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I EINLEITUNG

1. Geweberekonstruktion durch ,Tissue engineering

1.1 Grundlagen desTissue engineering

Der Begriff Tissue engineeringder erstmals 1987 von deNational Science Foundation
definiert wurde, beschreibt ein ,interdisziplinarésbeitsfeld, das Grundlagen aus dem
Ingenieurswesen und der Naturwissenschaften zusafihte mit dem Ziel, ,einen
biologischen Ersatz zu entwickeln, der die Funktieimes Gewebes wiederherstellen,
bewahren oder verbessern kann“ (Langer & Vacar@Q3). Da der Verlust oder der
funktionelle Ausfall von Korpergewebe oder eineszgm Organs ein wesentliches Problem
bei vielen pathologischen Vorgangen ist (Laschkal €2006), konnte die Entwicklung von
Verfahren, die es ermoéglichen, verlorenes Gewebedevherzustellen oder sogar ganze
Organede novozu erzeugen, zu einer zukunftsweisenden Schlgsbelblogie werden.
Insbesondere die zuweilen unbefriedigende Situation Umgang mit ausgedehnten
Gewebedefekten in der plastischen Wiederherstedkimgurgie konnte entscheidend
verbessert werden.

Um einen solchen Ersatz aus speziell ausdiffeeetezn Gewebe durch vitro-Zichtung
autologer Zellen herstellen zu konnen, wird meist dreidimensionales Grundgerist
verwendet. Dabei kann die dreidimensionale Strukies Gerlsts nach Implantation einen
Einfluss auf die Integrationsprozessevivo haben (Pinney et al., 2000). Gegenwartig werden
eine schnelle Vaskularisation und eine niedrigetiale Entzindungsreaktion als
Hauptfaktoren fur eine erfolgreiche Implantatioricker Zellgeriste angesehen (Laschke,
Haufel et al., 2005).

Derzeit gibt es eine Vielzahl moéglicher Ausganglstdir eine solche Geriststruktur,
darunter auch resorbierbare, dreidimensionale &irelx synthetischen wie auch naturlichen
Ursprungs (Laschke et al., 2006). Aber auch niekbrbierbare pordse Materialien bieten die
erforderlichen Eigenschaften wie Stabilitat und Kdimpatibilitdt. Dabei wurde in diversen
Studien gezeigt, dass eine PorengréfRe unter 250epne kritische Grenze fur eine
vollstéandige Vaskularisation darstellt (Drueckeakt 2004; Wake et al., 1994). Im Vergleich
dazu bewegen sich Implantate aus porésem Polyethyieeiner Porengréf3e von 100-200um
(MEDPOR®, Porex Surgical Inc., Newnan, GA, USA) zwar uhéh dieses Grenzwertes,
nichts desto trotz werden sie schon seit Jahramskh eingesetzt, um kndcherne sowie
knorpelige kraniofaziale Defekte zu kompensiereer@faaus, 1985; Berghaus et al., 1984;
Berghaus & Stelter, 2006; Mendelsohn, 2005). Etfabsgemald gibt es unterschiedlich gut
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geeignete Implantatlokalisationen. Zu den letzteréihlt vor allem das Arbeitsfeld der
plastischen und rekonstruktiven Nasenchirurgie Baus & Stelter, 2006; Stelter et al.,
2007). Bei Ohrrekonstruktionen konnten Operaticiatéken, bei denen die
Polyethylengeriiste zur Erndhrung mit lokoregiondleppen gedeckt wurden, die Erfolgsrate
erhohen (Romo & Reitzen, 2008).

Das Einwachsen von Bindegewebe in die Polyethylplantate wurde schon vor Jahren
beobachtet (Berghaus, 1985). Dennoch sind aucheitledze genauen Ablaufe bei der
Vaskularisation der Implantate noch nicht genauahek Vascular Endothelial Growth
Factor (VEGF) ist vermutlich einer der wichtigsten Wacahmsfaktoren der
Angiogeneseinduktion. Unter Verwendung einer Gstilgktur aus poly-D,L-lactic-co-
glycolic acid (PLGA) konnte in Kombination mit Extrazellularmatri die angiogenese-
fordernde  Wachstumsfaktoren  enthalt, bereits  einBeschleunigung  der
Implantatvaskularisation ohne den gleichzeitigenrlig der Biokompatibilitat erreicht
werden (Laschke et al., 2008).

1.2  Angiogenese - Definition und Uberblick

Angiogenese ist definiert als die von bestehendkrgBfalien ausgehende Bildung neuer
BlutgefalRe und stellt einen komplexen, dynamiscReozess dar, der durch einen festen
Ablauf voneinander abhangiger, humoraler und z&&rl Signale kontrolliert wird
(Carmeliet, 2000; Risau, 1997). Erfolgt eine angimg Stimulation, werden
GefalRendothelzellen aktiviert und beginnen, ihregelpende Basalmembranmatrix durch
Expression von Matrixmetalloproteinasen abzubaiu@e. Endothelzellen wandern in das
Interstitium, so entstehen luminére Zellformationerd Gefal3stimpfe, sogascular sprouts.
Endothelzellen beginnen zu proliferieren, so dass meu entstehende Blutgefa? an Lange
zunimmt (siehe Abb.1). Bei der Ausdifferenzierungr deuen Gefallwéande spielen weitere
Zelltypen wie glatte Muskelzellen, Perizyten undrBblasten, aber auch extrazellulare
Matrixkomponenten eine Rolle. Bestimmte I0sliche ktBeen wie Zytokine und

Wachstumsfaktoren steuern diesen Prozess (P&a4h).2
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A}salmembran

A

PPE

Abb. 1:VEGF-stimulierte Angiogenese am porésen Polyethiyfgrlantat:

(A) Endothelzellen werden durch proangiogene Wachgaktomsen wie VEGF aktivieri{B)
Proteinasen (Kollagenasen, Plasminogen-Aktivatoraudn die Basalmembran des
BlutgefalRes ab.(C) Migration und Proliferation der Endothelzellen iRichtung des
angiogenen StimulugD) Umhullung der noch unreifen Blutgefal3e mit einas@membran

und Perizyten.

1.3  Angiogenese - Wachstumsfaktoren

Der Mechanismus der Angiogenese wurde intensivrsmtat. Viele Regulatoren konnten
identifiziert werden und liegen heute rekombinapt.vSie kdnnen das Einwachsen von
tissue-engineerterirsatzgewebe unterstiitzen. Darunter sMdscular Endothelial Growth
Factor (VEGF), Platelet-Derived Growth Facto(PDGF) und unterschiedlichigibroblast
Growth FactorVarianten (FGF-1 und FGF-2, (Norrby, 1997). VEGFRdvals einer der
wichtigsten Stimulatoren der Neovaskularisationemetpen. Diesen Wachstumsfaktor gibt es
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in funf verschiedenen Isoformen (121, 145, 165, 18f&l 206 Aminosauren), die an
unterschiedliche Tyrosinkinase-Rezeptoren auf deEsmRPamembran der Endothelzellen
binden. Die Aktivierung der VEGF-Rezeptoren fuhrtden Endothelzellen tGber den ras-raf
MAP-Kinase-regulierten Signaltransduktionsweg zuipiession von Serinproteasen,
Cysteinproteasen und Matrixmetalloproteasen undBilaung von spezifischen Integrinen

auf der Oberflache der Endothelzellen (s. Abb.2ksDermdglicht schliel3lich Proliferation

und Migration dieser Zellen in Richtung des angrageStimulus.

Eine systemische Gabe solcher Faktoren kommt mdAtage, da allzu groRe Proteinmengen

erforderlich wéaren, um einen messbaren Effiektivo zu erzielen (Yancopoulos et al., 2000).

Endothelzelle

Wachstumsfaktor
(VEGF)

Proliferation und
Migration

Rezeptor Tyrosinkinase Adaptorproteine mit
Dimerisation »| SH2 und SH3 Gruppen
Autophosphorylation
Ras — GDP Ras — GDP
aktiv inaktiv
Raf

Serin/Threorinkinasen

Abb.2: VEGF Stimulation einer Endothelzelle Gber den rasWAP-Kinase Weg bei der
Angiogeneseinduktion (GDP = Guanosindiphosphat; ERExtracellular-signal Regulated

Kinasen)

Expression von
Metalloproteinasen
und Integrinen

?

v
Mek

Thr/Tyr-Kinase

Phosphorylierung von
cytosolischen Proteinen,

Kinasen

!

Map-ERK
NI Ser/Thr-Kinase
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Um solche Probleme zu vermeiden, erscheint dietegjil erfolgversprechender, die
Wachstumsfaktoren in eine Geriststruktur aus Bienadteinzulagern. Dies fihrt zu einer
prolongierten lokalen Freisetzung. Dieses Prinzipde bereits erfolgreich an einem Ulcus-
Modell am Hasenohr angewandt (Pandit et al., 199&¥bei resultierte die Freisetzung von
FGF-1 durch ein resorbierbares Fibrin- bzw. Kollaggrist in einem verbesserten
Heilungsprozess von Ulzera, die durch samtliche tétdichten reichten, wobei eine
gesteigerte Angiogenese und eine bessere Epitbeliahg der Defekte gezeigt werden
konnte. Bisher gibt es zwei haufig verwendete Mieiten, Wachstumsfaktoren in ein
Implantat zu integrieren. Die einfachere Methodstél& darin, die Wachstumsfaktoren mit
Polymer-Partikeln zu mischen, bevor diese zu e@wniiststruktur zusammengesetzt werden.
Das Ergebnis ist eine schnelle Freisetzung derofaktinnerhalb weniger Tage oder Wochen
(Shea et al., 1999). Bei einem zweiten Losungsansarden die Wachstumsfaktoren in
sogenannte Mikrosphéren verpackt. Dies sind Partiga 1-100um Durchmesser, die als
Tragersubstanz nach ihrer Integration in das Inptgerist fur eine kontinuierliche
Freisetzung der Faktoren Uber eine langer andaeeteiispanne sorgen (Kedem et al., 2005;
Perets et al., 2003; Tabata et al., 1999).

Richardson et al. kombinierten 2001 in einer Studiese beiden Ansatze, um ein
Polymergerist zu entwerfen, das die Freisetzungzwan oder mehreren Wachstumsfaktoren
mit unterschiedlicher Kinetik erlaubt (Richardsdrag, 2001). Mit Hilfe dieser Entwicklung
konnten sie zeigen, dass die voneinander getrefumschuttung von VEGF und PDGF zu
einer raschen Bildung eines ausgereiften GefaReekawnnerhalb der Polymerstrukturen
fuhrte, wenn sie zuvor Ratten subkutan implantientden waren.

