Aus der Abteilung fiir Kinderkardiologie und padiatrische Intensivmedizin

des von Haunerschen Kinderspitals der Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen

Leiter: Prof. Dr. med. Prof. Dr. h.c. H. Netz

Evaluierung einer neuen Hybrid-Technik
zum Verschluss muskulirer Ventrikelseptumdefekte

im chronischen Tiermodell

Dissertation
zum Erwerb des Doktorgrades der Medizin
an der Medizinischen Fakultit der
Ludwig-Maximilians-Universitit zu Miinchen

vorgelegt von

Anja Lehner

aus Pegnitz bei Bayreuth
2011




Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultit

der Universitat Minchen

Berichterstatter: Priv. Doz. Dr. med. R. Kozlik-Feldmann
Mitberichterstatter: Prof. Dr. med. Christian Kupatt
Priv. Doz. Dr. med. Andres Beiras-Fernandez
Prof. Dr. med. Georg Nollert
Mitbetreuung durch den
promovierten Mitarbeiter: Dr. med. Nora Lang
Dekan: Prof. Dr. med. Dr. h.c. M. Reiser, FACR, FRCR
Tag der miindlichen Priifung: 24.11.2011




Meinen Eltern




Inhalt

1. Einleitung
1.1 Definition, Privalenz und Atiologie der Ventrikelseptumdefekte
1.2 Pathophysiologie und Bedeutung in der Klinik
1.3 Bisherige Therapiemoglichkeiten der VSDs und ihre Grenzen
1.3.1 Chirurgische Therapiemoglichkeiten
1.3.2 Interventionelle Therapiemoglichkeiten
1.3.3 Die Hybridtherapie
1.4 Biokompatibilitdt bisheriger VSD-Verschlusssysteme
1.4.1 Die Bedeutung der histologischen Untersuchung explantierter Systeme
1.4.2 Vertraglichkeit des ,,Nitinols“ als Grundbaustein perkutaner Implantate
1.5 Ziele dieser Arbeit

2. Material und Methoden
2.1 Versuchstiere
2.2 VSD-Modell
2.3 Verschlusstechnik
2.4 Studiendesign
2.5 Versuchsdurchfithrung
2.5.1 Anisthesie
2.5.2 Erste Intervention (VSD und VSD-Verschluss)
2.5.3 Zweite Intervention (Nachuntersuchung)
2.5.4 Dritte Intervention (Abschlussuntersuchung)
2.6 Untersuchte Parameter
2.6.1 Echokardiographie
2.6.2 Magnetresonanztomographie
2.6.3 Himodynamik
2.6.4 Histologische Aufarbeitung
2.6.5 Immunbhistochemie und Elektronenmikroskopie

2.7 Statistische Auswertung

3. Ergebnisse

3.1 VSD-Modell

3.2 Patchverschluss des mVSDs

3.3 Follow-up

3.4 Echokardiographische Parameter

3.5 Magnetresonanztomographie

10
13
13
15
20
24
24
25
26

27
27
28
28
30
31
31
32
38
39
39
39
40
40
41
42
45

46
46
46
48
48
50




3.6 Himodynamische Parameter
3.6.1 Mittlerer arterieller Druck, systemischer und diastolischer Blutdruck im Versuchsverlauf
3.6.2 Pulmonal-arterieller Druck und pulmonal-kapillarer Verschlussdruck
3.6.3 Druckverhaltnisse im follow-up
3.7 Histopathologische Aufarbeitung
3.7.1 Makroskopische Evaluation
3.7.2 Histopathologie

3.7.3 Immunhistochemie und Elektronenmikroskopie

4. Diskussion

4.1 VSD-Modell

4.2 VSD-Verschluss in Hybridtechnik
4.2.1 Hybrid-Zugang und bisher verwendete Verschlusssysteme
4.2.2 Bildgebung in der Hybridtherapie

4.3 Evaluierung des Verschlusssystems im follow-up
4.3.1. Echokardiographie, Stressechokardiographie und MRT-Untersuchung
4.3.2 Hamodynamik

4.4. Untersuchungen zur Biokompatibilitit des neuartigen Patchsystems
4.4.1 Beurteilung der Vertraglichkeit des Nitinols
4.4.2 Histopathologische Aufarbeitung der Explantate

4.5 Limitationen des neuartigen Verschlusssystems

5. Zusammenfassung und Ausblick
6. Abstract

7. Literaturverzeichnis

8. Abbildungsverzeichnis

9. Tabellenverzeichnis

10. Eidesstattliche Erkldrung

11. Danksagung

12. Lebenslauf

51
51
52
52
53
53
55
58

60
60
61
61
64
66
66
68
69
69
70
72

74
77
79
101
105
106
107
108




Abkiirzungsverzeichnis

Al Aorteninsufhizienz

ADO Amplatzer duct occluder

AK Aortenklappe

ASD Vorhofseptumdefekt (Atrioseptaler Defekt)
ASO Amplatzer septal occluder

ASS Acetylsalicylsaure

AVSDO Amplatzer VSD occluder

AU Abschlussuntersuchung

BGA Blutgasanalyse

cAVB Kompletter AV-Block

EMAH Erwachsene mit angeborenen Herzfehlern
ES Fractional-Shortening

HAES Hydroxyathylstirke

HLM Herzlungenmaschine

HT Herzton

ICR Interkostalraum

LA Linker Vorhof (linkes Atrium)

LV Linker Ventrikel

LRS Links-Rechts-Shunt

LSB Linksschenkelblock

MRT Magnetresonaztomographie
mVSD muskuldrer Ventrikelseptumdefekt
MVSDO  muscular VSD occluder

NaCl Natriumchlorid

NU Nachuntersuchung

p-a posterior nach anterior

PAP Pulmonal-arterieller Druck

PCWP Pulmonal-kapillarer Verschlussdruck (Wedge-Druck)

PDA persistierender Ductus Arteriosus
PEEP Positiver endexpiratorischer Druck
p-m. punctum maximum

pmVSD perimembrandser Ventrikelseptumdefekt

PS Pulmonalstenose
PII Pulmonalklappenschlusston
Qp Lungenblutfluss

Qs Systemblutfluss




SIRS
SSFP
RT3DE
RV
RVP
RVSD
TEE
TI

TK
VAC
VSD
ZVD

Systemic inflammatory response syndrome
Steady-State-Free-Precession
Real-Time-3D-Echokardiographie
Rechter Ventrikel
Rechtsventrikuldrer Druck
Residueller Ventrikelseptumdefekt
Transosophageale Echokardiographie
Trikuspidalklappeninsuffizienz
Trikuspidalklappe

Video-assistierte Cardioskopie
Ventrikelseptumdefekt

Zentralvenoser Druck



Einleitung

1. Einleitung
1.1 Definition, Privalenz und Atiologie der Ventrikelseptumdefekte

Im Jahre 1847 beschrieb der Augenarzt John Dalrymple in ,,A Diseased Heart in which the root of the Aorta
had an opening common to the two ventricles“(Dalrymple 1847) erstmals den anatomischen Befund eines
Ventrikelseptumdefektes (VSD). Zwanzig Jahre spater leistete Karl Freiherr von Rokitansky mit seinem Werk
» Die Defekte der Scheidewéinde des Herzens® einen weiteren wichtigen Beitrag zum anatomischen und klini-
schen Verstdndnis der Septumdefekte (Rokitansky 1875) und bereits vier Jahre spéter gelang es H. Roger rein
klinisch eine ,communication between the two ventricular cavities* (Roger 1879) zu diagnostizieren, der un-

komplizierte, isolierte Ventrikelseptumdefekt, der bis heute den Beinamen ,,Maladie de Roger® tragt.

Isolierte VSDs stellen mit einem Anteil von 20-30% die haufigsten aller angeborenen Herzfehlbildungen dar
(Hein 2005, Moons 2009), wobei Frithgeborene etwa doppelt so hédufig betroffen sind wie ihre termingebore-
nen Mitstreiter (Moe 1987). Durch die stetige Weiterentwicklung der prianatalen Diagnostik ist in den letzten
Jahren eine zunehmende Zahl an VSDs zu erkennen. Gleichzeitig steigt aber auch die Inzidenz der verzeichne-
ten Spontanverschliisse (Ramaciotti 1995, Roguin 1995). Insgesamt gesehen findet sich bei 50% aller Flle mit
komplexen Herzfehlbildungen, wie etwa einer Transposition der grofSen Arterien, einer Pulmonalatresie oder
einer Aorthenisthmusstenose ein zusétzlicher VSD (Minette 2006). Nicht selten ist der VSD dabei ein wichtiger

Garant fiir eine physiologische, und damit lebensrettende Himodynamik (Rao 1983).

Solch komplexe Fehlbildungen stehen haufig im Zusammenhang mit den unterschiedlichsten Chromosomen-
anomalien oder Dysmorphie-Syndromen wie dem DiGeorge-Syndrom (del. 22q11.2, 10-15% mit VSD) (McEI-
hinney 2003), die mit einer erhohten familidren Vererbungswahrscheinlichkeit verbunden sind (Stoll 1989).
Isolierte VSDs werden bei betroffenem viterlichem Elternteil mit einer Wahrscheinlichkeit von etwa 2% wei-
tervererbt; ist miitterlicherseits ein VSD aufgetreten, kann mit etwa 6-10% Wiederholungsrisiko gerechnet wer-
den (Nora 1991). Die molekulargenetischen Grundlagen der Entstehung kardialer Fehlbildungen, insbesonde-
re auch der Grundlagen der VSD-Entwicklung werden in den letzten Jahren zunehmend besser verstanden.
Es wurde bisher eine Vielzahl an veranderten Genabschnitten und Transkriptionsfaktoren gefunden, die mit
der Entstehung eines VSDs in Verbindung gebracht werden (Wang 2009, Reamon-Buettner 2009, Rajagopal
2007, Schott 1998) und auf zukiinftige Verbesserungen in Diagnostik und entsprechend zielgerichteter Thera-
pie hoffen lassen. Bei allen Untersuchungen zur Atiologie der VSDs sollte aber die multifaktorielle Genese nicht
vergessen werden, die auch sozio-kulturelle, Umwelt- und sogenannte ,Life-Style“-Faktoren mit einbezieht
(Roguin 1995). In einer finnischen Studie konnte so ein signifikant erhéhtes Auftreten von VSDs bei Sauglin-
gen festgestellt werden, deren Miitter entweder moderaten Alkoholkonsum im ersten Trimenon angaben, oder
auch respiratorische Infekte, Bluthochdruck oder Chemikalienexposition am Arbeitsplatz. Rauchen, Kaffee,
Cola, Diazepam, ASS, Andsthesie-Gase, Desinfektionsmittel und auch Pestizide schienen die VSD-Entstehung
dagegen nicht zu fordern (Tikkanen 1991, Batra 2007).
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Auch Untersuchungen zu eventueller Noxenexposition in der Landwirtschaft ergaben kein erhohtes Risiko
fiir Mitter aus landlichen Gebieten (Batra 2007). Durch die Wirkung der verschiedensten externen und in-
ternen Einflussfaktoren wird die Kardiomyozytenproliferation zum Stadium der Septumbildung entschieden
beeintrichtigt (Contreras-Ramos 2009, Qi 2007). Viele Autoren beschreiben die Entstehung des muskuldren
Ventrikelseptums als eine passive Aneinanderlagerung der wachsenden primitiven Ventrikelhéhlen (Sadler
2003, Oh'Rahilly 2001). Einer neueren europiischen Studie ist es dagegen gelungen ein ,,multi-step-model”
der Septumbildung nachzuweisen. Nach passiver Abgrenzung des apikalen Teils des muskuldren Ventrikelsep-
tums folgt ein aktives Einwachsen von Kardiomyozyten aus den rechten und linken Ventrikelanteilen. In ei-
nem dritten Schritt kommt es zum weiteren abschlieBenden Wachstum aus den dorsolateralen Septumanteilen
selbst (Franco 2006). Der membrandse Teil des Septum interventrikulare wird etwas spater im Zusammenhang
mit der Unterteilung der Conus-Truncus-Region gebildet (Sadler 2003). Je nach Zeitpunkt der Myozytenproli-
ferationshemmung wihrend der Ventrikeltrennung entstehen so die unterschiedlichen morphologischen Aus-

pragungen der Scheidewanddefekte.

