91,3
A. fem. dias. 72 70 75 72,3
A. fem. mean 82 80 84 82
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Tabelle 17.9b Hamodynamische Daten PU 15, Postimplantation

PU 15 1 [mmHg] 2 [mmHg] 3 [mmHg] MW [mmHg]

24.01.2011

Postimplantation
RV sys. 19 19 19 19
RV diast. 3 4 3 3,3
RV ED 7 9 8 8
PA sys. 15 15 17 15,7
PA diast. 5 8 10 7,7
PA mean 10 12 13 11,7
peak-to-peak
gradient 4 4 2 3,3
A. fem. sys. 80 66 73
A. fem. dias. 53 44 48,5
A. fem. mean 62 55 58,5

Tabelle 17.9c Hamodynamischen Daten PU 15, Explantation

PU 15 1[mmHg] 2[mmHg] 3[mmHg] MW [mmHg]

27.06.2011

Explantation
RV sys. 19 22 20 20,3
RV diast. 7 9 7,7
RV ED 11 10 9 10
PA sys. 19 21 19 19,7
PA diast. 8 8 9 8,3
PA mean 13 14 14 13,7
peak-to-peak
gradient 0 1 1 0,7
A. fem. sys. 93 97 98 96
A. fem. dias. 73 72 72 72,3
A. fem. mean 83 84 85 84
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