Neuere Modelle beschaftigen sich auch mit einem lictign Gentransfer angiogener
Wachstumsfaktoren in Zellen, die dann zuséatzlicteime Geruststruktur integriert werden
(Riabikhin et al., 2000). Hierbei solin vivo eine kontrollierte Freisetzung von
Wachstumsfaktoren utber eine bestimmte Zeitspanmeckt werden. In der Vergangenheit
wurde bereits eine regenerative Behandlung von Keaschaden (Bonadio et al., 1999) und
ischamiebedingten Gewebeschaden (Kasahara e0@B; 3chwarz et al., 2000; Taniyama et
al., 2001) untersucht, indem Plasmide mit Wachstakisr-DNA zum Einsatz kamen.
Trotzdem gibt es bis heute keine ausreichendennBtkesse Uber nachteilige Effekte einer
solchen Gentherapie und es ist nach wie vor nigbglich, Expressionsmenge und —dauer
exakt zu steuern. Demzufolge scheint bisher immachneine andersartig kontrollierte
Freisetzung der Wachstumsfaktoren sicherer undsklingeeigneter als Verfahren auf der

Basis von Gentransfers (Simons et al., 2000).
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1.4 Portses Polyethylen als Biomaterial

Porése Polyethylen (PPE) -implantate werden bessitisvielen Jahren klinisch erfolgreich
zum Ersatz von Gewebedefekten eingesetzt (Bergi®&%,; Lee et al., 2005; Mendelsohn,
2005). Sie erfillen die Anforderungen, die an Bitenalien gestellt werden (Yarlagadda et
al., 2005) : Sowohlin vitro wie in vivo konnte eine Integration und Vaskularisation
nachgewiesen werden (Berghaus, 1985; Berghaus, €i984; Goldberg et al., 1994; Lee et
al., 2005; Mendelsohn, 2005; Wellisz, 1993). Trotzder zahlreichen
Anwendungsmaoglichkeiten gibt es kritische Indikaga, so dass die Verwendung von PPE-
Implantaten noch immer mit Risiken und Problemenbweden ist. So kampft man
beispielsweise im Bereich der plastischen Nasemstkaktionen teilweise mit zu hohen
Verlust- und Infektionsraten (Berghaus & Stelt2006; Stelter et al.,, 2007). Die genauen
Grunde daflur sind bisher nicht bekannt, es wirdr a&iee unzureichende Deckung mit gut
vaskularisiertem Gewebe als probelmatisch angesdbementsprechend ist der klinische
Einsatz derzeit erfolgreicher, wenn gestielte Lapmr Deckung dieses Biomaterials
verwendet werden, wie das zum Beispiel bei der @bkamelrekonstruktion nach Berghaus
erfolgte (Berghaus et al.; Braun et al.).

Aber auch neue Methoden und Erfolge im Bereich ,ddssue engineeririgkdnnten den
Einsatz dieses Biomaterials verbessern. Die milgkwidre Integration von Biomaterialien
durch Angiogenese, der Einfluss der initialen Enthaingsreaktion und die Rolle von
Wachstumsfaktoren auf den Heilungsverlauf wurdereiteevon einigen Studien untersucht
(Carmeliet, 2000; Karayiannakis et al., 2003; Moéieal., 1997; Norrby, 1997; Shaw et al.,
2003). Seit Jahren wird versucht, die Biokompatddilder verwendeten Materialien zu
verbessern und eine schnellere Integration in dakegende Gewebe zu erreichen. Dabei
fand man heraus, dass zum einen das verwendeteidd@oldberg et al., 1994; Menger,
Walter et al., 1990), aber auch die dreidimens®r&uktur, wie z.B. die Porengré3e des
Implantatgerists, eine entscheidende Rolle spi@benecke et al., 2004; Goldberg et al.,
1994; Menger, Hammersen et al., 1990; Menger, Wattal., 1990; Wake et al., 1994).

Die zusatzliche Verwendung von Wachstumsfaktoregalkerin Studien mit PLGA-
Implantaten schnellere Einheilzeiten bei gleicHideider Biokompatibilitat. Die dabei
verwendete Basalmembranmatrix Matride(BD Biosciences, Heidelberg, Germany) enthélt
neben vielen weiteren WachstumsfaktokaGF (Laschke et al., 2008). Aber auch frihere
Studien von Bigham et al. zeigten bereits eineolgréichen Einsatz von Wachstumsfaktoren

bei der Verwendung von Biomaterialien (Bigham et 5099).
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2. Fragestellung

Aufgrund dieser Erkenntnisse sollte in der vorlieden experimentiellen Studie untersucht
werden, ob Implantate aus pordsem Polyethylen (déd Porex Surgical Inc., Newnan,
USA) nach Beschichtung mit einer ExtrazellularmatfECM, BD Matrigel™ GFR; BD
Biosciences, San Jose, California, USA) mit untéestlich hoher VEGF-Konzentration
Einfluss auf die Biokompatibilitdt des Materialsblea. Ziel war dabei die Analyse der
mikrohamodynamischen Integration, die Messung deukbzyten-Endothelzellinteraktion
und deren Einfluss auf den Einheilungsprozess aucher Bertcksichtigung der

mechanischen Integration der Implantate in das benge Gewebe.

Hierfur wurden folgende Fragestellungen bearbeitet:

1) Welchen Einfluss hat die Beschichtung der Palehimplantate mit ECM und
VEGF auf die mikrovaskulare Integrationvivo?

2) Hat die Beschichtung von pordsen Polyethylenamaten mit ECM und VEGF einen
Einfluss auf die Leukozyten-Endothelzellinteraktiorvivo?

3) Welche Auswirkung hat die Beschichtung poréser @tblgenimplantate mit
Extrazellularmatrixkomponenten und VEGF auf die hatsche Integration der

Implantate in das umgebende Gewebe?
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I MATERIAL UND METHODIK

Die im Folgenden dargestellten tierexperimentell&ntersuchungen wurden mit
Genehmigung der Regierung Oberbayern im ZeitraumAugust 2006 bis September 2008

am Walter-Brendel-Zentrum fir Experimentelle MedigWBex) durchgefihrt.

1.  Versuchstiere und Versuchstierhaltung

Als Versuchstiere dienten ausschlie3lich mannli€¢a&/Bl6 Mause ab einem Alter von 6
Wochen und einem Korpergewicht von 25g aus dem tpuohramm der FirmaCharles
River (Sulzfeld, Deutschland). Bei einer konstanten Rauomperatur von 24° C, einer
Luftfeuchtigkeit von 50% und Beleuchtung durch Kilinkt in einem alle 12 Stunden
wechselnden Hell-Dunkel-Rhythmus wurden jeweils i@rd pro Kafig im Tierstall des
Walter-Brendel-Zentrums fiir Experimentelle Medizgehalten. Die Mause hatten freien
Zugang zu Wasser und Standardtrockenfutter (Syf&ézialdiaten GmbH, Soest).

Nach Préparation der Riuckenhautkammer erfolgte Uheerbringung der Tiere fir den
weiteren Verlauf in Einzelkéafigen unter den zuvoresthriebenen konstanten

Umgebungsbedingungen in einem separaten TierGtathfonische Versuchsreihen.

2. Verwendete Materialien und Substanzen

Im Rahmen der Versuche kamen folgende MaterialiehSubstanzen zum Einsatz:

2.1 Implantatmaterial: Pordses Polyethylen

Als Implantatmaterial wurde poréses Polyethylen DFOR®, Firma Porex Surgical, Inc.,
Newnan/GA, USA) mit einer durchschnittlichen Ponéifge von 100-200 um verwendet (s.
Abb. 3). Ausgehend von Implantatblattern der Gr@Bex 50 x 0,25mm wurden fur die
Versuche quadratische Implantate mit 3mm Kantemarmigeschnitten und erneut

dampfsterilisiert (134° C, 2 bar, >3min).
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Abb. 3: Das verwendete Polyethylen besitzt eine Porengndte 100-200 um (a) . Die
Membran (b) hat eine Dicke von 0,25 mm und kanfaeh auf gewlinschte Grof3en und

Formate zugeschnitten werden (c).

2.2 Beschichtungen
2.2.1 Extrazellularmatrixkomponenten

Matrigel™ Basalmembranmatrix (BD Matrig¥l Matrix Growth Factor Reduced, GFR, BD
Biosciences, Heidelberg) besteht aus Extrazelldéinkomponenten, die aus dem
Engelbreth-Holm-Swarm-Maussarkom (EH}rahiert werden, das reich an extrazellularen
Matrixproteinen ist. Die Membranmatrix in Gelfornedteht vor allem aus Laminin (61%),
Kollagen Typ IV (30%), Entactin (7%) und weitereratistumsfaktoren (s. Abb. 4). In den
Versuchsreihen wurde eine Basalmembranmatrix mduziertem Wachstumsfaktoranteil
(GFR = Growth Factor Reduced) verwendet.
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GFRM GFCM GFRM + VEGF
Extrazellularmatrixkomponenten * (%)
Laminin 60 56 60
Kollagen IV 30 31 30
Entactin 7 8 7
Konzentrationen von Wachstumsfaktoren
VEGF (ng/mL) 1,25 6 1000
PDGF (pg/mL) <5 12 <5
EGF (ng/mL) <0,5 0,7 <0,5
IGF-1 (ng/mL) 5 16 5
TGF-i3 (ng/mL) 1,7 2,3 1,7
NGF (nhg/mL) <0,2 keine Angabe <0,2

VEGF = vascular endothelial growth factor; PDGF = platelet-derived growth factor;
EGF = epidermal growth factor; IGF-1 = insulin-like growth factor; TGF-3 = transfor-
ming growth factor; NGF = nerve growth factor; bFGF = basic fibroblast growth factor

*in der vorliegenden Studie wurden GFRM und GFRM +  VEGF verwendet

Abb.4: Zusammensetzung der Extrazellularmatrixkomponenter durchschnittliche
Konzentration von Wachstumsfaktoren in Growth FaReduced Matrigel (GFRM) und dem
mit VEGF angereicherten Matrigel (GFRM + VEGF) wwdcin dieser Studie zum Einsatz
kamen, sowie dem ebenfalls erhaltlichen Growth éraContaining Matrigel (GFCM), (BD
Matrigel™ Matrix Growth Factor Reduced, GFR, BD Bioscienttsidelberg)

2.2.2 Vascular Endothelial Growth Factor

Unter den zahlreichen an der Angiogenese betailigtéachstumsfaktoren kommt der
Vascular Endothelial Growth FactqVEGF) - Familie eine grof3e Bedeutung bei Wachstum,
Vitalitdt und Proliferation von Endothelzellen zu.

Hierbei wurden sechs strukturell unterschiedlicbenten (VEGF A-F sowie PIGF = Placenta
Growth Factor) zusammengefasst. Eine erhdhte Esipreson VEGF-A wird beispielsweise
bei einer Reihe von Tumoren beobachtet, so dasEakrwirkung eine wichtige Rolle im
Rahmen neuer antiangiogenetischer Therapiestratspielt.

In einer der untersuchten Gruppen wurden die Pojetimplantate mit einer Kombination
von VEGF und der unter 2.2.1 beschriebenen Exirddedubstanzmatrix vor deren

Implantation in die Riickenhautkammer beschichiehésauch 4.2).
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3. Tiermodell und Methoden
3.1 Das Modell der transparenten Ruckenhautkammer

Um eine gute Visualisierung und Analyse der Neoaggnese bei der mikrovaskularen
Integration der porésen Polyethylenimplantatevivo zu realisieren, wurde das Tiermodell
der von Endrich und Mitarbeitern entwickelten tyzerenten Rickenhautkammer angewendet
(Asaishi et al., 1981; Endrich et al., 1980). Hertwvird ein Titangestell verwendet, das aus
zwei gleichen Halften mit je einer zentralen krneigten Offnung von ca. 15 mm
Durchmesser besteht, die als Beobachtungsfenstart. dDieses kann mit Hilfe eines
Deckglases (Durchmesser 11,8 mm, Starke 1 mm; Bdghale Medizintechnik, Miinchen)
und eines Sprengrings verschlossen werden. Samaich nach Kammerpraparation jederzeit
ein Zugang zum beobachteten Gebiet z.B. fur dieldmption des Polyethylen-Materials
maoglich (s. Abb. 5).