Beziiglich der Nomenklatur der verschiedenen Defektformen gibt es bisher keine einheitlichen Richtlinien
(Anderson 1992). Eine neuere Studie aus den USA hat versucht die gingigsten und in der Klinik verwendeten
Schemata (nach Anderson und van Praagh) in einer iibersichtlichen Kategorisierung zusammenzufassen (Ja-
cobs 2000). Allen gemein ist jedoch die vor allem therapeutisch relevante Unterteilung in Defekte des memb-
ranosen und Defekte des muskuldren Teils des Ventrikelseptums (Soto 1980, Anderson 1984, Van Praagh 1989,
Anderson 1992). Dabei wird ein muskuldrer Defekt als komplett von Muskelgewebe umrandet definiert und
kann nach der Arbeitsgruppe von Anderson et al. im Inlet- (posterioren), Trabekuldr-, oder Outlet- (Infun-
dibulum-) Bereich des Septums liegen (Jacobs 2000, Minette 2006, Minette 2007). Da der trabekuldre Anteil
die grosste Flache (von membrandsem Septum bis zur Herzspitze) des Septum interventrikulare einnimmt,

werden Defekte hier nochmals in anterior, midmuskuldr und apikal eingeteilt (Jacobs 2000).

Diese gingigsten Schemata wiren demnach a) die Einteilung nach Anderson, die vier verschiedene Typen von
VSDs unterscheidet: Perimembrands (ein Teil des Randes besteht aus der fibrosen Kontinuitat zwischen Tri-
kuspidal- und Aortenklappe), pmVSDs, muskuldr (komplett muskular begrenzt), mVSDs, doubly-committed,
supracristal oder juxtaarteriell (die fibrose Kontinuitit zwischen Pulmonal- und Aortenklappe formt das Dach
des Defektes) und als viertes Defekte, die mit einem ,,Malalignment® des Outlet-Septums assoziiert sind. In-
nerhalb der verschiedenen Typen erfolgt eine weitere Kategorisierung in Inlet-, Trabekulér-, oder Outlet (Sy-
nonym: Infundibulér) (Abb. 1). Van Praagh et al. b) orientieren sich an der Embryologie und unterteilen das
interventrikuldre Septum in 4 Abschnitte: AV-Kanal-, muskuldrer, Septal-Band-, und Conusseptumbereich.

Ein Defekt kann in allen Teilen, sowie in ihren Ubergangsbereichen auftreten (Abb. 2).
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[ muscuLAr pEFECTS

- PERIMEMBRANOUE DEFECTE

| JUXTAARTERIAL DEFECT

Abb. 1: Einteilung der VSDs nach Abb. 2: Einteilung der VSDs nach

Anderson (aus Jacobs 2000) Van Praagh (aus Jacobs 2000)

1.2 Pathophysiologie und Bedeutung in der Klinik

Abhingig von ihrer Lage und ihrer Grofle verschliessen sich 25-50% der VSDs vor allem in den ersten drei
Lebensjahren spontan, muskuldre mit einer grofleren Wahrscheinlichkeit als perimembranése, 10% sogar
noch im Erwachsenenalter (Bloomfield 1964, Shirali 1995, Roguin 1995). Mit zunehmendem Durchmesser
und sinkendem Widerstandsverhaltnissen im Lungenkreislauf steigt auch das Shuntvolumen iiber den Defekt.
Ubersteigt der Lungenblutfluss (Qp) den Korperblutfluss (Qs) um das 1,5-fache (Shuntvolumen > 30%) wird
der Links-Rechts-Shunt (LRS) zunehmend himodynamisch wirksam: Es resuliert eine Volumenbelastung des
linken Vorhofs (LA) und des linken Ventrikels (LV). Weiter steigende Shuntvolumina (Qp:Qs = > 2:1) fithren
schliefllich zu einer zusétzlichen Druckbelastung des rechten Ventrikels (RV) und des Pulmonalkreislaufes bis
hin zur Shunt-Umkehr und dem Eisenmenger-Syndrom als die fortgeschrittenste Form des pulmonal-arteriel-
len Hypertonus (Gall 1961, Park 2007, Schuhmacher 2008, Beghetti 2009).

Abhingig von der Grofie des Defektes, dem Shuntvolumen und dem pulmonalen Widerstand (Minette 2006)
entwickeln Patienten mit VSD eine progrediente Herzinsuffizienz, zeigen Zeichen von Wachstums- und Ent-
wicklungsverzogerungen, Blasse, Kurzatmigkeit, Arrhythmien, Aortenklappeninsuffizienz (AI) und infektiose
Endokarditiden (Hein 2005). Um ein Eisenmenger Syndrom zu vermeiden, sind grofiere Defekte bereits im
Sauglingsalter therapiebediirftig, da bereits nach 12 Monaten mit pulmonalem Hochdruck irreversible Schaden

an den Lungengefiflen auftreten (Kuribayashi 1994).

Bei der klinischen Untersuchung kann palpatorisch bei kleinen und mittelgrofSen Defekten ein systolisches
Schwirren iiber dem 4. Intercostalraum (ICR) parasternal erfasst werden. Bei grofSen Defekten und nahezu an-
geglichenen intrakardialen Druckverhiltnissen fehlt dieses Phanomen. Stattdessen tritt ein nach links verlager-
ter Herzspitzenstof$ mit Pulsus celer et parvus, bei ausgeprégter Al ein Pulsus celer et altus, in den Vordergrund.

Auskultatorisch prasentieren die Patienten bei kleinen Defekten unauffillige Herztone (HT). Mit zunehmender

10
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Grofle findet sich ein akzentuierter I. HT tiber der Herzspitze und ein atemvariabel weit gespaltener II. HT mit
betontem Pulmonalklappenschlusston (P II) und ein IV. HT (Vorhofton) im 3.-4. (ICR) links. Dagegen zeigen
bereits kleine Defekte auffillige Herzgerausche im Sinne eines hochfrequenten 2-5/6 Proto- bis Mesosystoli-
kums mit punctum maximum (p.m.) im 3.-4. ICR links parasternal. Bei grofleren VSDs geht dieses in ein lau-
tes, hochfrequentes Holosystolikum {iber, wird bei sehr grofSen Defekten und pulmonalem Hochdruck wieder
leiser und wandelt sich in ein weiches frithdiastolisches Decrescendo mit p.m. im 2.-3. ICR links parasternal
(Pulmonalisinsufhizienz- bzw. Graham-Steel-Gerdusch) um. Ein leiser werdendes Systolikum mit zunehmen-
der Betonung des PII stellt bereits ein Alarmzeichen mit Hinweis auf das drohende Eisenmenger-Syndrom
dar (Schuhmacher 2008). Elektrokardiographisch findet sich ein Steil- bis Linkslagetyp mit P-sinistrocardiale;
mit zunehmender RV-Belastung auch ein Rechtslagetyp. Entsprechend der Grof3e des VSDs und finden sich
Zeichen der linksventrikuldren, biventrikuldren oder auch rein rechtsventrikuldren Hypertrophie. Bei grofSen
VSDs kommt es zunehmend zu ErregungsriickbildungsstoANrungen vor allem in den rechtsseitigen Ableitun-

gen mit ST-Senkungen, T-Abflachung und TInversionen (Park 2007, Schuhmacher 2008).

In der konventionellen posterior nach anterior (p.a.) Rontgenaufnahme zeigen Herzen mit kleinen VSDs ei-
nen Normalbefund. Erst mit steigendem Shuntvolumen wird der Herzschatten deutlich breiter und nach links
verlagert, wobei die Herzspitze als Zeichen der Linksherzdilatation in den Zwerchfellschatten taucht. Wah-
rend der Truncus pulmonalis prominent erscheint und der vergroflerte LA die Trachelbifurkation auseinander
dringt, stellt sich die Aorta eher verschmalert dar. Im seitlichen Strahlengang findet sich eine Einengung des
Retrokardialraumes bei vergroflerten und nach dorsal verlagerten LA und LV. Ein Anstieg des Widerstandes
im Lungenkreislauf resultiert in einer zunehmenden Rarefizierung der Pulmonalgefife zur Peripherie hin. Bei
fixiertem pulmonalem Hypertonus schliefdlich, dominiert die RV-Hypertrophie mit angehobener Herzspitze,
nur noch gering vergrofiertem LA und LV und sehr schmalem Aortenschatten. Das Pulmonalissegement bleibt

dagegen weiterhin prominent mit deutlichem Kalibersprung zu den peripheren Gefiflen.

11
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In der Diagnostik der VSDs hat sich in den letzten vier Jahrzehnten die Echokardiographie zur Methode der
Wahl entwickelt. Als nicht-invasive Moglichkeit Morphologie, Fehlbildungen und die hamodynamischen Ef-
fekte des Defektes duflerst genau darzustellen hat sie sich neben anderen bildgebenden Verfahren als kosten-
und zeiteffektivste Methode etabliert (Kleijn 2009). Auch aus Interventions- und Operationsplanung ist die
vorherige Ultraschalluntersuchung nicht mehr wegzudenken (Hoch 2002, Minette 2006). In den letzten Jahren
konnten durch die fortwdhrende technischen Verbesserung der 3D- und besonders der Real-Time-3D-Echo-
kardiographie (RT3DE) die bisherigen Limitationen immer weiter eingegrenzt und die préinterventionelle
Evaluierung noch weiter optimiert werden (Naqvi 2004). So kénnen durch die 3D-Aufsicht in Echtzeit die
anatomischen Begrenzungen der Septumdefekte und anliegende Strukturen sehr genau bestimmt werden, die
Shuntgroéfie gut quantifiziert und sogar die frither sehr schwer einzusehenden apikal-muskuldren Ventrikelsep-
tumdefekte wie unter chirurgischer Direktaufsicht (,,en face view™) dargestellt werden (Helmcke 1989, Kardon
1998, Hoch 2002, van den Bosch 2006). Die verbesserte raumliche Auflésung der 3D-Gerdte macht mittlerwei-
le auch den Einsatz bei sehr kleinen Herzen mit schneller Herzfrequenz méglich (van den Bosch 2006). Mit
den Echtzeit- Aufnahmen der transésophagealen Real-Time-Gerite konnen die operative und vor allem auch
die perkutane Implatation der Verschlusssysteme live begleitet und das Endergebnis sofort beziiglich Lagever-
héltnissen, Himodynamik und eventueller Restshunts evaluiert werden (Suematsu 2005, Vasilyev 2006, Hisagi

2009, Lodato 2009, Perk 2009).

Neben den verschiedensten Echokardiographiemethoden stellt die Magnetresonanztomographie (MRT) eine
zusitzliche ebenfalls nicht-invasive und sehr sensitive (90% Sensitivitat, Wang 2003) Untersuchungsmethode
in der VSD-Diagnostik dar. Gerade bei anatomisch komplizierten Fehlbildungen, wie etwa den supracristalen
Defekten lassen sich hier therapeutisch wichtige Fragestellungen beantworten. Auch in der Beurteilung des
Schweregrades eines Shunts und damit in der Indikationsstellung aller weiteren Therapiemdglichkeiten haben
MRT-Untersuchungsergebnisse einen hohen Stellenwert (Wang 2003). Zudem bietet sich das MRT beziiglich
der exakten Quantifizierung der Ventrikelvolumina, der Myokardmasse und daraus folgender Funktionsdia-
gnostik als strahlenarme Alternative zur Herzkatheteruntersuchung an (Kleijn 2009). Die neueste Generation
schneller Gradienten-Sequenzen, die segmentierten Steady-state-freeprecession- Sequenzen (SSFP-Sequen-
zen) zur Erfassung des gesamten Herzzyklus, gewinnen in der VSD-Diagnostik zunehmend an Bedeutung

(Hunold 2007).

Die definitive Therapie des VSDs orientiert sich im Wesentlichen an der Symptomatik des Patienten und der
Grofle des diagnostizierten LRS. Patienten mit kleineren, unkomplizierten Defekten mit einem Shuntvolumen
von < 30% werden lediglich routinemaf3ig nachuntersucht. Ein chirurgischer Verschluss wird derzeit bei grofien
Defekten (LRS > 50%) bereits im Sduglingsalter (unter 9 Monaten) angestrebt. Auch zusitzliche Fehlbildungen
des Herzens, stattgehabte Endokarditis, zunehmende Ventrikelgrofie, zunehmender pulmonaler Blutfluss tiber
den systemischen Fluss (Qp:Qs 1,5:1 — 2:1) oder Anzeichen eines ansteigenden pulmonal-arteriellen Wider-
standes gelten als Indikation zur VSD-Korrektur (Minette 2006, King 1999). Dabei ist der primédre Verschluss

soweit moglich dem pulmonal-arteriellen Banding vorzuziehen, welches haufig mit Schwierigkeiten bei Ent-
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fernung und Rekonstruktion der Pulmonalarterie, Pulmonalstenosen und einer hoheren kumulativen Letalitét

duch den Zweiteingrift verbunden ist (Schuhmacher 2008).