Uber Distanzscheiben wird der Abstand der beidemidarhalften von 4 mm sichergestellt,
um eine Kompression und eine daraus resultieresclginie des Gewebes zu vermeiden.
Entlang des oberen sowie des unteren Randes degy@stells befinden sich Bohrlécher zur
Fixierung der Kammer an der Rickenhaut der MaudeelsiiSchrauben und Nahten. Das
Gesamtgewicht der Rulckenhautkammer inklusive Deskgl Sprengring und

Fixierungsschrauben betragt 4 g.

Abb. 5:Das Modell der transparenten RuckenhautkammeresrC&7/BI6 Maus
(Endrich et al., 1980; Lehr et al., 1993)



Il. Material und Methodik 12

3.1.1 Kammerpraparation

Um einen reibungslosen Ablauf der Kammerpraparatzon gewahrleisten, wurden die
Kammern zunachst auf ihre exakte Passung und @atallung der beiden Kammerhalften
Uberpruft. Jeweils eine Kammerhélfte wurde mit dénei zur Fixierung angebrachten
Schrauben und Distanzmuttern bestlickt, wahrendzdagrale Beobachtungsfenster einer
Seite mit einem Deckglas verschlossen wurde (stehe Gemeinsam mit den Instrumenten
wurden die so vorbereiteten Titankammern steriigE34° C, 2 bar, >3min).

Wahrend der gesamten Dauer der Kammerpréparatiordewudie Tiere durch eine
intramuskulare Gabe von 75 mg/kg KG Ketaminhydroatl (Ketave®, Pharmacia GmbH,
Erlangen) und 25 mg/kg KG Xylazinhydrochlorid (Ramp, Bayer, Leverkusen)
narkotisiert. Nach Narkotikainjektion in den Obdrsokel der Maus und Eintritt der
Narkosewirkung wurden die Ruckenhaare mit Hilfe esinLanghaarrasierers und einer
Enthaarungscreme (Pilca MED Enthaarungscreme, Asid Bonz GmbH, Bieblingen)
vollstandig entfernt und das depilierte Hautare#l#8% Alkohol (CutasefSt Bode Chemie,
Hamburg) gereinigt. Um ein Auskihlen der Tiere vedltk der Operation zu vermeiden,
wurden diese auf einer Warmeplatte gelagert. Digpdhation der Kammer erfolgte im
Anschluss bei allen Tieren einheitlich auf der &nkFlanke.

Hierzu wurde zunachst durch mittiges Anheben deskBiihaut eine Hautfalte gebildet und
durch Transillumination die Gefal3versorgung lokeiis Ziel war es, die Hautfalte so zu
verschieben, dass eine Praparation der Kammer 8otenung der grol3en GefaRarkaden der
linken und rechten A. costalis durchgefuhrt wer#tennte. Sodann erfolgte eine Fixierung
der optimalen Position mittels zweier Haltefadenthiiond® Excel 5/0; Ethicon,
Norderstedt), das Anndhen des Oberrandes der mmt Kligierschrauben versehenen
Kammerhalfte an der dem Operateur abgewandten @it ickenhaut und das Durchfihren
der beiden unteren Fixierschrauben durch zwei Bizcsionen. Ebenfalls durch
Transillumination konnte nun die fur das Beobacgsienster vorgesehene Aussparung auf
der zugewandten Hautseite mit einem wasserfestéh efftigezeichnet werden. Das Tier
wurde nun im Folgenden auf der Seite der fixiert&kammerhalfte gelagert, die
eingezeichnete Flache zeigte nach oben.

Die gesamte Préparation des Kammerfensters erfalgter 25-facher VergrofZerung (Wild
M650; Wild AG, Heerbrugg, Schweiz) und Verwendungknochirurgischer Instrumente.
Dabei wurde mit einer mdglichst atraumatischen &d@pnstechnik im gekennzeichneten
Gebiet die Dermis einschlie3lich des subkutanend®&jewebes entfernt, so dass der

Hautmuskel der Gegenseite mit den versorgenden¥@efdreilag, der mit NaCl 0,9%
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befeuchtet wurde, um ein Austrocknen des Prapaisgebiets zu vermeiden. Abschliel3end
wurde die zweite Kammerhélfte auf die Schrauben @srgenseite gesetzt. Durch
Adhé&sionskrafte legte sich das befeuchtete Prapasgiebiet an das Deckglas an. Das
Einsetzen des Sprengrings verschloss die Prapardie Fixationsschrauben wurden durch
Muttern gesichert und die gesamte Kammer durch ébinppfndhte an der Rickenhaut

fixiert.

3.1.2 Implantation

Die Implantation der 3 x 3 x 0,25 mm grof3en Polyleth-Plattchen erfolgte zwei Tage nach
der Kammerpraparation. Dazu wurden die wachen \éstiere in luftdurchlassigen
Plexiglasrohren (Effenberger, Munchen) auf einegzgglen Plexiglasbihne (Effenberger,
Minchen) immobilisiert. Die Kammer ragte dabeiatueine Bohrung aus der Rohre heraus
und kam um 90° gekippt unter dem Operationsmikrpskau liegen. Nach
Oberflachendesinfektion des Deckglases mit 72% MWdko(Cutaseft Bode Chemie,
Hamburg) und Entfernen des Sprengrings konnte dias @rsichtig abgehoben werden und
das Implantat mit Hilfe einer mikrochirurgischemgette auf den freiliegenden Hautmuskel
gesetzt werden. Danach wurde die Kammer wiederemém neuen sterilen Deckglas und
zugehorigem Sprengring verschlossen und mikroskbpauf Unversehrtheit Gberprift (s.
Abb 6).

Abb. 6: Polyethylenimplantat (3 x 3 x 0,25 mm) in der Ribkeitkammer unmittelbar nach
Implantation
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3.1.3 Ausschlusskriterien

Die Versuchstiere tolerierten die Préaparation dackenhautkammer in der Regel gut und
zeigten keine Auffalligkeiten im Verhalten oder Midktseinschrankungen durch die

Titankammer.

Tiere, die auch nach einer postoperativen Erholpimgse von ein bis zwei Tagen untypische
Verhaltensweisen, Gewichtsverlust und/oder vermiedBeaktion auf aul3ere Reize zeigten,
wurden vom weiteren Versuchsablauf ausgeschlos&giches galt fur Tiere, die bei

makroskopischer und mikroskopischer Kontrolle deiclkenhautkammern Einblutungen
sowie allgemeine Entziindungszeichen wie putriderediek oder ddematdse Schwellung
zeigten (Sewell, 1966).

3.1.4 Makroskopische Dokumentation

An den jeweiligen Untersuchungstagen wurden die kBilcautkammern vor ihrer
intravitalmikroskopischen Untersuchung mit einegiBlkamera (Nikon Coolpix 995; Nikon
Corp, Tokio, Japan) makroskopisch im Auflicht wntter Transillumination fotografiert (s.
Abb.7).

Wie bereits bei der Biomaterialimplantation beseben, wurden die Tiere in einer
Plexiglasrohre auf der zugehorigen Biihne fixierte Mbersichtsaufnahmen wurden so
angefertigt, dass die praparierte Kammer in vollémfang mit dem umgebenden Sprengring
zu sehen war. Sie dienten zur Kontrolle der KamnaeffiUnversehrtheit vor Aufnahme eines

Tieres in eine der Versuchsgruppen.

Abb. 7: Dokumentation und makroskopische Kontrolle derk@idbhautkammern mit Auflicht
(a) sowie unter Transillumination (b)
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3.2 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie

Die Untersuchung und quantitative Analyse der Aggitese und Neovaskularisation des
implantierten Polyethylens sowie der Leukozyten-&hdizellinteraktionin vivo erfolgte
durch Auflicht-Fluoreszenzmikroskopie, da mit diesintersuchungsform im Vergleich zu
anderen Methoden die Méglichkeit der Beurteilungnsigher Segmente der Mikrozirkulation
und der quantitativen Analyse verschiedener mikmatdynamischer Parameter besteht
(Endrich et al., 1980; Menger, Pelikan et al., 1992

3.2.1 Verwendete Fluoreszenzmarker

Da sowohl mikrohamodynamische Parameter als auche diLeukozyten-
Endothelzellinteraktion gemessen werden sollten,md@m zwei unterschiedliche

Fluoreszenzmarker zum Einsatz.

3.2.1.1 (FITC)-markiertes Dextran

Um die mikrohamodynamischen Parameter bei der Ayagiese bestimmen zu kdnnen,
wurde fluoreszierendes Dextran als Plasmamarkeveretet. Es farbt das Plasma und fuhrt
so indirekt auch zu einer Darstellung der GefaB&lip. 8a). Auf diese Weise ermoglichen
sie durch ihre homogene Verteilung nach intravendgmplikation eine Visualisierung des
funktionellen GefalRsystems Uber einen ausreicherjeh Zeitraum, so dass dieses
Verfahren bereits in vorangegangenen Studien dbeifsgruppe vor allem bei der Analyse
intratumoraler GefalRe verwendet wurde (Buerklalet2002; Strieth et al., 2004; Strieth et
al., 2006). In dieser Arbeit kam hochmolekularesioFészein-Isothiocyanat (FITC; MW
500kD; Sigma, Deisenhofen ) -markiertes Dextra@8,1 ml einer 5%- LAsung in 0,9%
NaCl) zur quantitativen Analyse der Gefal3neubildaagn Einsatz (Filter Exzitation 450-490
nm, Emission 515 nm; Carl Zeiss Microimaging Gméitingen).

3.2.1.2 Rhodamin 6G

Um mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie auch eineisgage Uber die Leukozyten-
Endothelzellinteraktion nach Einbringen der Polykth-Implantate treffen zu kénnen, wurde
Rhodamin 6G (0,08-0,1ml einer 0,1%-L6sung in 0,998CN Sigma, Deisenhofen,
Deutschland) intravends verabreicht. Rhodamin G€heet sich in den Mitochondrien von
Leukozyten an. Es konnte zeitgleich mit den mat&reiDextranen appliziert werden. So ist

es maoglich, die Leukozyten unter Verwendung eimeteeen Filters (Exzitation 510-560 nm,
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Emission 590 nm; Carl Zeiss Microimaging GmbH, @@¢n) in der selben Untersuchung zu

quantifizieren (s. Abb. 8b).

U8-05 00 5734

Abb. 8: Unterschiedliche Darstellung der Gefél3e bei derkitaung mit FITC-Dextran (a)
und Rhodamin 6 G (b) in der Fluoreszenzmikroskopie

3.2.2 Aufbau des intravitalmikroskopischen Arbeitspatzes

Der intravitalmikroskopische Arbeitsplatz war notgenden Geraten ausgestattet:

* Fluoreszenzmikroskop (Axiotech vario; Carl ZeissMimaging GmbH, Goéttingen)

» Elektronisch steuerbarer Objekttisch (x-y Richtumgit integrierter fiberoptischer
Durchlichtquelle (Fa. Marzhauser, Wetzlar)

« Objektive unterschiedlicher VergréRerungsstuferarfflleofluaf x 4; x 10; x 20;
Carl Zeiss Microimaging GmbH, Goéttingen)

* Quecksilberdampf-Kurzbogenlampe (HBO 103 W/2; Cdeiss Microimaging
GmbH, Goéttingen)

* Reflektorschieber 3FL mit Filterset 09 (Exzitatidb0-490 nm, Emission 515 nm;
Carl Zeiss Microimaging GmbH, Géttingen) und Fiterr 14 (Exzitation 510-560 nm,
Emission 590 nm; Carl Zeiss Microimaging GmbH, @ten)

» SIT-Videokamera (C2400-08; Hamamatsu, Herrsching)

» Digitaler Videorekorder (Sony DVCAM DSV 45P; So§gIn)

* Videozeitgenerator (VTG 33; FOR-A-Company Ltd., Tokyapan)
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Das Mikroskop verfugte uber eine manuelle Feinfelersing durch Mikro- und
Makroantrieb. Uber einen Schrittmotor kann der ®ttjgch mit eine Steuerkonsole und
entsprechender Software (KS 400, Carl Zeiss Micagimg GmbH, Géttingen) sowohl in x-
wie auch in y-Achse verschoben werden. Es konntehdden Benutzer ein beliebiger
Bezugspunkt im Koordinatensystem gewéhlt und almelert werden. Von diesem
Referenzpunkt aus lieR sich jede Koordinaté/igp mm —Schritten per Micromanipulator
anwahlen bzw. Uber ein Ziffernfeld auf der Steuedade direkt anfahren, womit eine
wiederholte Untersuchung einzelner Areale in z@ign Abstdnden moglich ist. Die
Filterleiste war so angebracht, dass eine Untetsuglsowohl mit verschiedenen Filtern als
auch mit reinem Durchlicht moglich war.

Ein angeschlossener Videozeitgenerator erlaubteCddierung der Bander mit Datum und

Uhrzeit fur die spatere Dokumentation (s. Abb. 9).

Digitale i
4 — SIT-Videokamera
Bildverarbeitung !

v

Mikroskop mit ——
Lichtquelle
(Auflicht)

Riickenhautkammer w Versuchstier

Plexiglasrohre
Lichtquelle (Durchlicht)

Abb. 9. Schema des intravitalmikroskopischen ArbeitsptatzeNach Gabe der
Fluoreszenzmarker konnten die mikrohamodynamisch®arameter und die Leukozyten-
Endothezellinteraktion mit Hilfe der Videoeinheiifgezeichnet und spater offline digital

ausgewertet werden.
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3.2.3 Durchftuihrung der Fluoreszenzmikroskopie und Weobildanalyse

Fur die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung emirdie Tiere zunéchst, wie in 3.1.2
beschrieben, in Plexiglasrohren immobilisiert. Arsdals beim Einbringen der Implantate
wurden die Tiere im Anschluss leicht mit Halothadalocarbon Laboratories, River Edge,
NJ, USA) anasthesiert. So konnte ihnen Uber eireghdfer (Einmalkanile 0,4 mm x 20 mm,
Sterican, B. Braun Medical AG, Emmenbriicke, Schyyeiler durch Punktion einer der
beiden Schwanzvenen gelegt wurde, jeweils 0,08+, EITC- Dextran und Rhodamin 6G
injiziert werden. Der Katheter wurde zwischen dearkérapplikationen mit 0,9% NaCl
gespult. Der Plasmamarker flutet sehr rasch adass nach Gabe der Floreszenzmarker mit
der mikroskopischen Untersuchung begonnen werdemt&p sobald die Tiere wieder bei
vollem Bewusstsein waren, um etwaige Einflisse &edierung auf den Blutfluss
auszuschlieBen. Die Plexiglasbihne, die wiederum Aufnahme und Fixierung der
Plexiglasrohren diente, wurde auf dem fahrbarerektigch mit Schrauben fixiert.

Nach Begutachtung der Kammer und Auffinden des amjaltes bei geringer Vergrol3erung
wurden die darauffolgenden Aufzeichungen alle mikroskopischer VergréfRerung (20x)
angefertigt.

Zunachst wurde jeweils eine obere Ecke des quadhatn Polyethylen-Implantats als
Bezugspunkt im Koordinatensystem gewéhlt und dieu&konsole des Objekttisches
entsprechend normiert. Davon ausgehend wurdenid¢tiAdfzeichung jeweils 6 Messareale
(Regions of interest = RPhngesteuert. Je ein ROI an den vier Implantagéndnd zwei
Ausschnitte aus dem Implantatzentrum wurden bedéaond deren Koordinaten auf einem
Verlaufsprotokoll vermerkt, um die Regionen beitspgén Untersuchungen wieder auffinden
zu konnen.

Pro ROl wurden zunéchst 30 s-lange Bildsequenzeter uWerwendung geeigneter
Fluoreszenzfilter fur FITC-Dextran zur Beurteiludgr mikrohamodynamischen Parameter
aufgezeichnet. Direkt im Anschluss erfolgte nacheRvechsel eine ebenfalls 30 s-lange
Aufzeichnung im Emissionsbereich von Rhodamin 6G ZAwmalyse der Leukozyten-
Endothelzellreaktion.

Insgesamt wurde darauf geachtet, die Untersucherig$er einzelnen Tiere mdglichst kurz
zu halten, um etwaige phototoxische Effekte im Ramnder Fluoreszenzmikroskopie zu
minimieren (Steinbauer et al., 2000).

Die Auswertung der Videoaufzeichnungen (Klyscz let ¥997) erfolgte zu einem spéateren
Zeitpunkt mit Hilfe eines Bildanalysesystems (Capadfje, Zeintl, Heidelberg) an einem

Personalcomputer mit Bildbearbeitungskarte (IP-8/ATatrox, Quebec, Kanada). Dieser
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wurde Uber eine RS-232 Schnittstelle mit dem digjita/ideorekorder (Sony DVCAM DSV

45P; Sony, Kdoln) verbunden, der auf3erdem an eindeovhonitor (PVM 1442QM; Sony;

Kdln) angeschlossen war.

Das verwendete Programm ermoglichte sowohl dieifBestng wichtiger Parameter der
Mikrozirkulation (s. 4.3.1) als auch der Leukozytendothelzellinteraktion (s. 4.3.2).

3.3 Messparameter

Zur Quantifizierung der Angiogenese und Analyse mé&rohdmodynamischen Situation im
Bereich des Polyethylenimplantats sowie der dort ftretenden Leukozyten-

Endothelzellinteraktionen wurden folgende Paramastimmt:

« Funktionelle GefaRdichte (fvd) [cth

» Gefal3durchmesser (d) [um]

* Erytrozytenflie3geschwindigkeit guc) [mm/s]

* Leukozytenflux [1/mm/s]
« Leukozytenadharegzi: [1/mnf]

Des Weiteren wurde lichtmikroskopisch drei Tage hnaknplantation der gesamte
Implantatbereich und das umgebende Kammergewebdnmgiantatrand unabhangig von
messbaren mikrohAmodynamischen Parametern aubaiehiAnzeichen von Angiogenese
untersucht. Als positives Zeichen fur einsetzendeefa®neubildung wurden
GefalBaussprossungen (sprouts) gewertet, die sEldem BlutgefdlRen (meist den kleinen
vendsen Kapillaren und postkapillaren Venen desalagden Gewebes) bildeten und bei

denen héaufig noch kein Blutfluss nachweisbar war.

3.3.1 Mikrohdmodynamische Parameter

Die Messwerte wurden mit Hilfe des BildanalysesysteCap-Image bei der offline-
Auswertung des Videomaterials erhoben. Pro ROl emrddafir die 30 s-langen
Videosequenzen analysiert, die bei der Fluoresziémaskopie im Emissionsbereich des

Plasmamarkers FITC- Dextran aufgezeichnet wurden.
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3.3.2 GefalRdurchmesser

Es wurden bei 20-30 GefaRen pro ROI die Durchmegsenessen und fir die spéatere
statistische Auswertung und graphische Darstelld®y arithmetische Mittelwert der
Einzelwerte berechnet (siehe Abb. 10).

3.3.3 Erythrozytenfliegeschwindigkeit

Dieser Messparameter wurde mit Hilfe dane-Shift-Diagramm-Methodé€Klyscz et al.,
1997) ermittelt. Hierbei wird zunachst im Standbilmus im zu untersuchenden Gefal3 eine
parallel zum Gefal3verlauf liegende Messlinie diggagezeichnet. In einer 10 s-langen
Videosequenz werden durch das Bildanalyseprograimjefles Halbbild Grauwerte entlang
der Messlinie registriert und daraus ein Line-Sbitigramm erzeugt. Darin werden die
unterschiedlichen Grauwerte als vertikale Liniebareeinander dargestellt, wobei die Lange
der x-Achse der zeitlichen Messperiode (10 s),ydAchse der eingezeichneten Messlinie
entspricht. Somit erzeugt ein entlang der Messl&&egter Erythrozyt, abhéangig von seiner
Geschwindigkeit, eine mehr oder weniger steile e.idie Neigung der Linie kommt durch
die fortschreitende Bewegung von Halbbild zu Hdtbliiber die Zeit entsprechend seiner
Flussrichtung zustande. Die Erythrozytenflie3gesotigkeit (=ds/dt) wird nun als

Mittelwert aus den Steigungen der einzelnen Lifierechnet.

3.3.4 Funktionelle GefaRdichte

Die Funktionelle Gefalldichte ist definiert als de@samtlange aller perfundierten Gefalie
bezogen auf die Flache des Messareals. Sie ist weahtiger Parameter bei der
Quantifizierung der Angiogenese (Dellian et al989Nolte et al., 1995).

Zur Messung der funktionellen GefaRdichte wurdefe am Bild mit Plasmamarker
perfundierten Gefal3e digital nachgezeichnet. KBiericksichtigung fanden Gefal3e, die sich
kontrastlos darstellten bzw. innerhalb der 30 Sdkankeinen sichtbaren Blutfluss zeigten
(Abb. 10).
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Abb. 10:Messung der funktionellen Gefal3dichte (a) undGkfalidurchmesser (b)
mit dem Bildanalysesystem Cap-Image

3.4  Leukozyten-Endothelzellinteraktion

Auch diese Messwerte wurden mit Hilfe des Bildasabystem&£ap-Imagebei deroffline-
Auswertung des Videomaterials bestimmt. Pro ROI rdeudafir eine 30 s lange
Videosequenz analysiert, die bei der Fluoreszenasiopie im Emissionsbereich des
Plasmamarkers Rhodamin 6G aufgezeichnet wurde.

3.4.1 Leukozytenflux

Der Leukozytenflux war als Anzahl der Leukozytenfidert, die einen ausgewahlten
GefalRabschnitt, markiert durch eine Linie senkremht GeféaRachse, in einem bestimmten
Zeitintervall (30 s) passieren. Die Angabe erfolgieAnzahl pro Millimeter pro Sekunde

[mmY/s].