1.3 Bisherige Therapiemoglichkeiten der VSDs und ihre Grenzen

1.3.1 Chirurgische Therapiemoglichkeiten

Bereits zu Beginn der Ara der offenen Herzchirurgie wagte sich der Amerikaner Charles P. Bailey 1953 iiber
einen rechtsventrikuldren Zugang an den direkten Nahtverschluss eines VSDs. Trotz Hypothermie und Ok-
klusion der Venae cavae gestaltete sich die Lokalisation des Defektes und seiner Begrenzungen ohne direk-
te Aufsicht als duflerst schwierig. Bereits wenige Tage nach Operation war ersichtlich, dass ein hochgradiger
Restshunt verblieben war (Westaby 1994). Erst durch den Gedanken der extrakorporalen Zirkulation ge-
lang es Lillehei 1954 in einer spektakuldren Operation mit sogenannter ,,cross circulation“ einen VSD unter
direkter Sicht zu verschlieflen (Lillehei 1955). Dabei wurden die Vena jugularis interna zur vendsen Drai-
nage und die Arteria carotis communis fiir den Riickfluss des sauerstoffreichen arteriellen Blutes kaniiliert.
Als ,Donor® des sauerstoftangereicherten Blutes fungierte der Vater des Patienten {iber Kanniilen an Arte-
ria femoralis und der Vena saphena magna. Eine Motorpumpe sorgte fiir einen kontinuierlichen Fluss von
40 ml/kg Korpergewicht pro Minute zwischen den beiden Kreisldufen. Mit Einfithrung des von Gibbon ent-
worfenen Pumpen-Oxygenators zum Ersatz des menschlichen Sauerstoffdonors konnte der chirurgische Di-
rektverschluss ventrikuldrer Septumdefekte endgiiltig als Standardtherapie etabliert werden (Westaby 1994).
Bis heute stellt der chirurgische Verschluss mit oder ohne Patcheinnaht den Goldstandard der Therapie singu-
larer VSDs, sowie der Korrektur von VSDs mit assoziierten kardialen Fehlbildungen dar. Die Septumdefekte
koénnen meist unter direkter Aufsicht verschlossen und gegebenenfalls notwendige Zweiteingrifte in derselben
Sitzung durchgefithrt werden (Roos- Hesselink 2004, Aleem 2006). Der dazu notwendige kardiopulmonale
Arrest an der Herz- Lungen-Maschine (HLM) stellt bei allen Fortschritten der herzchirurgischen Therapie al-
lerdings bis heute einen ihrer grofiten Diskussionspunkte dar. Seit Einfithrung der extrakorporalen Zirkulation
1954 konnten grofie technische Verbesserungen erzielt werden und die Patienten-Kompatibilitat deutlich ge-
steigert werden (Edmunds 2004). Die Gefahren der systemischen Entziindungsreaktion (SIRS), der darauffol-
genden Odembildung und Enzephalopathie, sowie die Entstehung von Thromb- /Luftembolien sind allerdings
bis heute gegeben (Wildhirt 2001, Shann 2008). Uber die Langzeitauswirkungen auf den kindlichen Organis-
mus ist derzeit nur wenig bekannt. Allerdings konnte in einigen Studien bereits eine verlangsamte neurologi-
sche Entwicklung, insbesondere beziiglich motorischer Fertigkeiten, in kleinen Patienten nach Herzoperatio-
nen mit HLM nachgewiesen werden (Bellinger 1995, Bellinger 1999, Wypij 2003, Ballweg 2007, Gessler 2009).
Ein weiteres Problemfeld des chirurgischen Verschlusses ist der addquate Zugangsweg zu den verschiedenen
Lokalisationen der Septumdefekte. Bei nahe der Klappenebene gelegenen perimembrandsen Defekten wird

heute standardmaflig der transatriale Zugangsweg zur rechten Septumseite gewéhlt. Auch supracristale und
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Cono-Defekte lassen sich gut erreichen und zeigen gute Ergebnisse hinsichtlich Mortalitat, dem Auftreten von

Blockbildern, Rest-VSDs und Re-Operationen (Aleem 2006).

Bei Neugeborenen mit grof3en Defekten, muskuldr-apikalen, anterioren und multiplen muskuldren Defekten
(»swiss cheese septum*) dagegen, konnten bisher nur suboptimale Operationsergebnisse erreicht werden (Prét-
re 1999, Aleem 2006, Diab 2007). VSDs auf Hohe oder unterhalb des Moderatorbandes konnen transatrial nur
schwer eingesehen werden. Die ausgeprigte Trabekularisierung des RV sowie die zunehmende Hypertrophie
bei langer bestehender Rechtsherzbelastung behindern eine konkrete Lokalisation des Defektes und Platzie-
rung des verschlieflenden Patches (Prétre 1999, Padalino 2000). Auch bei direktem Zugang {iber eine rechts-
ventrikuldre Inzision ist das Problem der schwierigen Defektlokalisation nach wie vor gegeben. Padalino et
al. publizierten den Versuch einer tiefen infundibuldren Inzision des rechten Ventrikels zur direkten Aufsicht
apikaler VSDs. Mit sehr geringer Mortalitit und ohne nachweisbare Restshunts scheint dies der geeignetste
Zugang zu apexnahen Defekten zu sein. Zudem konnte in der Studie von Geva et al. nachgewiesen werden, dass
der bei Padalino et al. inzidierte infundibuldre Ventrikelbereich lediglich 20% zum Gesamt-Herzzeitvolumen
beitrdagt. Der Hauptteil des Herzzeitvolumens (80%) wird hiernach durch die Arbeit des Inlet- und apikalen
Bereichs der linken Kammer gestellt.

Der bisher bei apikal gelegenen Defekten verwendete Zugang iiber eine fischmaulartige Inzision am links-
ventrikuldren Apex ermdglicht zwar eine freie Sicht auf die gleichmafige Oberflache der linken Septumseite
(Wollenek 1996, Prétre 1999), zeigt andererseits aber oft vielbestatigte Komplikationen wie linksventrikulédre
Dysfunktion und Arrythmien durch Narbengewebe, Aneurysmabildung und schlechte Langzeit-Ergebnisse
(Hanna 1999, Liu 2008).

Wollenek et al. dagegen konnten im Langzeit-Follow-up auch 11 Jahre nach linksventrikuldrem Zugang gute
funktionelle Ergebnisse ohne Wandabnormalitdten aufzeigen. Aber wie auch Liu et al. bemessen sie der praope-
rative Diagnostik entscheidende Bedeutung zu. Um gute Langzeit-Ergebnisse zu erzielen sollte ein derartiger
Zugangsweg daher nur bei selektivem Patientengut angewendet werden (Wollenek 1996, Liu 2008). Gerade bei
solch schwierigen Therapieentscheidungen wird daher zundchst in der Hoffnung auf einen Spontanverschluss
und/oder Verkleinerung des VSDs ein palliatives pulmonalarterielles Banding bevorzugt und dessen mogliche

Komplikationen in Kauf genommen (Wollenek 1996, Schumacher 2008).

1.3.2 Interventionelle Therapiemdoglichkeiten

Lange Zeit war dem Herzkatheterlabor der rein diagnostische Aspekt vorbehalten. Evaluation der kardialen
Hédmodynamik und der Druckverhiltnisse, Beurteilung der Koronarien und Myokardbiopsien nach Herz-
transplantation stellten den Hauptteil der téglichen Eingriffe dar. Dabei war es Rubio-Alvarez in Mexiko bereits

1953 gelungen eine Pulmonalklappenstenose interventionell zu inzidieren (Rubio-Alvarez 1953). Der Eingriff
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geriet aber bald in Vergessenheit. Erst knapp 13 Jahre spéter legten Rashkind und Miller den Grundstein der
interventionellen Kinderkardiologie: Die Ballon-Atrioseptostomie (Rashkind 1966). Etwa zur gleichen Zeit
erprobte auch Porstmann die Moglichkeit eines rein kardiologisch interventionellen Korrektureingriffs. Mittels
eines Ivalon- (Polyvinyl) Propfens gelang es ihm einen persistierenden Ductus arteriosus (PDA) zu verschlies-
sen und damit die erstmalige Machbarkeit einer interventionellen Shunt-Okklusion zu beweisen (Porstmann
1967). Zehn Jahre spater setzten Mills, Kings et al. den ersten Entwurf einer Doppelschirmprothese fiir den
interventionellen Verschluss von Vorhofseptumdefekten (ASDs) und PDAs in fiinf Patienten erfolgreich ein.
In einem spaten Follow-up nach 27 Jahren konnten in vier der damals fiinf Patienten gute Langzeitergebnisse

dieser Systeme gezeigt werden (Mills 1976, Mills 2003, Abb. 3).

Abb. 3: Links: Mills-Kings’ ,, Double-umbrella-device; Rechts: Postmortem Fotographie eines von Endothel tiberwachsenen Systems

(aus Mills et al. 2003)

Allerdings benétigte das ,,Mills-Kings double-umbrella device® wie auch der von Porstmann verwendete Iva-
lon-Propfen selbst fiir das vendse System unverhéltnismaflig grofie Schleusen, so dass es im klinischen Ge-
brauch nicht weiter verwendet wurde (Mullins 1998). Bis Ende der 90er Jahre wurde eine Vielzahl verschiede-

ner Systeme zum Verschluss atrialer Septumdefekte entwickelt und auch erfolgreich eingesetzt (Abb. 4).
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ADbD. 4: Verschiedene Schirmsysteme, die zur Therapie des VSDs eingesetzt wurden: A, Rashkind Doppelschirm; B, Sideris ,, But-

toned System®; C und D, ,,Clamshell System*, spdter in ,,Cardioseal umbenannt; (Bilder der Arbeitsgruppe Hijazi 2001)

Die Verwendung zum Verschluss von VSDs blieb dabei geringen Fallzahlen mit mehr oder minder grofiem
Erfolg vorbehalten (77-100% ohne residuellen Shunt (RVSD), Wahl 2009): Rashkind 1977, Lock 1988, Sideris
1997, Kalra 1999, Latift 1999, Thanopoulos 1999, Tofeig 1999, Hijazi 2000 u.a. (Tab. 1).
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Autoren

Anzahl der Pati-
enten

Diagnose

Verschlusstechnik

Verschlussergeb-
nisse und Kompli-
kationen

Lock et al. 1988 6 3 post-In- Rashkind double 5/6 RVSD, 4 ver-
farktVSDs, 3 umbrella storben, 1 Kom-
pmVSDs, 1 mVSD plettverschluss

O’Laughlin et al. 1989 1 RVSD nach Rashkind double Verkleinerung des
Fontan-Operation | umbrella Shuntvolumens

Bridges et al. 1990 12 pm-und mVSDs Rashkind double Verkleinerung des

umbrella Shuntvolumens

Preminger et al. 1994 7 mVSDs Rashkind double Verkleinerung des

umbrella Shuntvolumens

Van der Velde 1994 29 mVSDs Bard Clamshell 83% RVSDs

etal.

Rigby et al. 1994 13 pmVSDs Rashkind double 10/13 erfolgreich

umbrella platziert

Vogel et al. 1996 1 pmVSD Rashkind double RVSD, Perforation

umbrella der Aortenklap-
pe, chirurgischer
Verschluss

Sideris et al. 1997 25 15 pmVSDs, 3 Buttoned device 18/25 erfolgreich

mVSDs platziert, 5/18
RVSDs, 1 cAVB

Leeetal. 1998 1 Post-Infarkt-VSD | Amplatzer septal Trivialer Restshunt

occluder (ASO)

Tofeig et al. 1998 1 mVSD Amplatzer VSD Trivialer Restshunt

occluder (AVSDO)

Thanopoulos etal. | 1999 6 mVSDs AVSDO Kein RVSD, 2

transiente LSBs

Janorkar et al. 1999 16 mVSDs Rashkind double 2/16 verstorben,

umbrella 9/16 RVSD direkt
nach Verschluss,
5/16 RVSD nach 6
und 12 Monaten

Latiff et al. 1999 1 mVSD Gianturco coil Kleiner Restshunt

Kalra et al. 1999 30 28 pmVSDs, 2 Rashkind double 87% erfolgreich
mVSDs umbrella platziert, 30%

RVSDs, 1 embo-
lisiert

Rodes et al. 2000 1 mVSD Amplatzer duct Kein RVSD nach 4

occluder (ADO) Monaten

Tab. 1: Arbeiten zum VSD-Verschluss bis 2000 mit variablen Verschlusssystemen

(Arbeitsgruppe Hijazi 2001); cAVB = kompletter AV-Block, LSB = Linksschenkelblock
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Die ASD-Verschluss-Systeme konnten hier den Anforderungen zur Verwendung im perimembrandsen und
muskuldren Ventrikelseptum nicht geniigen. Geringe Flexibilitit des Materials, grofe Schleusen (>10F), kom-
plexe Implantationstechnik, fehlende Repositionsund RiickzugsmoANglichkeit, Beeintrichtgung der Funktion
von Aorten (AK)- und Trikuspidalklappe (TK) sowie eine hohe Rate residueller Shunts (35-100%) verhinder-
ten einen breitflachigen Einsatz der interventionellen Systeme und machten den VSD-Verschluss lange zu einer

der grofien Dominen der Herzchirurgie (Arora 2004, Wahl 2009).