3.4.2 Leukozytenadharenzesp

Alle Leukozyten, die Uber einen Zeitraum von 3@st fmit dem Endothel interagierten und
sich im gesamten Beobachtungszeitraum nicht bewgegterden als adharent bezeichnet und
gezahlt. Ihre Anzahl wurde auf QuadratmillimetefaBeberflache bezogen [1/Mfin
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3.5 Dynamische Desintegrationskraft

Die mechanische Integration des pordsen Polyethyileras umgebende Gewebebett wurde
Uber die dynamische Desintegrationskraft an Tagdeh Implantation gemessen (siehe auch
Versuchsprotokolle 4.2). Hierbei wurde die Zeit gssen, die noétig ist, um ein Implantat aus

dem Gewebelager zu luxieren (cN/ftsec) (Laschke, Haufel et al., 2005).

3.5.1 Aufbau der Messstation

Um eine dynamische Kraftentwicklung in definiedf®&chtung auf das zu testende Implantat
ausuben zu konnen, wurde die Riuckenhautkammenan Biexiglasbihne fixiert, welche auf
einem verstellbaren Tisch mit Schrauben fixiertaeu(Abb. 11). Der Modelltisch konnte
Uber einen Drehgriff stufenlos in seiner Hohe reggtilverden. An einem Stativ wurde an
einem Ausleger eine Federwaage (Messbereich 0-3ddeWern & Sohn GmbH, Balingen)
befestigt, die genau senkrecht tiber dem Beobacsfemsier der Titankammer positioniert
wurde. So konnte das an einem Faden fixierte Int@laan die Federwage angehangt und
durch gleichmafiges Absenken des Modelltisches dyreamischen Zugkraft ausgesetzt
werden. Es wurde die Zeit von Beginn der Kraftausigibis zum vollstandigen Losen des

Implantats aus der Kammerpréaparation gemessen.

3.5.2 Messung der dynamischen Desintegrationskraft

Fur die Messung der Desintegrationskraft wurden diere mit einer Uberdosis
Ketaminhydrochlorid Ketav&t (Ketaminhydrochlorid, Pharmacia GmbH, Erlangen) un
Rompurf (Xylazinhydrochlorid, Bayer, Leverkusen) geopfertie DRiickenhautkammer
wurde wie bei der Fluoreszenzmikroskopie auf dexiglasbihne fixiert und das Deckglas
vorsichtig abgenommen. Unter einem OP-Mikroskop mB-facher bzw 40-facher
Vergrofierung (Wild M650; Wild Heerbrugg AG, Hearhg, Schweiz) wurde die jeweils
rechte obere Ecke des quadratischen Polyethyleai®mit einer Einmalkanule (0,40 mm x
20 mm, Sterican, B.Braun Medical AG, Emmenbrickehv&iz) vorgestanzt und im
Anschluss daran méglichst atraumatisch mit eineryatdfaden (Ethilofi 9-0, Ethicon
Inc., Johnson & Johnson, New Brunswick, New Jer&&yA) fixiert. Im Anschluss daran
wurde die Plexiglasbihne auf dem Modelltisch deissdeéation plaziert und der Faden mit
einer Schlaufe an der Federmesswaage eingehangh Warde der Ausleger des Stativs
derart ausgerichtet, dass der Faden exakt senkvechtimplantat zur dariber plazierten

Federwaage gespannt war, ohne jedoch bereits eafedtf das Implantat auszuiben.
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Durch Absenken des Tisches wurde nun eine dynamigalgkraft beginnend bei 0,1 N auf

das nahtfixierte Implantat ausgeibt. Die Zeitspabisezum vollstandigen Herausldésen des
Polyethylenkdrpers aus dem Implantatbett ist dingédportional zur Desintegrationskraft

(cN/mn¥, (Laschke, Haufel et al., 2005; Menger, Hammeetai., 1992)

Federwaage (0-3 N)

Ruckenhautkammer Versuchstier

Plexiglasréhre

verstellbarer
Modelltisch

Abb. 11: Schematische Versuchsanordnung zur Bestimmung dgmandschen
Desintegrationskraft; Uber eine aufgehdngte Federyea und einen verstellbaren
Modelltisch kann eine dynamische Zugkraft auf dasrte Implantat ausgetbt werden.
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4. Versuchsgruppen und Versuchsprotokoll

4.1 Versuchsgruppen

Die Versuchstiere wurden in drei Gruppen zu je &dn aufgeteilt. Jedem Tier wurde 48 h
nach Kammerpréparation ein 3 x 3 x 0,25 mm grofdesligtisches Implantat aus Polyethylen
in die Kammerpréaparation eingesetzt und im Anschiuzer 14 Tage beobachtet.

Gruppe | erhielt als Kontrollgruppe ein pordses yBtiylenimplantat ohne weitere
Vorbehandlung (siehe Abb.12), den Tieren aus Gruppeurde ein Polyethylenimplantat
eingesetzt, das vor Einbringen in die Ruckenhautham  mit
Extrazellularmatrixkomponenten (ECM; BD MatriJ8IGFR, s. 2.2.1) beschichtet wurde.
Die Implantate der Gruppe lll wurden mit Extraz&hmatrixkomponenten, die mit VEGF
angereichert waren, beschichtet.

Gruppe |

Polyethylen

n=6

Abb. 12: Aufteilung der Versuchstiere nach erfolgter Kanmpné&paration in 3 Gruppen mit
je 6 Tieren

4.2  Versuchsprotokoll

Der gesamte Untersuchungszeitraum von der Kamnpagation bis zur Tétung der Tiere
und Messung der Desintegrationskraft betrug jewi6l§ age. Es wurde je 6 Mausen, die das
geforderte Mindestgewicht von 24-25g aufwiesen,@miTag, wie bereits beschrieben, eine
Titankammer eingesetzt. Die Tiere tolerierten damgif und die Ruckenhautkammer im
Verlauf gut und zeigten nach 48h ein normales FreSshlaf- und Sozialverhalten. Am
zweiten Tag nach Kammerpraparation wurden die Boflenimplantate in die Kammern
eingebracht.
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3, 7, 10 und 14 Tage nach Implantation erfolgtee duoreszenzmikroskopischen
Untersuchungen (Abb. 13). Zusatzlich wurde jede Kammmakroskopisch dokumentiert (s.
3.1.4) und das Korpergewicht der Versuchstiere tgii Im Anschluss an die IVM-
Untersuchung am Tag 14 wurden die Tiere durch éiberdosis Ketaminhydrochlorid
GmbH,

Leverkusen) getdtet urabschlielend die dynamische

Ketavef  (Ketaminhydrochlorid, Pharmacia Erlangen) d unRompuff

(Xylazinhydrochlorid, Bayer,
Desintegrationskraft gemessen.

Kammer-

Préparation

!

Tag -2 0

f

Implantation

Fluoreszenzmikroskopie

r 9 3

f

Messung der Desintegrationskraft

Abb. 13: Zeitlicher Ablauf der Kammerpraparation, der daralgienden Implantation der
PPE-Implantate und der Intravitalmikroskopie antfetegten Tagen

5. Darstellung der Ergebnisse und Statistik

Zur graphischen Darstellung wurde fir jedes Verstieh der arithmetische Mittelwert aus
den Ergebnissen der einzelnen Messungen erredbigeDarstellung der Daten erfolgte als
Mittelwert +Standardfehler des Mittelwertes (MWSEM).

Der statistische Gruppenvergleich erfolgte anhaiotitparametrischer Rangtests mit Hilfe
einer Computersoftware (Sigma Stat; Jandl Corpn, Bafael, CA, USA). Fir die Testung
innerhalb einer Gruppe wurde der Rangsummentesh n&dcoxon angewandt. Zum
Vergleich der Gruppen untereinander wurde eine a¥aanalyse nacKruskal-Wallis mit
Post-hoeAnalyse nachStudent-Newmann-Keuldurchgefihrt. P-Werte kleiner als 0,05

wurden als signifikant gewertet.
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Il ERGEBNISSE

1. Angiogenese und Analyse der mikrohamodynamischéMesswerte

In allen drei Gruppen wurde die Angiogenese mittliravitalfluoreszenzmikroskopie
beurteilt und anhand von drei Messparametern (Gef@lmesser,
Erythrozytenflie3geschwindigkeit und funktionelleef@idichte) analysiert (Abb. 14). Dabei
wurden an einem Messtag pro Tier sechs ROIs im Baeich und im Zentrum des
Implantatkorpers ausgewertet. Zudem wurde das gesémplantat und das angrenzende
Kammergewebe unter 10- bzw. 20-facher VergroRerand sichtbare Zeichen von
Angiogenese, z.B. GefalReinsprossungen ins Implantaabhdngig von messbaren
hamodynamischen Parametern untersucht. Dabei kamateen Gruppen im Verlauf der vier
Beobachtungstage eine initiale GefalRneubildunggehend vom umgebenden Gewebe im
Randbereich der Implantatkorper, festgestellt werdie keiner der drei Gruppen wurden am
dritten Tag nach Implantation bereits funktione@kefalle im Implantat selbst gefunden.
Lediglich erste Gefalaussprossungen, ausgehendiamnkleinen ventsen Kapillaren und
postkapillaren Venen des Implantatbetts waren mRBndzone um die Polyethylen-Korper
zu erkennen.

Sieben Tage nach Implantation waren in Gruppe BCNI+VEGF) noch immer wenige
durchblutete Gefal3e im PPE-Implantat feststelllkadiglich in den Randbereichen der
Implantate konnte eine beginnende Angiogenese anham einwachsenden Gefal3stimpfen
beobachtet werden, die allerdings noch keinen fanktlen Blutfluss aufwiesen. In den
Gruppen | (Kontrolle) und Il (ECM) hingegen wareeréits erste Gefal3arkaden in der
Implantatperipherie mit sichtbarer Blutzirkulatierkennbar. Am zehnten Tag konnte in allen
drei Versuchsgruppen ein signifikanter Anstieg @Gafadichte im Vergleich zum jeweils
vorangegangenen Messzeitpunkt beobachtet werdafgche mit noch unterschiedlich
ausgepragter funktioneller Durchblutung der nestandenen Gefal3formationen. In Gruppe |
war der Randbereich der Polyethylenquadrate begltshmé&Rig mit durchbluteten Gefalien
durchsetzt, in Gruppe Il erstreckten sich die neuglntgefdRe bei der Halfte der
Versuchstiere sogar schon bis ins Zentrum des mgiletrpers, wohingegen in der dritten
Gruppe (ECM+VEGF) nur bei einem Teil der Versudstieine gleichméaRige funktionelle
Gefallversorgung des Implantatrands festgestelldemekonnte. Bei zwei Tieren war diese
nur in Teilbereichen feststellbar, im restlichemBiaereich Gberwogen Gefalde, in denen noch
kein Blutfluss nachweisbar war. Am Tag 14 waren tiglantate aller drei Gruppen
gleichmaRig mit BlutgefaRen durchzogen und es kanint der Ubersicht keine Unterschiede

in der Vaskularisierung mehr festgestellt werden.
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11-03 O0Z M25h

11-03 DOZOB-Y3

Abb. 14: Mikroskopische In vivo-Analyse der Angiageseaktivitéat

A: Einwachsen von Blutgefal3en in ein Polyethylenintptaser Kontrollgruppe, Tag 10

B: VergrolRerte Darstellung des in A gekennzeichnewriéhs zur detaillierten Ansicht

C,D und E:Die In vivo-Fluoreszenzmikroskopie zeigt deutlighwéskularisierten Areale der
Implantate an Tag 14 des Beobachtungszeitrauth£CM, D: ECM + VEGF,E: Kontrolle)
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1.1 Gefaldurchmesser

Die Durchmesser der funkionellen BlutgefaRe in dexi Gruppen wiesen am Tag 7 keine
signifikanten Unterschiede auf. In der Gruppe |deuein Mittelwert von 6,1 pm 8,66 pum,

in Gruppe Il von 5,03 um %,45 um und in Gruppe Ill von 3,01 uni88 pm gemessen.