Erst mit Einsatz neuerer modifizierter und speziell fiir den Gebrauch am Ventrikelseptum einsetzbaren Device
wie Nit-Occluder und Amplatzer-Systeme (Abb. 5 und 6) riickte der interventionelle VSD-Verschluss wieder
mehr ins Licht des wissenschaftlichen Interesses. Nach initial sehr guten Verschlussraten, einfacher Handha-
bung und der Moglichkeit, eigens fiir perimembrandse oder muskuldre VSDs entwickelte Devices einzusetzen,
verdrangten die Amplatzer-Systeme alle bisher verfiigbaren Verschlusssysteme weitgehend vom Markt. Fiir
den Nit-Occluder sind bisher nur Einzelstudien und keine tibergreifenden Ergebnisse bekannt (Arora 2003,

Ewert 2004, Michel-Behnke 2005).

.
S

AR

Abb. 5.1: Amplatzer Systeme, die bisher fiir den Verschluss von VSDs genutzt wurden. Obere Reihe: Kommerziell erhiltliche
Amplatzer Verschlusssysteme. Okkluder fiir A) ASDs; B) PDAs; C) mVSDs.

Abb. 5.2: Prototypen neuer Bauart; D) konzentrischer Okkluder, E)/F) exzentrische Okkluder (Arbeitsgruppe Hijazi 2001).
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Abb. 6: Pfm-Nit-Occluder. A) und B) Nit-Occlud-VSD-Spiralen mit eingewebten synthetischen Fasern fiir den schnelleren Ver-

schluss durch erhéhte Thrombogenitit; C) Nit-Occlud-PDA-Device (Abbildungen der Fa. Pfm AG, Koln)

Nach erstmaligem Einsatz der neuen, fiir das Ventrikelseptum bestimmten Amplatzersysteme an Hunden 1999
mit 100%-iger Verschlussrate (Amin 1999 (B)) konnten Tofeig et al. 1999 die erste Implantation am Menschen
mit minimalem Restshunt durchfithren. In den nachfolgenden Jahren stiegen die Fallzahlen der perkutan ver-
schlossenen VSDs rapide an (Hijazi 2000, Chessa 2002, Hijazi 2002, Arora 2003, Bass 2003, Thanopoulos 2003,
Arora 2004, Ewert 2004, Holzer 2004, Pedra 2004, Michel-Behnke 2005, Thanopoulos 2005, Butera 2006, Fu
2006, Carminati 2007, Diab 2007, Chessa 2008, Bjornstad 2009).

Mit erfolgreich durchgefiihrten Eingriffen in 87% - 100% der Fille, erfolgreichem Verschluss von im Schnitt
96% und niedriger Komplikationsrate (2,28% schwerwiegende Akutkomplikationen) ist der interventionelle
Verschluss in erfahrenen Hénden und selektiertem Patientengut dem chirurgischen ebenbiirtig (Butera 2007,
Carminati 2007, Zheng 2009).

Mit zunehmenden Fallzahlen fiel allerdings auch immer mehr das Auftreten von kompletten AV-Blécken
(cAVBs) bei interventionellem Verschluss perimembrandser Ventrikelseptumdefekte ins Gewicht (3,6% bei
Butera et al. 2006, 8,6% bei Fu et al. 2006, 5,0% bei Carminati et al. 2007, 22% bei Predescu et al. 2008, 4% bei
Bjornstad 2009). Wahrend auch beim chirurgischen Verschluss in bis zu 5% mit dem Auftreten eines komplet-
ten AV-Blocks direkt nach dem Eingriff nahe des Reizleitungssystems zu rechnen ist, kam es bei den perkutan
therapierten Patienten vor allem auch im follow-up weit nach Entlassung zu dieser lebensbedrohlichen Rhyth-
musstorung (3,6% bei Butera 2006 nach 24 Monaten follow-up, 2% bei Holzer 2006 nach 6 Monaten follow-up,
1,5% bei Carminati 2007 nach 4, 7 12 und 18 Monaten, Einzelfallbeschreibung bei Yalonetsky 2009 nach einem
follow-up von 3 Jahren). Auch wenn weiterhin gute Verschlussraten erzielt werden konnten besteht derzeit
aufgrund der Gefahr des Auftretens spiter cAVBs der allgemeine Konsensus vor weiterer Implantation der
Amplatzersystems fiir pmVSDs die Entwicklung neuerer, risikodrmerer Systeme abzuwarten.

Mit Abstand zum Reizleitungssytem ist das Auftreten cAVBs bei interventionellem Verschluss von mVSDs eher
selten. Mit 0,8 % permanenten Leitungsstérungen liegt die Inzidenz bei Carminati et al. unter der Inzidenz bei
chirurgischem mVSD-Verschluss (Carminati 2007). Vielmehr gibt es nach wie vor eine ganze Reihe an Kri-
terien, die die Selektion des fiir den interventionellen Eingrift geeigneten Patientengutes stark einschranken.

Auch in sehr erfahrenen Zentren und unter optimaler Ausschopfung der bildgebenden Technik zeigt sich ein
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deutlich erhohtes prozedurales Risiko fiir Patienten unter 5 kg. Gewicht und Alter korrelieren bei diesen Ein-
griffen signifikant mit dem Auftreten frither schwerwiegender Komplikationen (Holzer 2004, Carminati 2007,
Diab 2007). Limitierter vaskuldrer Zugang, mogliche haemodynamische Instabilitit, Rhythmusstérungen und
Klappenschdden durch Manéver der Katheter machen den interventionellem Verschluss in kleinen Patienten
zu einer groflen Herausforderung fiir die behandelnden Arzte (Bacha 2005 (A), Carminati 2007, Phillips 2009).
Gerade im frithen Sauglingsalter allerdings wire ein zeitnaher und definitiver Verschluss erstrebenswert, um
die Auswirkungen eines himodynamisch wirksamen Shunts auf Herz- und Lungenfunktion méglichst gering
zu halten und die Nachteile des palliativen ,,Bandchens® wie das Risiko des Zweiteingriffs mit Komplikationen
bei Entfernung des Biandchens, Entwicklung einer infundibuldren Pulmonalstenose (PS) und Entwicklung ei-

ner Subaortenstenose oder - insuffizienz, zu umgehen (Schuhmacher 2008).

1.3.3 Die Hybridtherapie

Der Begriff der sogenannten ,,Hybridtherapie®, wie er heute in der Kardiologie und Herzchirurgie verwendet
wird, bezeichnet eine Kombination aus chirurgischen und interventionellen Techniken mit dem Ziel die The-
rapie angeborener und erworbener Herzerkrankungen zu optimieren und deren Limitationen zu reduzieren
(Bacha 2005 (A)). Bhati et al. verwendeten diesen Begriff erstmals 1972 zur Beschreibung einer chirurgisch
interventionellen Anlage eines Blalock-Taussig-Shunts (Bhati 1972).

Die ersten Versuche VSDs in Hybridtherapie zu verschlieffen fanden unter extrakorporaler Zirkulation mit
Hilfe eines Rashkind-Doppelschirm-Implantates statt. Dieses wurde in 8F — 11F Schleusen appliziert. Nach
Eroffnung des RA wurde die jeweilige Schleuse iiber die Trikuspidalklappe in den RV und von dort iiber den
VSD in den LV vorgeschoben. Hier konnte so zunéchst der distale Anteil des Verschlusssystems entfaltet wer-
den. Anschlieflend folgte unter Riickzug der Schleuse in den rechten Ventrikel die Entfaltung des proximalen
Anteils. Zur zusétzlichen Sicherung wurde der Rashkind-Doppelschirm hier mit zwei Stichen am rechtsventri-
kuldren Septummyokard fixiert (Chaturvedi 1996).

Die Ergebnisse dieser ersten Hybrideingriffe konnten allerdings nicht iiberzeugen: Die Rate der Fehlversuche
lag bei 20-40% mit einer Mortalitdtsrate von 14-25% (Fishberger 1993, Chaturvedi 1996, Murzi, 1997, Okubo
2001). Die erste Implantation ohne HLM am schlagenden Herzen wurde 1998 von Amin et al. durchgefiihrt
(Amin 1998).
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Zu den Vorteilen eines solchen Eingriffs in Hybridtherapie zahlt vor allem das Vermeiden der HLM, die sofor-
tige Kontrolle des Verschlussergebnisses am schlagenden Herzen und Minimierung der Risiken rein interven-
tioneller Methoden wie Klappenschiaden und hamodynamische Instabilitdt (Bacha 2003, Crossland 2008). Bei
Korrektur komplexer Herzfehler konnte die Bypasszeit deutlich vermindert und die Komplexitit des Eingriffs
insgesamt reduziert werden (Hjortdal 2002). Bei einfachem VSD-Verschluss wire ein minimalinvasiver Zu-
gang moglich. Da oftmals kein vaskuldrer Zugang nétig ist, konnte die Hybridtherapie auch in Séduglingen und
Kleinkindern unter 5 kg und schwierigem Gefaf3status durchgefiithrt werden (Bacha 2005 (A), Philipps 2009).
Mit zunehmender technischer Verbesserung der Verschlusssysteme hin zum selbstzentrierenden Implantat,
groferer Flexibilitidt der Systeme und Nutzung der transdsophagealen oder epikardialen Echokardiographie
konnten in den letzten Jahren erste vielversprechende VSD-Verschlussstudien zur Hybridtechnik gezeigt wer-
den (Bacha 2005 (A), Bacha 2005 (B), Diab 2005, Bacha 2007, Crossland 2008). Allerdings zeigen die bisher
verfligbaren Systeme, die zum Verschluss muskuldrer VSDs entwickelt wurden, immer noch zahlreiche Limi-
tationen, die den flichenhaften Einsatz im Klinikalltag verhindern. So beschreiben Bacha et al. zum einen das
Auftreten von Trikuspidalklappeninsufhizienzen (TIs) durch Anschlagen der Klappensegel an das vorstehende,
grofivolumige Verschlusssystem oder Beeintrichtigung der Sehnenfiden. Zudem fiithrten Probleme bei Ent-
faltung der rechtsventrikuldren Scheibe der AVSDOs im stark trabekularisierten rechten Ventrikel zu Fehlpo-
sitionierung und konsekutivem Restshunt (Bacha 2007). Crossland et al. weisen darauf hin, dass die geringen
Fallzahlen der bisherige Hybridstudien bisher keine Riickschliisse beziiglich der Mortalititsraten, des Langzeit-
verhaltens und -sicherheit der Verschlusssysteme zulassen. Weiterfithrende Studien zum Einwachsverhalten
und der Gefahr spater Embolusbildung der Systeme sind fiir die weitere Entwicklung wichtig (Crossland 2008,
Scheuermann 2006, Vogt 2009). Diab et al. betonen dariiber hinaus, dass fiir den Erfolg der Hybridtherapie der
mVSDs der weitreichende Einsatz bildgebender Verfahren eine essentielle Rolle spielt (Diab 2005).

Aus diesen Ausfiihrungen lésst sich ableiten, dass nach diesen aufSerordentlich vielversprechenden Ansétzen
zur Hybridtherapie der mVSDs ein grofSer Bedarf an weiterfiihrenden therapeutischen Strategien und neuen,

optimierten Verschlusssystemen besteht.

Dabher etablierte unsere Arbeitsgruppe zunichst ein Grofdtiermodell zur artifiziellen Schaffung von mVSDs
(Kozlik-Feldmann 2008 (A)). In der Fachliteratur existiert bislang kein Bericht eines Grofitiermodells mit ei-
nem angeborenen muskuldren Defekt. Bei den vor allem wéhrend der Amplatzer-Versuchsreihen verwende-
ten Tieren handelt es sich um Minischweine der Yucatan-Rasse mit angeborenen perimembranésen VSDs
(Swindle 1990, verwendet u.a. bei Amin 1999 (B), Gu 2000, Amin 2004). Diese dirfen zudem nicht vom ame-
rikanischen in den européischen Raum exportiert werden und stehen daher hierzulande nicht als Tiermodell
zur Verfiigung. Kozlik-Feldmann et al. ist es in einer ersten Tiermodell-Studie gelungen in allen verwendeten
Versuchstieren einen relevanten mVSD zu kreieren und so eine wichtige Grundlage fiir alle nachfolgenden Ver-

suchsreihen der Arbeitsgruppe zu schaffen. Die verwendete Technik wird unter 2.2 ausfiihrlich beschrieben.

Die Bostoner Kooperationsgruppe um Professor del Nido et al. hatte bereits 2006 in ihrer Studie zum ASD-

Verschluss am schlagenden Herzen unter RT3DE und Video-assistierter Cardioskopie (VAC) ein neuartiges
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selbst-expandierbares ,,Patch-Verschlusssystem® verwendet (Vasilyev 2006). Dieses bestand aus einem faltba-
ren ,Nitinol“-Rahmen, in das ein Dacron-Patch eingespannt war. Nach Entfaltung und Platzierung vor dem
ASD wurde der Patch mittels kleiner V-formiger ,,Nitinol“-Klammern fixiert, welche iiber ein endoskopisches
Klammernahtgerit eingebracht werden konnten. AnschliefSend konnte der Rahmen vom Patch gelost werden.

Letzterer verschloss den ASD in allen funf Versuchstieren suffizient. (Abb. 7)

Abb. 7: Prototyp des Patchverschlusssystems aus der Publikation des Bostoner Kooperationsteams 2006, hier in der ex-vivo

Demonstration (Vasilyev 2006).

Der mit Hilfe von Dr. Franz Freudenthal von der pfm-AG in Kéln entwickelte Prototyp wurde zwei Jahre spéter
von der Arbeitsgruppe wieder aufgegriffen und im Zuge der préaklinischen Entwicklung einer neuartigen Hy-
bridtechnik zum mVSD-Verschluss angewandt. Unter RT3DE-Kontrolle gelang es das Patchsystem {iber eine
apikale linksventrikuldre Inzision vor dem mVSD zu platzieren. Uber eine zweite linksventrikulire Inzision

wurde der Klammerapplikator eingebracht und der Patch {iber dem mVSD befestigt (Abb. 8).
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Abb. 8: MVSD-Verschluss mit zweifacher linksventrikuldrer Inzision nach der Methode von Vasilyev 2008.

Wihrend die Bostoner Arbeitsgruppe vorrangig Aspekte einer neuartigen RT-3D-Echokardiographischen
Darstellung des mVSD-Verschlusses am schlagenden Herzen untersuchte, fokussierten sich Kozlik-Feldmann
et al. zeitgleich auf die technische Weiterentwicklung des Prototyps hin zu einer wahren Hybridtechnik nach
der Definiton von Bacha 2005. Zur Vermeidung einer zweifachen linksventrikuldren Inzision wurde das Ver-
schlusssystem unter Zusammenarbeit mit Herrn Freudenthal und Herrn Jung von der Pfm- AG so modifiziert,
dass eine Platzierung des Patchsystems {iber einen arteriellen Gefifizugang in interventioneller Herzkatheter-
technik moglich wurde. Da das System speziell fiir Patienten entwickelt wurde, die nicht unbedingt iiber einen
transatrialen VSD-Zugang versorgt werden konnen, verblieb als herzchirurgischer Anteil der neuen Hybrid-
technik der transventrikuldre Zugang fiir das Fixationsgerit (Ausfiihrliche Beschreibung von Material und
Methodik unter 2.3 - 2.5).

In der Grofitierstudie von Kozlik-Feldmann et al. 2008 konnte so an insgesamt 6 Versuchstieren ein kiinstlich
geschaffener mVSD erfolgreich verschlossen werden und die Machbarkeit der neu entwickelten Hybridtech-
nik ohne kardiopulmonalen Bypass gezeigt werden. Aussagen zu linksventrikularen Funktionsstérungen im
follow-up und histologische Ergebnisse zum Einwachsverhalten des Patches konnten aber in dieser Akutstudie

noch nicht erhoben werden, so dass sich die Notwendigkeit einer chronischen Versuchsreihe ergab.
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1.4 Biokompatibilitit bisheriger VSD-Verschlusssysteme

1.4.1 Die Bedeutung der histologischen Untersuchung explantierter Systeme

Die junge Disziplin der Hybridtherapie angeborener Herzfehler hat es geschaftt die Spannbreite fiir den Ein-
satz interventioneller Verschlusssysteme (Duct-Occluder, ASD-Schirmchen, VSD-Verschlusssysteme) enorm
zu erweitern. Die Studien um neue Implatate und Implantationstechniken umfassen dabei allerdings meist die
Machbarkeit der Methoden und klinische Ergebnisse (Sigler 2007). Die himodynamischen und histopatholo-
gischen Auswirkungen der eingesetzten Systeme auf den wachsenden Korper der jungen Patienten werden erst
seit kurzem zunehmend untersucht (Kreutzer 2001, Sigler 2005, Sigler 2006a, Sigler 2006b, Sigler 2007, Foth
2009, Vogt 2009). Bei den Tierstudien zur Biokompatibilitdt aus fritheren Jahren war aus Griinden der Zeit-
und Kosteneffektivitit keine Langzeitbeobachtung méglich (Kuhn 1996, Amin 1999 (A) , Amin 2004). Zur
genauen immunhistochemischen Evaluation beschrieb vor Foth et al. 2009 nur eine einzelne Forschergruppe
Ansitze einer solchen Explantatuntersuchung (Bauriedel 2007). Dabei werden die Implantate bei Kindern mit
angeborenen Shunt-Erkrankungen zum lebenslangen Verbleib im menschlichen Herzen entwickelt und auch
klinisch in dieser Intention eingesetzt (Sigler 2005, Sigler 2007, Foth 2009). Die Griinde fiir die bisher geringe
Anzahl an Untersuchungen zum Einwachsverhalten und der Gewebevertraglichkeit liegen wohl zum einen
an den geringen Fallzahlen der bis zum Jahr 2000 perkutan oder in Hybridtechnik implantierten Verschluss-
systeme, zum anderen aber auch an den hohen Anforderungen und dem hohen technischen Aufwand einer
histopathologischen Beurteilung des Untersuchungsmaterials (Sigler 2007, Foth 2009). Vor allem das Einbetten
in Kunstharz und die Schleif-Schnitt-Technik metall- oder ,,Nitinol“-haltiger Praparate benétigen dabei erfah-
rene Untersucher und spezialisiertes Equipment (Sigler 2000, Sigler 2006a, Sigler 2006b, Sigler 2007). Zudem
ergaben sich immer wieder technische Schwierigkeiten bei der immunhistochemischen Anfirbung des de-
plastinierten Untersuchungsmaterials. Quentin et al. publizierten 2009 eine neuartige Firbemethode, die eine
bessere Fixierung des Gewebes auf dem Glastridger garantiert und so die Deplastifikation und nachfolgende
histomorphometrische und qualitative Materialanalyse vereinfacht (Quentin 2009). Nach dieser Technik ge-
lang Sigler et al. erstmalig eine serielle Multicenter-Studie zu explantierten Verschlusssystemen in 10 humanen
Gewebeproben (Foth 2009). Hier konnte zum einen ein definierter zeitlicher Verlauf fiir das typische histopa-
thologische Integrationsverhalten der Systeme festgelegt werden (Tab. 10 unter 4.4.1.3), der die bisher gingige
Praxis der postinterventionellen antikoagulatorischen Therapie fiir mindestens 6 Monate unterstiitzt. Zum an-
deren konnte bei allen bislang verwendeten Verschlusssystemen eine entziindliche Fremdkorperreaktion des
angrenzenden Myokards beobachtet werden, die auch nach Jahren noch in chronischer Form persistiert und
deren Langzeitauswirkung noch in weiteren Studien zu priifen ist.

Gerade mit der rasch zunehmenden Anzahl der erwachsenen Patienten mit angeborenen Herzfehlern (EMAH)

wird auch der Langzeit-Biokompatibilitit perkutaner Implantate immer grofiere Be-
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deutung zukommen, so dass sie bei allen neu entwickelten Verschlusssystemen ein wichtiges Kriterium fiir

einen spateren Einsatz im klinischen Alltag darstellen wird.

1.4.2 Vertriglichkeit des ,,Nitinols“ als Grundbaustein perkutaner Implantate

»Nitinol“ ist ein Akronym fiir die Nickel (Ni)-Titan (Ti)-Legierung, die 1963 von Biihler und Kollegen in den
Naval (N) Ordnance (O) Laboratories (L) entwickelt wurde. Die Metallverbindung enthélt dabei zu 55% Ni-
ckelionen und zu 45% Titanionen. Nitinol ist nur gering temperatur- und druckempfindlich (Schmelzpunkt
1300°C), korrosionsfest und nicht magnetisch (Barras 2000). Durch die zusitzliche besondere Eigenschaft des
»Formgedachtnisses” sind Nitinol-Rahmenkonstrukte das ideale Ausgangsmaterial zur Verwendung in perku-
tan implantierbaren Systemen. Als ,,Formgedachtnis® bezeichnet man dabei die Féhigkeit der Metalllegierung
innerhalb eines definierten Temperaturbereichs oder einer definierten Belastungsspanne (,,Martensit“) um bis
zu 8% elastisch-plastisch verformbar zu sein (Singh 2007). Zuriick in der Ausgangslage (,, Austenit®) nimmt das
Nitinol die ihm in mehreren Metallverarbeitungsschritten eingepragte Form wieder an (siehe Hystereseschleife
Abb. 9). Die entsprechend dem anatomischen Nutzen vorgeformten ASD-, VSD- oder PDAVerschlusssysteme
konnen somit gefaltet, in Katheter eingebracht und intrakardial platziert werden. Dort werden sie vollig defor-

mationsfrei entfaltet (Barras 2000).

Leading - Austenite Phase

Stress (Load)

Unloading - Martensite Phase

Strain (Stretching)

Abb. 9: Hystereseschleife des Nitinols (aus Barras 2000)

Neben den vielen giinstigen Materialeigenschaften gab allerdings der Nickel-Anteil von 55% immer wieder
Anlass zur Diskussion der Vertraglichkeit Nitinol-haltiger Implantate (Ries 2003, Lai 2005). In Fallstudien
wurde von allergischen Reaktionen wie etwa Fieber, Atembeschwerden, Kopfschmerzen, Urtikaria, Odemen

bis hin zu Vorhofflimmern und Perikarditis berichtet (Dasika 2003, Fukahara 2003, Singh 2004, Lai 2005, Ri-
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gatelli 2007, Kim 2008). In wenigen Fallen war letztendlich die Explantation der Verschlusssysteme die einzige
verbleibende therapeutische Option (Dasika 2003, Fukahara 2003, Singh 2004). In Anbetracht der geschitzten
15% der Weltbevolkerung mit Nickel-Hypersensitivitat sind diese Fallberichte als seltene Einzelreaktionen zu
werten (Gordon 2009). Gerade aber fiir Patienten mit nachgewiesener Nickel-Hypersensitivitit ist es wichtig
die Vertraglichkeit Nitinolhaltiger Implantate weiter zu erforschen und den Krankheitsverlauf dieser Patienten

genau zu beobachten (Rigatelli 2007, Gordon 2009).

1.5 Ziele dieser Arbeit

Der Verschluss von mVSDs vor allem unterhalb des Moderatorbandes stellt nach wie vor eine Herausforderung
fir Kinderkardiologen und Herzchirurgen dar. Interventionelle Therapieversuche werden haufig durch zu ge-
ringes Patientengewicht und schwierigen vaskularen Zugang limitiert. Chirurgisch dagegen sind die Nachteile
des Einsatzes der HLM zu bedenken. Zusitzlich konnen tief apikal gelegene mVSDs iiber einen transatrialen
Zugang haufig nur unzureichend eingesehen werden. Die Hybridtherapie, welche chirurgische und interven-
tionelle Techniken kombiniert, ist ein neuer innovativer Ansatz zur optimierten Behandlung solch komplexer
angeborener Herzfehler. Bei den bisher dazu verwendeten Verschlusssystemen kam es allerdings immer wie-
der zu Komplikationen bei der korrekten Positionierung und zu Beeintrachtigung benachbarter Strukturen
des Erregungsleitungssystems und der Klappenapparate durch zu grofle, unflexible Implantate (Bacha 2005
(B), Bacha 2007, ) Hieraus lésst sich ableiten, dass nach vielversprechenden ersten Anséitzen im Einsatz der
bisherigen Hybridtherapien ein grofier Bedarf an Entwicklung und Evaluation optimierter, neuartiger Hybrid-
techniken besteht. Ziel der hier vorliegenden Dissertationsarbeit war es das von Kozlik-Feldmann et al. 2008
entwickelte Hybridsystem zum Verschluss von mVSDs im chronischen Tierversuch zu beurteilen. Wahrend
eines Beobachtungszeitraums von drei Monaten sollten Verschlussergebnis, Herzfunktion, Belastbarkeit der
Tiere mittels Herzkatheteruntersuchung, Echokardiographie, Stress-Echokardiographie und MRT-Funktions-
untersuchung nach 1 und 3 Monaten beschrieben und ausgewertet werden. Besonderes Augenmerk lag auf den
anschlieflenden histopathologischen Untersuchungen zur Biokompatibilitit des neu etablierten Patchsystems.
Dies ist nach unserem Wissen eine der ersten Studien, die das histopathologische Einwachsverhalten von VSD-

Polyesterpatches beschreibt.