In der Kontrollgruppe konnte auch an den beidegeiotien Beobachtungstagen 10 und 14
keine signifikante Veranderung der GefalRdurchmessshr festgestellt werden, ebenso in
den beiden Versuchsgruppen (ECM; ECM + VEGF). Ang T4 waren die Mittelwerte in
allen Gruppen vergleichbar, sowohl im Vergleichaurden Gruppen als auch im Vergleich
zum vorangegangenen Messtag (Abb. 15).

(Kontr.: 6,77 um 40,38 um; ECM: 7,38 um &,47 um; ECM + VEGF: 7,09 _u6;,37 um)

= =
0o o N

GefalRdurchmesser[um]
(o))

4 4
2 4
0
d7 d10 dl4
[ |Kontrolle, n=6
B ECM, n=6

B ECM + VEGF, n=6

Abb. 15: Durchmesser der funktionellen BlutgefaRe im Bebhamszeitraum: Im gesamten
Messzeitraum gab es keine signifikanten Messwegténden, sowohl innerhalb als auch zwischen

den einzelnen Gruppen.
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1.2  Erythrozytenflie3geschwindigkeit

Bei der FlieRgeschwindigkeit der Erythrozyten wurdeam Tag 7 in allen drei Gruppen
ahnliche Augangswerte gemessen (Kontr.: 0,040 min@$10 mm/s; ECM: 0,048 mmf/s
0,012 mm/s; ECM + VEGF: 0,021 mm/s® 0,015 mm/s). Die
Erythrozytenflie3geschwindigkeit zeigte sich am Bbtag 10 in jeder der Gruppen signifikant
erhoht im Vergleich zu Tag 7, wobei in der Gruppddr hochste Mittelwert erreicht wurde,
der jedoch nicht signifikant hoher im Vergleich Zwntrollgruppe und zur Gruppe Ill war.
Am Tag 14 ergaben sich in allen Gruppen vergleichbahohe
Erythrozytenflie3geschwindigkeiten, die auch sanstlifferenzierten Kapillaren zu messen
sind (Abb. 16).

0,20 - *
*
0,15 - *
%)
&
é 0,10 -
g
>
0,05 -
0,00
d7 d10 d14

[ IKontrolle, n=6
I ECM, n=6

B =C\ + VEGF, n=6 *p<0,05 vs. friherer Messzeitpunkt

Abb. 16: ErythrozytenflieRgeschwindigkeit: Es zeigte siole esignifikante Steigerung der
Messwerte in allen drei Gruppen am Tag 10. Am HEieteBeobachtungszeitraums ergaben
sich vergleichbar hohe ErythrozytenflieRgeschwikeliggn in allen Gruppen.
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1.3 Funktionelle GefaRRdichte

Wie bei den Messungen der Erythrozytenflie3gesctigkeiten konnten am Tag 7 in allen
drei Gruppen vergleichbare Werte bei der Messumduttéktionellen GefalRdichte festgestellt
werden. Auch hier kam es am Tag 10 in jeder Gruppeinem signifikanten Anstieg im
Vergleich zum friheren Messzeitpunkt. In der Gruplpkonnten wiederum leicht hohere
Messwerte verzeichnet werden als in den anderepp®ru(ECM: 177,84 1/cth14,99%cm;
Kontrolle: 109,9%cm* 13,61%cm; ECM + VEGF: 103,94/cm * 29,66%/cm), wobei dieser
Unterschied nicht signifikant war.

Am letzten Messtag fanden sich in allen Gruppenndeaergleichbar hohe funktionelle
Gefalidichten (Abb. 17).
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[ 1Kontrolle, n=6
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Il =CV + VEGF, n=6 * p<0,05 vs. friiherer MeRzeitpunkt

Abb. 17: Funktionelle GefalRdichte: Im Versuchsverlauf zegjth jeweils eine signifikante
Steigerung der Gefalidichte in allen Gruppen am Iagn Vergleich zu Tag 7. Am Ende des
Beobachtungszeitraums fanden sich in allen Gruppengleichbar hohe funkionelle
Gefalidichten.
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2. Leukozyten-Endothelzellinteraktion
21 Leukozytenflux

Die Messung der frei zirkulierenden Leukozyten tekgine Unterschiede zwischen den

Gruppen.

2.2  Leukozytenadhérenz

Bei der Messung der Leukozytenadharenz fiel beedgien Messung an Tag 7 ein signifikant
reduzierter Wert in der Gruppe Il im Vergleich den anderen beiden Gruppen auf.
Besonders hohe Leukozytenadharenzwerte zeigten <ieh den unbeschichteten
Kontrollimplantaten. Im weiteren Verlauf sanken rmbhach in den beiden anderen Gruppen
die Anzahl der adhéarenten Leukozyten. Am letztersd¥beg (d14) wurden in allen drei

Gruppen vergleichbar niedrige Werte gemessen (A8).
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[ 1Kontrolle, n=6
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# p<0,05 vs. alle Gruppen

Abb. 18: Leukozythenadharenz [1/rfimHoch signifikante Reduktion an Tag 7 innerhallb de
Gruppe Il im Vergleich zu den anderen beiden Gmmpp Am Ende des
Beobachtungszeitraumes fanden sich dann aber iten alGruppen niedrige
Leukozytenadharenzwerte.



lll. Ergebnisse 32

3. Dynamische Desintegrationskraft

Bei der Messung der mechanischen Integration dgethylenimplantate in das umgebende
Kammergewebe konnten keine signifikanten Untersighmwischen den drei untersuchten
Gruppen festgestellt werden. Tendenziell zeichngignjedoch hohere Messwerte in der
Gruppe mit den ECM-beschichteten Implantaten albgrind starker Streuung der
gemessenen Werte innerhalb der Gruppe war diegerddhied allerdings nicht statistisch
signifikant (Abb. 19).
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[ IKontrolle, n=6
B ECM, n=6
I =CM + VEGF, n=6

Abb. 19:Messung der mechanischen Integration der PPE -dmate an Tag 14. Keine
signifikanten Gruppenunterschiede, jedoch tendérdere Messwerte in der Gruppe |l
(ECM)
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IV DISKUSSION

1. Diskussion der Methodik

1.1 Das Modell der transparenten Rickenhautkammer

Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war es, Migglichkeiten einer besseren Integration
eines bereits klinisch eingefuhrten Biomaterials aorosem Polyethylen (Berghaus, 1985;
Lee et al., 2005) durcllissue engineering in vivau prufen. Die Modifikation des
Biomaterials bestand in einer Beschichtung mit &setularmatrix und VEGF. Neben der
vaskularen sollte auch die funktionelle mechaniscimegration des verwendeten
Implantatmaterials in das umliegende Wirtsgewelayarert werden (Laschke, Haufel et al.,
2005). Dies erforderte ein Modell, das eine Untelnsumg der pordsen Polyethylenimplantate
Uber einen Zeitraum von mindestens zwei Wochenuletda Akutmodelle, wie sie unter
anderem fur deMusculus cremastgiBaez, 1973; Vollmar, Schmits et al., 2001) oderden
Dunndarm (Massberg et al., 1998; Massberg et 209)Ylbeschrieben wurden, sind zum einen
wegen der auf wenige Stunden begrenzten Untersgshait ungeeignet. Des Weiteren kann
auch das vorausgehende akute Trauma durch Pr@papsr se einen Einfluss auf die
mikrohamodynamischen Parameter nehmen und zu ¥iedélschung der Messergebnisse
fuhren (Colantuoni et al., 1984; Franke & Endrit@83; Franke et al., 1982).

Ein weiteres gangiges Modell zur Untersuchung degidgenese ist derChorionallantoic
membrane assay(CAM assay(Ribatti et al., 1996). Diese Methoderwendet als
Wirtsgewebe eine Membran aus embryonalem Harn{Daitérsack zwischen dem 5. und 15.
Tag in der Entwicklung des Hihnerembryos. Diesewdbe verflgt Uber ein sehr dichtes
GefalRnetzwerk (Ribatti et al., 2001; Ribatti et 4896; Romanoff, 1952). Dieses Modell ist
auf einen Untersuchungszeitraum von zehn Tagentidimi Die Beobachtung von
GefalRneubildungen mit einem Durchmesser unter 10ggstaltet sich als schwierig. Der
wesentliche Nachteil ist allerdings die Inkompetates Immunsystems in diesem frihen
Entwicklungsstadium. Somit sind Ruckschlisse aafBiokompatibilitat des eingebrachten
Implantatwerkstoffs nur sehr eingeschrankt moglickschke et al., 2006).

Das Modell der tranparenten Riuckenhautkammer staflitseit langem eingefiihrtes und
erprobtesin vivo-Modell zur Untersuchung der Mikrozirkulation undndiogenese dar
(Asaishi et al., 1981). Bereits 1924 von Sandisenkaninchenohr beschrieben (Sandison,
1924), wurde die Kammerpraparation in den daraefalgn Jahrzehnten auch bei Mausen
(Algire, 1943), Hamstern (Endrich et al., 1980; Vearet al., 1978) und Ratten (Papenfuss et
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al., 1979) etabliert. Der gro3e Vorteil dieses Mizdien Vergleich zur CAM - Untersuchung
liegt unter anderem in der Moglichkeit eines awdrend langen Beobachtungszeitraums von
bis zu vier Wochen (Menger & Lehr, 1993). Zudem aaur in zahlreichen Studien die
Transplantation bzw. Implantation verschiedener geper oder allogener Gewebe,
beispielsweise Tumorzellen (Borgstrom et al., 19Bhhorn et al., 2007; Endrich et al.,
1982; Leunig et al., 1992), Langerhansinseln (Mengager et al., 1990; Vajkoczy et al.,
1995), Ovarialfollikeln (Vollmar, Laschke et al.,0@l) und Nebenschilddrisengewebe
(Strieth et al., 2005) sowohl bei immunkompeterdkEnauch —inkompetenten Versuchstieren
(Cardon et al., 1970; Lehr et al., 1993) beschnebe

Aufgrund dieser Eigenschaften eignet sich das Matksl transparenten Ruckenhautkammer
hervorragend zur Bearbeitung der formulierten Fstleingen. Die Kammerarchitektur lasst
eine Implantation von Implantatkérpern bis zu ei@edl3e von ca. 5 mm x 5 mm x 1 mm in
die Ruckenhautkammer zu (Rucker et al., 2008). idgenese, mikrozirkulatorische
Parameter und Leukozythen-Endothelzellinteraktiok@men vom Tag der Implantation des
zu untersuchenden alloplastischen Materials an (deen definierten Zeitraum von
mindestens 14 Tagem vivo am nicht narkotisierten Versuchstier untersuchtrdee.
Mogliche Effekte einer Implantatbeschichtung mittriazellularmatrixkomponenten oder
Wachstumsfaktoren kdnnen so gut beobachtet wetdestlike et al., 2006).