26



Material und Methoden

2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Die Untersuchungen wurden an 15 klinisch gesunden ,,Gottingen Minipigs®™ beiderlei Geschlechts durchge-
fithrt (Abb. 10). Diese Schweinerasse wurde 1961-1962 am Institut fiir Tierzucht und Haustiergenetik der Uni-
versitdt Gottingen neu geziichtet und vereint das Erscheinungsbild des Minnesota Minischweins mit dem des
vietnamesischen Hingebauchschweins (Sambraus 2001). Uber eine Riickkreuzung mit dem deutschen Land-
schwein konnte der weifle Phianotyp geziichtet werden. Als besonderes Merkmal findet sich bei diesen Tieren
eine definierte Wachstumskurve mit einer maximalen Gewichtszunahme von 6 kg in 3 Monaten, im Gegensatz
zum deutschen Landschwein, das in 3 Monaten circa 75-90 kg an Gewicht zulegt (Glodek 1981, Baumung
1983). Heute werden die Miniaturschweine von der Fa. ELLEGARD GOTTINGEN MINIPIGS ApS,Sorg Land-

vej 302, Dalmose, Danemark, speziell als Versuchstiere aufgezogen.

—r T T T T T T T T T T T T T T T T T
01 23245 6 7 89101 121314151617 18 19 20 21 22 23 24
Age {months)

Abb 10: Gottingen Minipig® Abb.11: Wachstumskurve des Gottingen Minipigs®

Die fiir diese Studie verwendeten Miniaturschweine waren im Durchschnitt 8-10 Monate alt und erreichten ein
Korpergewicht von 18-25kg (Abb. 11).

Im Institut fiir Chirurgische Forschung des Klinikums Grofhadern wurden die Tiere in Tierboxen 4 1,5 x
2,0m gehalten. Jeweils zu zweit in einer Box untergebracht erhielten sie Wasser ad libitum sowie ein speziell
zugeschnittenes Pelletfutter (Kliba Minipig 3000, Kliba Nafag AG, Kaiseraugst, Schweiz) zweimal pro Tag. Die
Stalltemperatur betrug 21°C bei einer relativen Luftfeuchte von 60-70%; die Beleuchtung war in einem 12 Stun-
den Rhythmus geschaltet (Dunkelphase von 18 Uhr bis 6 Uhr). Von jeder Box bestand Zugangsmoglichkeit
zu einem 4,0 x 4,0m groflen, nicht-iiberdachten Auslauf. Zwo6lf Stunden vor der geplanten Intervention erhielt
das jeweilige Tier keine Nahrung mehr, Wasser stand ihm aber weiterhin zur freien Aufnahme zur Verfiigung.
Nach Versuchsabschluss erfolgte eine raumliche Trennung des frisch operierten Schweins von den noch nicht

operierten Tieren in einer extra eingerichteten ,, Aufwachbox®
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2.2 VSD-Modell

Da die verwendeten Gottingen Minipigs® im Gegensatz zu den Yucatan Micropigs®, die in den USA zu dhnli-
chen Interventionen verwendet werden (Amin 1999 (B)) nicht von Natur aus bereits einen Ventrikelseptumde-
fekt besitzen (pVSDs bei den Yucatan Micropigs®), musste der mVSD hier erst manuell geschaffen werden. Das
dazu notwendige Verfahren wurde in mehrmonatigen Vorversuchen etabliert (Kozlik- Feldmann 2008 (A)).

Abbildung 12 zeigt das verwendete Stichinstrument, das in Zusammenarbeit mit der Firma Miiller Instrumen-
te GmbH, Tuttlingen, speziell fiir diese Intervention entwickelt wurde. Es besteht aus einem ca. 20 cm langen
Trokar mit 7,5 mm Durchmesser, auf den eine scharf angeschliffene Hohlnadel aufgesetzt werden kann. Mit der
Spitze des Trokars erfolgt zundchst die linksventrikuldre Punktion. Anschlieflend wird dieser zuriickgezogen
und das extrakardiale Ende der Hohlnadel mit einem kleinen Verschlussstopfen verschlossen. Unter leichten
Drehbewegungen kann nun mit dem scharfen intrakardialen Anteil ein kreisrunder VSD aus dem Herzseptum

ausgestanzt werden (siche Abb 12, Abb. 19 und Abb. 20).

Abb. 12: Stanzgerdit zur Schaffung des mVSDs (Trokar, Hohlnadel und roter Verschlussstopfen)

2.3 Verschlusstechnik

Zum Verschluss des Defektes in Hybridtechnik wurde von Herrn Dr. Franz Freudenthal in Zusammenarbeit
mit der Firma Pfm in Koln ein gesondertes Patchsystem mit dem dazugehorigen Befestigungsgerit (,,Klam-
mernahtgerit) gefertigt. Der 0,1 mm dicke Nylon- Patch wird dabei mittels eines Nitinol-Drahtes (ebenfalls
0,1 mm) (Draht 2 in Abb. 13) auf einen 0,25 mm x 0,75 mm groflen Rahmen aufgespannt. Dieser Rahmen
wiederum wird aus einem zweiten Nitinol-Draht (in Abb. 13 Draht 1) gebildet. Die Umrandung des Patches
sowie die beiden tiberstehenden Drahtenden werden dabei von einem Polyethylenschlauch (Durchmesser 1,5
mm) umbhiillt, so dass aus letzteren ein etwa 30 cm langes Fithrungsendstiick entsteht. Der Patch mitsamt dem

Rahmen kann gefaltet und in eine 9F Schleuse eingebracht werden; an der gewiinschten Stelle aus der Schleuse
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geschoben entfaltet sich die Patchvorrichtung dank des Formgedichtnisses des Nitinols von selbst. Uber Zug
an Draht 2 kann der Patch nach Befestigung aus dem Rahmen gel6st werden (siehe auch Abb. 22).

Abb. 13: Das Patchsystem

Abb. 14: Das Klammerapplikationsgerit mit Nitinolklammern

Zur Befestigung des Patches an der Herzscheidewand wurde ein staplerdhnliches Nahtgerit verwendet, dessen
Spitze iiber eine 11-F-Schleuse, iiber die linksventrikuldre Wand, zum Septum vorgeschoben werden kann. Die

fiir dieses Gerit verwendeten Klammern bestehen ebenfalls aus Nitinol (Abb. 14).
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2.4 Studiendesign

Aus den Erfahrungen der Vorversuche, bestehend aus praktischen Ubungen am anatomischen Priparat (Rin-
derherz), Etablierung des ,,Defektstechens” und des Tiermodells im Akutversuch (Kozlik-Feldmann et al. 2008
(A), 2008(B) wurde ein Protokoll zum chronischen Versuchsverlauf erstellt (Tab.2):

1. Intervention (Tag 1)

Echokardiographische Funktionsunter-
suchung (FS, Klappeninsuffizienzen)

2. Intervention (Tag 30)

Echokardiographie s. Tag 1

3. Intervention (Tag 90)

Echokardiographie s. Tag 1

Rechtsherzkatheter: A. carotis /V. jugula-
ris externa rechts (Blutgasanalyse (BGA),
Hémodynamische Messungen, Ventriku-
lographie)

Rechtsherzkatheter: A. carotis /V. jugula-
ris externa links

Rechtsherzkatheter: A. femoralis /
V. femoralis rechts

Anterolaterale Thorakotomie

Ausleiten der Narkose und Extubation

Magnetresonanztomographie an drei
ausgewdhlten Versuchstieren

Setzen des Defektes

Euthanasie des Tieres und
Explantation des Herzens

Berechnung des Shuntvolumens (BGA,
Hémodynamische Messungen)

Makroskopische Beschreibung
des Herzens

Verschluss des Defektes

Pathologische Aufbereitung
(Histologie, Immunhistochemie, Elekt-
ronenmikroskopie)

Berechnung des Restshuntvolumens
(BGA, Himodynamische Messungen)

Echokardiographische Funktionsunter-
suchung

Thoraxverschluss, Ausleiten der Narkose
und Extubation

Tab. 2: Protokoll des chronischen Versuchsablaufes
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2.5 Versuchsdurchfiihrung

2.5.1 Anisthesie

Dem niichternen Versuchstier wurden zunichst intramuskular das Neuroleptikum Azaperon (Stresnil®, Jans-
sen-Cilag, Neuss, Deutschland; 2 mg/kg KG), das dissoziative Andsthetikum Ketamin (Ketamin 50 Curamed,
CuraMED Pharma, Karlsruhe, Deutschland; 10-15 mg/kg KG) und das Anticholinergikum Atropin (Atro-
pinsulfat®, Braun, Melsungen, Deutschland; 0,01 mg/kg KG) injiziert. Bei ausreichender Sedation wurde das
Schwein gewogen und ein vendser Zugang zur V. auricularis lateralis gelegt, iiber den zusitzlich 0,1 mg/kg KG
Midazolam (Dormicuma, Hoffmann-La Roche, Grenzach-Whylen, Schweiz) verabreicht wurden.

Im chirurgischen OP erfolgte nun die Rasur und Desinfektion der Operationsfelder (ventraler Halsbereich so-
wie linkslateraler Thoraxbereich) und nach einer initialen Bolusgabe des Hypnotikums Propofol (Disoprivan®
2%, AstraZeneca GmbH, Plankstadt, Deuschland; 1,5-2 mg/kg) die Intuion des Tieres (Tubus der Firma Willy
RUSCH GmbH, Kernen i. R., 6,5 mm Durchmesser). Maschinell beatmet wurde mit einem inspiratorischen
Sauerstoffflow von 50% und einem positiv endexpiratorischen Druck (PEEP) von 4 mmHg (Servo Ventilator
Sweden 900D, Siemens GmbH, Erlangen, Deutschland). Das Atemminutenvolumen und das Tidalvolumen
wurden so eingestellt, dass in der Blutgasanalyse ein arterieller pCO2 zwischen 35 und 45 mmHg gehalten wer-
den konnte. Zur Uberwachung der Beatmungssituation wurden zusitzlich in regelméfligen Abstinden auch
der arterielle pO2 und der pH-Wert bestimmt. Zum Schutz vor Austrocknung applizierte man dem Tier Au-
gensalbe (Bepanthen® Augenund Nasensalbe, Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland) unter beide Lider.
Die Narkose wurde iiber eine Dauerinfusion Propofol (0,1 mg/kg/min) und Fentanyl (Fentanyl®, R. Janssen
GmbH, Neuss, Deutschland; 1-3 mg/kg KG initial, dann 2,0 mg/kg KG/h) aufrechterhalten. Zur Fliissigkeits-
substitution wurde dem Tier 50 ml/h NaCl (Natriumchlorid 0,9%, Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad
Homburg, Deutschland) angereichert mit Magnesium (Magnesiocard® i.v., Vela-Pharm Arzneimittel, Tutzing,
Deutschland), und bei relevantem Blutverlust Hydroxyethylstarke (Voluven® 6% HES 130/0,4, Fresenius Kabi
Deutschland GmbH, Bad Homburg; frei tropfend) infundiert. Zusétzlich erfolgte zur Prophylaxe ventriku-
larer Arrhythmien die kontinuierliche Gabe von Amiodaron (Cordarex®, Sanofi-Synthelabo GmbH, Berlin,
Deutschland; 20 mg/kg/KG/d). Die physiologische Korpertemperatur wurde wahrend der gesamten Interven-
tion iiber eine Heizmatte aufrechterhalten und zur weiteren Kontrolle der Vitalfunktionen ein Pulsoxymeter
an den Schwanz des Tieres geklemmt und ein 4-poliges EKG-Kabel angeschlossen. Oxygenierung, EKG und
die Kérpertemperatur wurden wihrend der Operation konstant gemessen und aufgezeichnet (Siemens Sirecust
1281, Siemens GmbH, Erlangen, Deutschland).

Vor dem Rechtsherzkatheter iiber die V. jugularis externa und nach der Thorakotomie erfolgte die intravendse
Gabe von 10.000 Heparin (Heparin-Natrium Braun, B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland). Zur
Relaxation wihrend der Eréftnung der Brusthohle erhielt das Schwein eine Bolusinjektion von 4 mg Pan-
curonium i.v. (Pancuronium-ratiopharm?®, ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland ). Im weiteren Verlauf der
Intervention wurden 50 mg Methylprednisolon gegeben (Solu-Decortin® H 50 mg, Merck Pharma GmbH,

Darmstadt, Deutschland), um ein Zuschwellen des frisch gestochenen Defektes zu verhindern.
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Nach erfolgreicher Intervention und Wundverschluss die Narkose ausgeleitet und das Tier bei spontaner Ei-
genatmung extubiert. Die postoperative analgetische Versorgung wurde iiber die Gabe von Buprenorphin 1x
tgl. (Temgesic®, Essex Pharma GmbH, Miinchen, Deutschland 0.03-0,05 mg/kg KW i.v.) und Caprofen 2x tgl.
tiber drei Tage (Rimadyl®, Pfizer GmbH, Karlsruhe, Deutschland; 4 mg/kg KGW i.v., wenn moglich als Kauta-
blette) sichergestellt. Zusatzlich erhielten die Tiere das Antibiotikum Enrofloxacin (Baytril® 2,5%, Bayer Vital
GmbH, Leverkusen, Deuschland; 0,2 ml/kg KG/d) bis drei Tage postoperativ und iiber die gesamte dreimo-
natige Versuchsdauer tiglich 1x 100 mg Acetylsalicylsdure (ASS; Aspirin®, Bayer Vital GmbH, Leverkusen,
Deutschland) als antikoagulatorische Prophylaxe.