Dabei ist sichergestellt, dass die Kammern sellestg@hend physiologische Beobachtungen
zulassen. Mehrere Studien belegen, dass das Tetaredvendeten Kammern lediglich in den
ersten 120 min nach Einsetzen zu einer vorubergigmeleichten Entziindungsreaktion fuhrt,
ohne eine signifikante Verdnderung der Gefal3perilitéab eine Extravasation von
Leukozyten oder eine Dilatation der Gefal3durchmreaseFolge zu haben (Kraft et al., 2001;
Kraft et al., 2000; Lehr et al., 1993; Menger & Leh093; Riicker et al., 2006).

Um einer Verfalschung der Untersuchungen durch Ueiiiche oder traumatische
Verdnderungen des Operationsfeldes vorzubeugendewutie Implantation des zu
untersuchenden Gewebes nach einer 48-stiindigenluBgsphase der Tiere von der
Kammerpréaparation durchgefihrt und die von Sewelyestellten Anforderungen an eine
intakte Mikrozirkulation als Einschlusskriterienrfidie Versuche bertcksichtigt (Sewell,

1966). Die Erfolgsrate bei der Kammerpraparation warnach bei deutlich Gber 80%.
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1.2 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie

Zur  quantitativen  Analyse  der  Mikrozirkulation  und der  Leukozyten-
Endothelzellinteraktionen wurde die intravitale d¢eszenzmikroskopie verwendet. Die
Entwicklung hochauflosender optischer Systeme uigtater Technologien machen die
Intravitalmikroskopie ~ zu  einem  unverzichtbaren fdustent der modernen
Mikrozirkulationsforschung (Vajkoczy et al., 2000).

Ihre Vorteile liegen in ihrem nicht-invasivem Ansatler hohen optischen Abbildungsqualitat
und der Mdglichkeit der kontinuierlichen Beobaclgutier Gefal3strukturen. Im Gegensatz
dazu wird bei einer rein histologischen Analyse @Gasvebe lediglich zu einem einzelnen
Zeitpunkt beurteilt, was Aussagen zu dynamischetadfbn erschwert. Zudem kdnnen bei
der Konservierung, dem Schneiden oder Farben deelse Veranderungen an den Gefalien
auftreten, die zur Beeintrachtigung der Ergebnigbeen konnen (Choy et al., 2005; Dobrin,
1996).

Der Einsatz von Fluoreszenzfarbstoffen erméglicheben einer morphologischen
Untersuchung der GefaRarchitektur, wie z.B. denclikghnittlichen Gefal3durchmessern,
auch die Erfassung mikrohdmodynamischer ParameteGefalRdurchmesser,
ErythrozytenflieBgeschwindigkeit und funktionelle ef@Rdichte kénnen somit im
Versuchsverlauf an mehreren Messzeitpunkten quaatif werden (Tangelder et al., 1982).
Ebenso ist die selektive Visualisierung korpusked@lutbestandteile und die Analyse von
Zell-Zell- bzw. Zell-Endothelzellinteraktionein vivo durch Fluoreszenzmarkierung maoglich
(Katayama et al., 2000; Menger & Lehr, 1993; Vagoet al., 2000).

Die Verwendung solcher Fluoreszenzfarbstoffe bei bhravitalmikroskopie unterliegt
jedoch auch einigen Limitationen. Gerade bei wikdiken Untersuchungen ausgewahlter
GefalRabschnitte kann eine Akkumulation von Flugesmarkern, eine zu hohe
Lichtintensitat oder eine zu lange Belichtungspéibtotoxische Reaktionen hervorrufen, die
eine Storung der vaskuléaren Integritat und der Eankder Blutzellen bewirken kdénnen
(Herrmann, 1983; Povlishock et al., 1983; Reed &llévli 1988). Hiernach sollte die
zugefuhrte Lichtenergie pro Untersuchungsareal eong wie moglich gehalten werden,
indem beispielsweise Bildverstarker und Kamerashwiiter Lichtintensitéat verwendet werden
und die Beobachtungsdauer mdglichst reduziert W8detzler et al., 1997). Studien zur
Abhangigkeit phototoxischer Effekte von der Art de&tuoreszenzfarbstoffes und der
Lichtintensitdt konnten zeigen, dass bei Untersoghn der Mikrozirkulation unter
Berucksichtigung dieser Gesichtspunkte nicht mitr deduktion einer phototoxischen
Reaktion zu rechnen ist (Harris et al., 2002; $tairer et al., 2000).
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Um das Ausmald eventuell auftretender phototoxisBeaktionen zu minimieren, fanden die
intravitalmikroskopischen Untersuchungen fur die rliegende Arbeit an einem
Mikrozirkulationsarbeitsplatz statt, der unter ame nach den oben genannten Kriterien
konzipiert wurde. So kann durch Verwendung verstdmer optischer Filter eine lllumination
ausschlieBlich im jeweils benétigten Lichtspektrudurchgefiihrt werden. Weiterhin
ermdglicht ein  computergesteuerter  Objekttisch  damsche  Aufsuchen der
Untersuchungsareale, wodurch die Belichtungsdandraomit die applizierte Lichtenergie
verringert werden kann. Ebenfalls zu einer verldirzBelichtungsdauer tragt die Verbindung
der Kamera mit einer Videodokumentationseinheit. deine unmittelbare Auswertung
wahrend des Versuchs wird dadurch unnétig, da dgefartigten Aufnahmen zu einem

spateren Zeitpunkt eingehend analysiert werdendnn

2. Diskussion der Ergebnisse
2.1  Invivo-Untersuchung der mikrohAmodynamischen Parameter

Da die Zellernahrung in einem dreidimensionalenlémiatkdrper auf eine Diffusionsstrecke
von 150-200 pum begrenzt ist (Colton, 1995; Folkn&anHochberg, 1973), muss die
GefalRneubildung als wichtiger Faktor fur eine @reiche Integration des Implantats in das
Wirtsgewebe angesehen werden. Vor allem der Abk@erf Angiogenese scheint eine
entscheidende Rolle bei der Einheilung des Imptarsia spielen (Laschke et al., 2006).
Bereits Laschke et al. konnten 2006 eine beschigeinvVaskularisierung von PLGA-
Implantaten goly-D,L-lactic-co-glocolic acid)erreichen, indem diese mit extrazellularen
Matrixkomponenten (BD Matrig€l' Matrix Growth Factor Reduced, BD Biosciences,
Heidelberg) beschichtet wurden, ohne dabei einergathen Einfluss auf die
Biokompatibilitat zu verzeichnen (Laschke et aDP@). Matrigel" ist in unterschiedlichen
Zusammensetzungen erhaltlich, die sich hinsichtiicler Wachstumsfaktorkonzentrationen
unterscheiden. In der vorliegenden Studie wurde &asalmembranmatrix mit reduziertem
Anteil an Wachstumsfaktoren verwendet (Growth facteduced Matrigel, GFR BD

™). Diese enthalt laut Herstellerangaben eine VE®R#€ntration von 1,25 ng/mL,

Matrige
die im vorliegenden Versuchsprotokoll in einer zeei Gruppe durch Zugabe von
rekombinantem VEGF um den Faktor 1000 auf 1pg/mbler wurde (siehe Abb. 4). Die
Beschichtung des Implantatgeriists mit Wachstumsifahtin einer Matrix (z.B. Matrig&f")

stellt eine lokale Freisetzung sicher. Richardsbmlekonnten damit einen Effekt auf die

Vaskularisation von Polymer-Implantaten nachweinhardson et al., 2001).
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In der vorliegenden Studie konnte jedoch keine iBigmte Beschleunigung der
GefalRneubildung in den Gruppen mit beschichteteplantaten gezeigt werden. Dieses
Ergebnis deckt sich mit Versuchen, die die Integnavon Polyethylenimplantaten in das
Wirtsgewebe durch die Beschichtung mit bFGF aneftesn (Sabini et al., 2000).

Wie zuvor erwéhnt, fanden Laschke et al. eine 8igmt beschleunigte Vaskularisierung und
eine hohere funktionelle Gefal3dichte bei den PL@Gptantaten, die mit GFCMg(owth
factor containing matrigel VEGF: 6 ng/mL) beschichtet wurden, im Vergleiclu z
Implantaten, die mit GFRM beschichtet waren oddoeschichtet blieben (Laschke et al.,
2008). Betrachtet man die absoluten Werte der fon&llen Gefal3dichte der GFCM-
Implantate an Tag 10 und 14, so sind diese velgbar mit den Gefalidichtewerten der drei
Gruppen in der vorliegenden Studie. Fur die beseidge Vaskularisierung der GFCM-
beschichteten PLGA-Implantate in der Studie vonch&e et al. aus dem Jahr 2006 kénnten
andere Eigenschaften des verwendeten Implantatiadateund ein deutlich grol3eres
Porenlumen (PLGA: 380um, pordses Polyethylen 10+84) ausschlaggebend sein, dem
ebenfalls Bedeutung beim Angiogeneseprozess zukdiwake et al., 1994). In Anbetracht
des aus vielen vorhergehenden Studien abgeleieittahmens von zwei Wochen, innerhalb
der die mal3geblichen angiogenetischen ProzessefabléDruecke et al., 2004; Laschke et
al., 2008; Rucker et al., 2006), lasst sich sousgiblgern, dass sich die Vaskularisation von
nicht-beschichteten porésen Polyethylenimplantdiereits sehr schnell vollzieht und die

Maglichkeiten, diesen Vorgang noch zu beschleundgdrer begrenzt zu sein scheinen.

2.2 Invivo-Untersuchung der Leukozyten-Endothelzellinteraktion

Abhangig vom Implantatmaterial konnten unterschebd initiale entzindliche
Gewebereaktionen auf Fremdmaterialien beobachtedene wenn man die Adharenz von
Leukozyten am Endothel als einen mal3geblichen Measpeter verwendet. Die maximale
entzindliche Leukozyten-Endothelzellinteraktionddei Ultrapro composite mesfEthicon
Products, Norderstedt) -Implantaten nach 20-24akt ¢§taschke, Haufel et al., 2005). Bei
PLGA-Implantaten (Ricker et al., 2006) fand dieaeln6 Tagen und bei Kalzium-Phosphat-
Implantaten nach 10 Tagen statt (Ricker et al.820@ der vorliegenden Studie wurde die
ersteln vivoMessung 7 Tage nach Implantation durchgefiihrt, déoige wurden keine
Messwerte in der Phase der initial auftretendennégdeind Blutungen erhoben, die am

Beginn der Angiogenese normalerweise beobachtetemer
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Die Wechselwirkung zwischen Leukozyten und Endothe@nn Zellschaden an der
GefalRoberflache zur Folge haben, da aktivierte baeyten zytotoxische Substanzen
freisetzen (Fantone & Ward, 1982). Ein daraus tesehder Verlust der
Oberflachenintegritat geht einher mit einer erhbhtekrovaskularen Gefal3permeabilitat, die
durch Extravasation von Makromolekilen, hauptsabhlim Bereich der postkapillaren
Venolen, gekennzeichnet ist (Siflinger-Birnboimaét 1992).