2.5.2 Erste Intervention (VSD und VSD-Verschluss)

Bildgebung

Die Basisuntersuchung (transthorakal) vor Beginn der Intervention wurde sowohl mit einem 2D- (Sonos 5500,
Philips Medical Systems GmbH, Niederlande) als auch mit einem 3D-Ultraschallgerat (IE33 Ultrasound Sys-
tem, Philips Medical Systems GmbH) durchgefiihrt. Der Prozess des Defektsetzens und des Patchverschlusses
dagegen wurde mit einer transdsophagealen Echokardiographiesonde (TEE-Sonde) der Stirke 5 Mhz verfolgt.
Durch eine kurze Inzision im 6. Rippenzwischenraum wurde die Sonde bis an das Herz herangefiihrt und unter
Bildkontrolle der Hinterwand angelegt. So konnten Bildschnitte dhnlich einer transésophagealen Echokardi-
ographie erzielt werden. Diese war hier aus technischen Griinden nicht méglich. Vor allem die Positionierung
des Patches und der ,,Klammervorgang“ erfolgten zusatzlich unter stindiger Rontgenkontrolle. Die epikardiale
(X7-2 Matrix-Transducer) 3D-Darstellung des Defektes und der Herzscheidewand nach erfolgreicher Platzie-

rung des Patches rundeten die bestindige Bildkontrolle der Intervention ab.

Operative Vorbereitung

Das Versuchstier wurde zunachst in Riickenlage gebracht und an Vorder- und Hinterlaufen fixiert. Nach echo-
kardiographischer Funktionsuntersuchung wurde der ventrale Halsbereich nochmals mit Iodlésung desinfi-
ziert (Braunol® 7,5%, B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland), und mit sterilen Tiichern abgedeckt.
Nun erfolgte eine etwa 3 cm lange Inzision rechts, parallel zur Trachea

und die Darstellung des M. sternocleidomastoideus. Medial des Muskels war die A. carotis externa aufzufinden.
In diese wurde nach Seldinger-Technik eine 9-F-Schleuse eingebracht. Die Kaniilierung der V. jugularis externa

lateral des Muskels erfolgte mittels einer 11-F-Schleuse (Abb. 15).
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Abb. 15: Schleusenzuginge am Hals des Tieres Abb. 16: Operationssitus thorakal

Die arterielle Schleuse wurde mit einem externen Druckabnehmer verbunden (Siemens Hemo 2, Siemens
GmbH, Erlangen, Deutschland) und auf Herzhohe geeicht. Am Anisthesiemonitor konnten jetzt systolische,
mittlere und diastolische Blutdruckwerte abgelesen werden. In die venose Schleuse wurde ein Swan-Ganz-Ka-
theter eingefiihrt (Criti Care™ SPS 107 TD Catheter, Becton Dickinson Critical Care Systems Pte Ltd., Singapur)
und ebenfalls mit einem Druckabnehmer verbunden und geeicht. Alle Schleusen, Katheter und Verbindungs-
systeme wurden vor dem AnschliefSen griindlich mit Natriumchloridlosung (NaCl) gespiilt um Messfehlern
und Luftembolien vorzubeugen. Im Zuge der Rechtsherzkatheteruntersuchung wurden die ersten hamodyna-
mischen Werte des zentralvendsen Druckes (ZVD), des Druckes im rechten Ventrikel (RVP), des pulmonal-
arteriellen Druckes (PAP), des pulmonal-kapilldren Verschlussdruckes (PCWP oder Wedge-Druck) und die
Ausgangswerte der Blutgase tiber Blutproben an den entsprechenden Katheterorten, sowie eine arteriellen Pro-
be aus der 9-F-Schleuse, gemessen. Die vom Monitor aufgezeichneten Druckkurven und -werte wurden per

Ausdruck festgehalten.

Anschlieflend wurde das Schwein in Rechtsseitenlage umgelagert. Auch das Operationsfeld zur Thorakotomie
wurde mit Iodlésung desinfiziert und steril abgedeckt. Zur zusitzlichen Analgesie und Relaxation erhielt das
Tier 0.1 mg Fentanyl und 4 mg Pancuronium. Anschlieflend wurde ein 10 cm langer Hautschnitt etwa zwei
Finger breit distal des Schulterblattes im Rippenverlauf angebracht. Die Mm. Pectorales und Intercostales wur-
den ligiert, scharf durchtrennt und der 4. Rippenzwischenraum eréffnet. Nach Einsetzen des Thoraxsperrers
erfolgte die Durchtrennung und Hochnaht des Perikards und damit die Freilegung des Herzens. Uberstehende

Lungenanteile wurden mit Kompressen zuriickgedrangt. (Abb. 16)

Fiir die TEE-Sonde des Echokardiographiegerites wurde nun etwa 3 cm weiter aboral der Thoraxwunde ein
kleiner Zugang am Oberrand der 6. Rippe gesetzt. Hier wurde am Ende der Operation von Thoraxverschluss

bis zum Erwachen des Tieres eine Thoraxdrainage eingelegt (Abb. 17).
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Abb. 17: TEE-Sonden- bzw. Drainagezugang Abb. 18: Tabaksbeutelnaht am schlagenden Herzen

Sowohl als Zugang fiir das Stichinstrument als auch fiir die zum Einbringen des Klammernahtgerites notige
7-F-Schleuse musste die Wand des linken Ventrikels punktiert werden. Zur Sicherung der Inzision legte man
zundchst an einer geeigneten Stelle zwischen den Koronarien zwei gegenldufige mit Teflonfilzen bezogene U-
Néhte vor und besetzte deren Enden mittels zweier Tourniquets (Abb. 18). Anschlieflend wurde die ausge-
suchte Punktionsstelle mit einem spitzen Skalpell eingeschnitten und das eigens fiir diesen Zweck entwickelte

Stanzinstrument (Trokar mit Hohlnadel) angesetzt. (Abb. 19)

Schaffung des Ventrikelseptumdefektes

Um ein zu schnelles Zuschwellen des Defektes zu vermeiden erhielt das Tier zunichst Cortison i.v. Dann wurde
unter echokardiographischer Kontrolle mit dem Trokar die Wand des linken Ventrikels durchstochen. War die
Position der Sonderanfertigung echokardiographisch eingestellt wurde der Trokar aus der Hohlnadel gezogen
und diese sofort mit dem Plastikstopfen verschlossen. Unter bestindiger Bildgebung mittels 2D-, 3D-Echo-
kardiographie epikardial und der TEE-Sonde hinter dem Herzen erfolgte nun mit der scharfen Hohlnadel die
Durchbohrung der Herzscheidewand im muskuldren Bereich. (Abb. 20)
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Abb.19: Einsetzen der Sonderanfertigung zum AbD. 20: Setzen des Defektes mit der Hohlnadel

Defektstechen

Bei echokardiographisch nachweisbarem Shunt wurde nun auch die Hohlnadel langsam und unter kontinuier-
lichem Zug an den Tourniquets aus dem Herzen gezogen.

Alle Veranderungen der Druckkurven, der Herzfrequenz und anderer Vitalparameter des Tieres wurden wih-
rend der Intervention gespeichert und zur spéteren Auswertung ausgedruckt.

Zum hamodynamischen Nachweis des Shuntes erfolgte nun eine weitere Pulmonaliskatheteruntersuchung mit

Blutprobenentnahme und der Berechnung des Shuntvolumens nach der Fick’schen Methode.

QShunt = Qpulmonal - Qsystemisch (Link-Rechts-Shunt)

Das ermittelte Shuntvolumen wurde dabei als Prozentanteil des pulmonalen Herzzeitvolumens angegeben:

QShunt / Qpulmonal x 100%

Verschluss des Defektes

Die 7-F-Schleuse fiir das Klammernahtgerit wurde auf ca. 3 cm gekiirzt und anschlieflend tiber die Tabaksbeu-
telnaht in der linken Ventrikelwand platziert und mit den Tourniquets fixiert. Das Patchsystem wurde nun in
einen 7-F-Fiihrungskatheter eingebracht und iiber die arterielle 9-F-Schleuse durch die Aortenklappe in den
linken Ventrikel vorgeschoben und entfaltet. Mittels Echokardiographie bestimmte man die optimale Lage der

Patches vor dem geschaffenen mVSD.
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Nun konnte das Klammernahtgerdt geladen und iiber ventrikuldre 7F-Schleuse in den Ventrikel vorgeschoben

werden. (Abb. 21) Unter zusatzlicher rontgenologischer Kontrolle wurde der Patch aufgesucht.

Abb. 21: Befestigung des Patches

Dieser konnte iiber den langen Schaft des Gerites exakt iiber dem VSD gehalten und an die Ventrikelwand ge-
driickt werden. Somit war eine optimale Positionierung des Patches zum kompletten Verschluss moglich. War
echokardiographisch kein Shunt mehr nachweisbar erfolgte an dieser Stelle das Setzen der ersten Klammer.
Mit einem vorgeladenen zweiten Gerdt wurde sofort darauf die zweite Klammer eingebracht. Der Erfolg des
Verschlieflens wurde kontinuierlich mit Hilfe der Bildgebung tiberwacht. Reihum werden acht bis zwolf Klam-
mern ca. 0,5 cm ausgehend vom Rand des Patches zur Befestigung gesetzt bis der VSD komplett verschlossen
war. Nun konnte iiber Zug am Ende des Nitinolbefestigungsdrahtes der Rahmen abgelost und zuriick in die
Schleuse gezogen werden (Ex-vivo-Demonstration Abb. 22). Der Nylonflicken verblieb fixiert auf dem VSD.

Die Lage wurde nochmals echokardiographisch kontrolliert.
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Abb. 22: Ex-vivo Demonstration der Patchfixierung mittels Nitinolklammern und Ablosen des Trigerrahmens

Um den kompletten Verschluss auch hdmodynamisch nachzuweisen wurden neben der Aufzeichnung der
Druckkurven wieder Blutproben entnommen und nochmals nach der Fick'schen Methode Shuntberechnun-

gen angestellt und dokumentiert.

Thoraxverschluss und Ubergang zur chronischen Versuchsreihe

Nach Entfernen der ventrikuldren Schleuse und Verschluss der Punktionsstelle mittels vorgelegter Tabaksbeu-
telnaht wurde an Stelle der TEE-Sonde ein Drainageschlauch in den offenen Herzbeutel vorgeschoben und der
Operationssitus unter genauer Inspektion drainiert. Nach mehrmaligem Uberblihen der Lunge wurde schlief3-
lich der Thoraxraum mittels perikostaler Einzelheften luftdicht verschlossen. Muskulatur und Subkutis wurden
jeweils fortlaufend verndht. Zum Verschluss der Haut wurde ein Hautklammergerit (Autosuture™ Royal 35W,
Tyco Healthcare, Norwalk, USA) verwendet; es folgte der Wundverband mit Braunovidon®- Salbe (Povidon-
Salbe, B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) und sterilen Kompressen.

Das Schwein wurde wieder in Riickenlage gebracht und die Katheter der Gefifle am Hals bei gleichzeitigem

Abbinden mit den vorgelegten Nahten gezogen. Der Wundverschluss erfolgte mit U-Heften
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und einem sterilem Verband analog der Thoraxwunde.

Nun konnte nach nochmaligem Blihen der Lunge die Thoraxdrainage gezogen werden. Uber die vorgelegte
U-Naht wurde ein luftdichter Verschluss erreicht. Die Ausleitung und Extubation erfolgte noch im Operations-
saal. Unter stabilen Herz- Kreislaufbedingungen, ausreichender Analgesie und Antibiose wurde das Schwein in

die Aufwachbox des Tierstalles gebracht und intensivst nachbetreut (Abb. 23).

Abb. 23: Erfolgreich therapiertes Versuchstier zwei Wochen postoperativ

2.5.3 Zweite Intervention (Nachuntersuchung)

Nach einem Zeitintervall von 30 Tagen erfolgte die erste Nachuntersuchung der Versuchstiere. Anésthesie und
Narkose entsprachen dem Ablauf der 1. Intervention und auch A. carotis communis und V. jugularis externa
wurden analog dem oben erldutertem Vorgehen kaniiliert, es handelte sich diesmal allerdings um Zugénge
an den linksseitigen Halsgefaflen. Neben einer ausfiihrlichen echokardiographischen Funktionsdiagnostik in-
klusive Stressechokardiographie mit Dopamin (Dopamin Fresenius 50mg/5ml, Fresenius Kabi Deutschland
GmbH, Bad Homburg, Deutschland; 0,5-20 mg/kg/min) wurden auch Blutgase und himodynamische Werte
ermittelt um einen eventuellen Rest-shunt auszuschlief3en.