Man nimmt an, dass die Implantatoberflache in diasdialen Phase schon bald nach
Einbringen des Implantats mit einer Proteinschidbgrzogen wird, die zu einer Aktivierung
von Makrophagen fiihrt. Diese induzieren eine Ubemession spezifischer endothelialer
Oberflachenliganden (Klosterhalfen B, 2003; Roschle 2003; Tang et al., 1998; van Luyn
et al., 1998). In Folge treten die aktivierten Lemgen mit dem Endothel in Kontakt, was
sich alsRolling entlang der Endotheloberflache beschreiben I&stdh et al., 2003; Tang et
al., 1998; van Luyn et al., 1998). Diese von Sahekt regulierte Interaktion der Leukozyten
mit dem Endothel wird als Voraussetzung fur einatesg Adhérenz der Leukozyten an der
Endotheloberflache angesehen, die wiederum durcbchiedene Integrine gesteuert wird
(Munro, 1993).

Rucker und Kollegen beobachteten in einer 2008 figrtichten Studie zur
Biokompatibilitdt und Vaskularisierung unterschiedér Kalzium-Phosphat-Implantate einen
leichten Anstieg der Anzahl adharenter Leukozyt€dieichzeitig zeigte sich keine
Verdnderung der Anzahl der rollenden Leukozyten iallen beobachteten
Ruckenhautkammern mit Implantat im Vergleich zurnkollgruppe mit Kammern ohne
Kalzium-Phosphat-Implantate (Ricker et al., 20aBijes fuhrten sie auf die einsetzende
Vaskularisation der Implantate und die damit eigebende Freisetzung von VEGF zurlck,
da VEGF eine hohere Ausschittung des Integrins I€AMur Folge hat, das die
Leukozytenadhasion am Endothel reguliert (Crollakt 2004). Somit scheint die initiale
Entziindungsreaktion mit Odembildung und petechid@rblutungen als friihe Phase der
Angiogenese vor allem mit einer Erh6hung der VEGI#entration — friher auch bekannt
alsVascular Permeability Factorim Gewebe in Zusammenhang zu stehen. Somit k@hate
initiale Entzindungsreaktion weitgehend einer vommplantetmaterial unabhangigen
unspezifischen Gewebereaktion entsprechen.

Die Messungen der vorliegenden Studie ergaben agn/Treach Implantation allerdings vor
allem in der Kontrollgruppe mit unbeschichteten ytlylenimplantaten eine deutliche
Adharenz von Leukozyten am Endothel. Im Gegensazn ¢konnte zu diesem Zeitpunkt eine

signifikant reduzierte Leukozyten-Endothelzelliaigion in Form von adharenten
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Leukozyten in der Gruppe mit ECM/VEGF-beschichteterplantaten beobachtet werden.
Am Ende des Beobachtungszeitraums von 14 Tageriezdig Messung der adharenten
Leukozyten dann gleich niedrige Werte in allen @Gaippen.

Aktuelle Kklinische Beobachtungen wund histopathaloge Befunde berichten von
Fremdkorperreaktionen bei  Verwendung von PPE Imaten flr craniofaziale
Augmentationsplastiken: Gosau et al. wiesen in @&falten bei unbeschichteten PPE-
Implantaten eine  Entzindungsreaktion mit Fremdkdigsenzellen und sogar
Resorptionszonen nach (Gosau et al., 2006). Im 1&adee dazu war in der hier vorliegenden
Studie ein erheblicher Rickgang der initialen Entzingsreaktion messbar. Hinweise auf
eine mdogliche Resorption des Biomaterials lasseh gumindest aus anderen klinischen
Langzeitbeobachtungen nicht unmittelbar ableiten. b®richtete Yaremchuk in einer der
grodten klinischen Serien eine gute Biokompatdtilitder PPE-Implantate bei der
Rekonstruktion von Gesichtsanteilen (Yaremchuk,3200ie Patienten wurden Uber einen
Zeitraum von durchschnittich 27 Monaten nachuntelns Die klinischen Ergebnisse
reichten von der initialen postoperativen Einhedlgd bis hin zu einer Zeitspanne von 11
Jahren. Von den 370 PPE —Implantate, die in 17&dlipeen bei 162 Patienten eingesetzt
wurden, mussten bei dieser Untersuchung ledigle® hachoperiert werden.

Auf welche Weise die in dieser Studie verwendet&dellularmatrix mit erhdhter lokaler
VEGF-Konzentration die Entziindungsreaktion bei besteten Implantaten in dieser frihen
Phase verhindert, kann nur vermutet werden: Bemaabial. berichten, dass VEGF als
survival factormafgeblich fir die Differenzierung und das Ubegtelon neu entstehenden
GefalRen verantwortlich ist (Benjamin et al., 1998)Rerdem wird angenommen, dass VEGF
eine wichtige Rolle bei der Granulationsgewebelmfgund der definitiven Integration von
Biomaterial in das umgebende Gewebe spielt (Kanaygkis et al., 2003). Fehlt diese
Survival factorFunktion durch VEGF in der Frihphase, konnten naadht vollstandig
differenzierte  Gefalle wieder degenerieren und Ilokarhohte Leukozyten-
Endothelzellinteraktionen hervorrufen.

2.3 Dynamische Desintegrationskraft

Nur sehr wenige Studien Uber die mikrovaskularedrdation von Biomaterialien geben
zufriedenstellend Aufschluss Uber funktionelle Reter und die tatsdchliche mechanische
Integration der Implantat@ situ (Laschke, Haufel et al., 2005; Menger, Pelikaalgt1992;
Menger, Walter et al., 1990). Deshalb wurde indmtiegenden Studie durch die Messung

der dynamischen Desintegrationskraft versucht,refParameter zu messen, der auch einen



v Diskussion 40

Anhaltspunkt tber die biomechanische Integration Idglantate im umgebenden Gewebe
gibt. Die pordsen Polyethylenimplantate wurdeneamer Ecke mit einem Polyamidfaden
fixiert. Durch die Wahl eines moglichst feinen Faslenit einer kleinen Nadel und durch die
Perforation des Implantates konnte eine weitgetsralimatische Fixierung des Fadens am
Implantatin situ erreicht werden.

In allen drei Gruppen dieser Studie konnte so tergich einem Zeitraum von 14 Tagen eine
gute mechanische Integration der Implantate in dadiegende Gewebe nachgewiesen
werden. Da sich keine signifikanten Unterschiedésaien den Gruppen zeigten, erscheint
die unterschiedlichen initialen  Entzindungsrealktion zumindest bis  zum
Beobachtungszeitpunkt nach 14 Tagen nicht funkliomtevant zu sein. Weitergehende
Studien mussen klaren inwiefern verzégerte Unwglitlikeitsreaktionen oder gar eine spater
einsetzende Resorption (Gosau et al.) von funkiien8edeutung bei diesem Biomaterial

sein kdnnten.

2.4 Ausblick

Die Tatsache, dass in allen drei Gruppen eine neisinare mechanische Integration im
umgebenden Gewebe durch den beobachteten Angiegeoesss stattfand, lasst den
Schluss zu, dass die so enstehende Gefal3versoeguery Zugang von immunkompetenten
Zellen zum Implantat gewahrleistet und somit eidacmate Abwehrreaktion des Gewebes zu
erwarten ist. Da sich dabei auch Leukozyten-Endotieeaktionen mittels
Fluoreszenzmikroskopi@ vivo darstellen und untersuchen lassen (Laschke, Ketdatlal.,
2005), ergeben sich weitere Anséatze, die auf einedWlation der initialen
Entzindungsreaktion beim implantierten Biomateradzielen. Eine Verwendung von
Steroiden erwies sich allerdings als nicht ziel&itat (Ehrmantraut et al., 2010).

In unserer Arbeitsgruppe werden im Gegensatz dapgergvartig die Effekte von TN& —
Antagonisten eruiert. Geht man bei den subakutestod®ungen von porésen Polyethylen-
Implantaten von einer Typ IV Reaktion nach Coombd Gell des Wirtsgewebes infolge der
Implantation eines PEE-Korpers und einer damit wedenen Entzindungs- bzw.
AbstoRungseraktion aus, kdnnte ein kompetitiveragahist von TNFo. durch Hemmung
dieser proinflammatorischen Zytokine Einfluss aig uhitiale Entziindungsreaktion nehmen

und damit eine nachhaltig erfolgreiche Implantagomoglichen.
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V  Zusammenfassung

Eine rasch einsetzende, schnell fortschreitendé&Wassierung und eine moglichst niedrige
Entzindungsreaktion des Wirtsgewebes sind zweiedescheidenden Voraussetzungen fur
die erfolgreiche Implantation von Biomaterialendar plastisch-rekonstruktiven Chirurgie.
Ziel der vorliegenden Studie war es deshalb zursathen, ob eine Beschichtung von
pordsen Polyethylenimplantaten (MEDP®RPorengroRe ~100-200pum) mit extrazellularen
Matrixkomponenten (ECM; GFR BD Matrid&) und Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF) zu einer Verbesserung der Biokompatibilitgrt.

Zu diesem Zweck wurden die Polyethylenimplantaten(8 x 3 mm x 0,25 mm) mit ECM
und VEGF beschichtet und in zuvor praparierte Ribketkammern bei C57/BI6 Mausen
eingesetzt (n=6). Die Tiere der Kontrollgruppenigtbn entweder unbeschichtete Implantate
(n=6) oder Polethylenimplantate, die ausschlieRfiih ECM beschichtet waren (n=6). Mit
Hilfe der In vivo-Fluoreszenzmikroskopie wurde die Entzindungsieakanhand der
Leukozyten-Endothelzell-Interaktion und die angiogfesche Aktivitat Gber einen Zeitraum
von zwei Wochen analysiert. Am Tag 14 wurde die Im@eesche Integration der Implantate
durch die Messung der dynamischen Desintegratiaftstantifiziert.

Die funktionelle Gefalldichte, ErythrozytenflieRdesmdigkeit und die Gefalldurchmesser
nahmen in allen Gruppen im Lauf des Beobachtunggazens von 14 Tagen stetig zu und
bewegten sich am Ende in Messbereichen, wie siéh aot normalen subkutanen
Muskelgewebe der Versuchstiere gefunden werden énrim Vergleich zu den
Kontrolltieren wurden in der Gruppe der ECM-beshteten Implantate eine geringere
Leukozytenadhérenz beobachtet, in der Gruppe d8/ZEGF beschichteten Implantate war
diese sogar signifikant reduziert. Doch auch in d@ntrollgruppe war die initiale
Entztndungsreaktion nur voribergehend. Die Messi@nglynamischen Desintegrationskraft
ergab keine signifikanten Unterschiede zwischenGleippen.

Die Studie konnte zeigen, dass die initiale Entiziimgsreaktion bei PPE-Implantaten durch
die Beschichtung mit ECM und VEGF signifikant resuz werden kann. Die rasche
Vaskularisation von porésen Polyethylenimplantated die mechanische Integration konnte
durch den Einsatz von ECM und VEGF nicht verbesserden. Die klinische Verwendung
von Polyethylenimplantaten, die mit extrazellulargkatrixproteinen und VEGF in einer
hohen lokalen Konzentration beschichtet sind, kéneine hilfreiche Neuerung in der
rekonstruktiven Chirurgie darstellen, vor allem knitischen Arealen mit unginstigen
Voraussetzungen fur eine erfolgreiche Implantagjretgon, wie beispielsweise in chronisch

entzindetem Gewebe.
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