Nachdem alle nétigen Daten erhoben waren, wurden entsprechend der 1. Intervention die Zuginge entfernt
und die Wunde versorgt. Bei guten Allgemeinzustand wurde das erwachende Tier wieder in den Stall zuriick

gebracht und nachversorgt.

38



Material und Methoden

2.5.4 Dritte Intervention (Abschlussuntersuchung)

Nach 90 Tagen folgte die Abschlussuntersuchung der Schweine. Auch hier galten die gleichen Schemata fiir
Anisthesie und Narkose; die Katheterzugédnge wurden an Arteria und Vena femoralis gelegt. Dazu wurde der
M. rectus femoris am proximalen linken Oberschenkel aufgesucht und Arterie und Vene, medial davon verlau-
fend, dargestellt und nach Seldinger punktiert. Der kleinere Durchmesser der Leistengefif3e erforderte dabei
die Einlage zweier 7-F-Schleusen anstatt der kraniellen 9- und 11-E.

Auch diesmal wurde umfassend auf echokardiographisch erfassbare Klappenvitien, Dyskinesien der Herzmus-
kulatur, auch unter Stress, und auf Shuntzeichen geachtet. Nach letzteren wurde auch in himodynamischer
Diagnostik und der Blutgasanalyse geforscht. Bei drei ausgewéhlten Versuchstieren erfolgte zusitzlich eine
Funktionsuntersuchung im MRT.

Waren alle Daten ermittelt wurde im Operationssaal der Thorax nochmals er6ffnet und das Tier mittels int-
ravasaler Kaliumgaben (1M-Kaliumchlorid-Losung, Baxter Deutschland GmbH, UnterschleifSheim, Deutsch-
land; 40 mval) getotet. Nach Explantation des Herzens folgte die sofortige makroskopische Beschreibung des
Préparates von auflen und mit Blick auf das Septum und den applizierten Patch. Dann wurde ein Ausschnitt
aus dem Patchbereich des Priparates fiir histologische und immunhistochemische Untersuchungen in Form-

aldehyd (gepuffert 4%) eingelegt, ein anderer Ausschnitt in Glutaraldehyd (2,5%) zur Elektronenmikroskopie.

2.6 Untersuchte Parameter

2.6.1 Echokardiographie

Zur priinterventionellen morphologischen und funktionellen Untersuchung wurden gemaf$ echokardiogra-
phischer Standards Schnitte in parasternaler langer und kurzer Achse und im apikalen Vier- und Zweikammer-
blick durchgefiihrt. In den entsprechenden Ebenen wurde mittels Farbdoppler die Klappendichtigkeit gefpriift.
Im M-Mode lief? sich in parasternaler langer Achse apikal, im spiteren Patchbereich und basal der endsystoli-
sche (LVES) und enddiastolische Diameter (LVED) des linken Ventrikels ermitteln, aus dem die Verkiirzungs-

fraktion (,,fractional shortening®, FS) zur Abschdtzung der globalen LV-Funktion berechnet werden kann:

FS = (LVED - LVES) / LVED x 100%

In Nachuntersuchung und Abschlussuntersuchung wurde die Verkiirzungsfraktion zur Verlaufskontrolle zu-
sdtzlich unter pharmakologischem Stress (Dopamin 0,5-20 mg/kg/min) gepriift. Die TEE-Sonde dagegen wur-
de withrend des Defektverschlusses weniger zur funktionellen sondern zur bildgebenden Uberwachung der
Intervention eingesetzt. Durch die direkte Lage apikal hinter dem Herzen konnte ein Schnitt im Sinne der

langen Achse eingestellt werden, in dem das Herzseptum gut zu beobachten war. So konnte das Defektstechen
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kontrolliert werden, das morphologische Korrelat und die Grofie des entstandenen Shunts iiber den Farbdopp-
ler sichtbar gemacht und gemessen werden und besonders auch der Komplettverschluss des Defektes bestitigt
werden. Neben der kontinuierlichen Darstellung iiber die TEE-Sonde wurde zusétzlich abschnittsweise ein
epikardiales 2D- und 3D-Bild aufgenommen um den Septumdefekt und den Zustand nach Verschluss besser

rdumlich darzustellen und damit das Endergebnis optimieren zu kénnen.

2.6.2 Magnetresonanztomographie

An drei zufillig ausgewidhlten Tieren wurde exemplarisch nach der 3. Intervention unter bestehender Voll-
narkose und manueller Beatmung eine MRT-Untersuchung (1,5 Tesla Magnetom Avanto, Siemens Health
Care, Erlangen) durchgefithrt. Mit Cine-SSFP-Sequenzen (rdumlich Auflosung 1,6x1,2x3mm?®) wurden bei
jedem Tier unter Atemanhaltetechnik eine Ubersichtsaufnahme, ein Referenzscan, Aufnahmen im 2-, 3- und
4- Kammerblick und ein doppelt angulierter Kurzachsenschnitt durchgefiihrt. Diese Aufnahmen erméglich-
ten Vorhof- und Ventrikelvolumetrie, Muskelmassenbestimmungen, eine qualitative Bestimmung der Vent-
rikelfunktion sowie die Beurteilung der Septumkinetik wiahrend des gesamten Herzzyklus. 10 Minuten nach
einer gadoliniumhaltigen Kontrastmittelinjektion (0,2 mmol/kg KG, Magnevist BayerSChering Pharma, Ber-
lin) wurden die Bilder im Sinne der ,,Delayed Contrast Enhancement“-Methode (,,Inversion Recovery“ (IR)
TurboFLASH, rdumliche Auflésung 1,6x1,2x5mm?), wiederholt. In T1-gewichteter Bildgebung konnte hier
die Myokardvitalitdt beurteilt werden. Myokardareale, die in der Spitphase der Injektion (nach 5- 15 min.)
mit einer Anreicherung des extrazelluliren Kontrastmittels reagieren (sog. ,,delayed enhancement® Kim 1999,
Rehwald 2002, Foo 2005), entsprechen irreversibel geschidigten (infarzierten) Myozyten bzw. Gewebeverin-
derungen wie z.B. fokalen Fibroseherden (Prakasch 2004). Die Zellmembran intakter Myozyten ist dagegen
nicht permeabel (Hunold 2007). Die Vitalitatsdiagnostik erlaubt so schon kurz nach Korrektur des VSDs eine
erste Evaluation der chirurgischen oder interventionellen Therapie.

Die Analyse der Bilder erfolgte parallel auf einer View Forum Workstation (Philips Medical Systems, Best,
Niederlande).

2.6.3 Himodynamik

Die zur hamodynamischen Beschreibung des Shuntverhaltens wichtigen Druckkurven und -werte wurden in-
vasiv mit externen Druckwandlern gemessen. Diese sind mit dem Anésthesiemonitor verbunden, an dem der
Kurvenverlauf und die ermittelten systolischen, mittleren und diastolischen Werte abgelesen werden konnten
Vor Beginn der Messungen wurde der Druckwandler in Herzhéhe auf 0 geeicht. Die Druckwerte wurden in der

Einheit mmHg angegeben.
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Uber die kaniilierte A. carotis externa konnte kontinuiertlich der systolische, mittlere und diastolische syste-
mische Blutdruck ermittelt werden (APsyst, APdiast, MAP). Besonderer Wert wurde hier auf die genaue Erfas-
sung der Werte zu Beginn, nach Setzen des Defektes und nach Verschluss des Defektes gelegt. Zur Evaluierung
der Reaktion des Tieres auf die Manipulation am schlagenden Herzen (Vorlegen der Tabaksbeutelnaht bis
Herausziehen des Patchrahmens) erfolgte auch hier eine genaue Speicherung der Werte in kurzen Abstidnden.
Gleiches galt fiir die tiber den Swan-Ganz-Katheter ermittelten Druckwerte im rechten Herzen (ZVD, RVP,
PAP, PCWP). In den Nachuntersuchungen war hierbei vor allem die Entwicklung des pulmonalarteriellen
Druckes von besonderem Interesse, um die Wirkung des Defektes auf den kleinen Kreislauf und die linksvent-

rikulare Funktion einschatzen zu konnen.

2.6.4 Histologische Aufarbeitung

Makroskopische Evaluierung

Die explantierten Herzen wurden zunéchst rein duflerlich in Grofle und Colorit beschrieben. Nach Er6ftnung
beider Ventrikel folgte eine vorsichtige Spiilung mit NaCl bei Beachtung eventueller Thrombosierungsherde
und eine erste Beurteilung des Klappenapparates und des Herzseptums. Die Lage des linksventrikularen Zu-
ganges in Bezug auf den Defekt, sowie die Position des Defekts im Septum selbst wurden analysiert und danach
auf den Sitz, Anzahl und Einwachsverhalten der Nitinolklammern eingegangen. Zuletzt folgte die Begutach-

tung der Position des Patches und auch dessen Einwachsens und Endothelialisierung.

Histopathologie

Die histopathologische Aufarbeitung der Praparate wurde von den Kooperationspartnern der Kinderherzkli-
nik Géttingen durchgefiihrt (federfithrend Herr Dr. Matthias Sigler), die jahrelange Erfahrung mit Biokom-
patibilitatsuntersuchungen kardiovaskuldrer Implantate bieten.

Nach der makroskopischen Beurteilung durch unsere Arbeitsgruppe wurde ein Teil des Patches mit anhén-
gender Septummuskulatur als Gewebeprobe fiir die Histologie aus den Herzen entnommen, in 4%-igem
PBS-gepufferten Formmaldehyd fixiert und nach Géttingen versandt. Nach mindestens 24 Stunden Fixati-
onszeit und Entwisserung in aufsteigender Alkoholreihe und Xylol wurden die Proben in Methylmethacrylat
eingebettet (Technovit 9100, Kulzer & Co, Wehrheim, Deutschland). In konventioneller Paraffin-Einbettung
wire eine Beurteilung der Reaktion zwischen Metall und Gewebe nicht méglich gewesen (Sigler 2007). Nach
der Aushdrtung iiber 48 Stunden bei -4 bis -2 °C wurden von diesen Kunstharzblocken mit einer Diamantsa-
ge 0,8 mm diinne Serienschnitte erstellt, die nach horizontalem Schleifen am Miktrotom zu 5- 30um Dicke
(400 CS, Exakt Apparatebau GmbH, Norderstedt) mittels Polymerkleber auf Kunststoff-Objekttrager fixiert
wurden. Die Farbung der histologischen Praparate erfolgte zur konventionellen histologischen Untersuchung

mit Richardson-Blau. Die dafiir erforderliche Farbelosung enthielt Methylenblau, Natriumtetraborat (Borax)
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und Aqua dest., sowie Azur II und Aqua dest.. Die Praparate wurden fiir 24 h in der Farbelosung inkubiert.

Basophile Strukturen wie Zellkerne firbten sich blau, metachromatische Strukturen rotviolett.

2.6.5 Immunhistochemie und Elektronenmikroskopie

Mittels immunhistochemischer Farbung lassen sich antigene Zielstrukturen (hier Endothelzellen, Fibroblasten
und glatte Muskelzellen der neu einsprossenden Gefiafle) mit grofier Sensitivitit und Spezifitdt nachweisen.

Die Anfirbung der Gewebeschnitte erfolgte hierbei nach der so genannten ABC-Methode (Avidin-Biotin-En-
zymkomplex-Methode, Abb. 24). Zunichst wird ein Primérantikorper, der speziell gegen die gesuchte Struktur
gerichtet ist, auf das vorbehandelte Praparat aufgetragen. Nach kurzer Inkubation wird ein Sekundéarantikérper
dazugegeben, der gegen den Fc-Teil des Primidrantikorpers gerichtet ist und an dieser Stelle bindet. Der Se-
kundérantikérper ist dabei mit vier Biotin-Molekiilen konjugiert. Als nichstes fiigt man einen Enzymkomplex
hinzu, der neben einem ebenfalls Biotin-tragenden Enzym auch das Molekiil ,, Avidin® enthélt. Dieses Eiweiss-
glykoprotein hat die Fahigkeit vier Molekiile Biotin zu binden. Im Zuge der Komplexreaktion verbindet nun
Avidin den biotinylierten Sekundérantikdrper mit dem biotinylierten Enzym. Gibt man nun das entsprechende
Enzymsubstrat zu kommt es nach enzymatischer Umsetzung zu einer Farbreaktion an den antikérpermarkier-

ten Gewebeanteilen (Lang 2006).

M Antigen

ii’i! & . J!% Prim&raritikdrper
Sekundérantikrper

4 Aicin

Biatin

AA U

Abb. 24: Darstellung der Avidin-Biotin-Enzymkomplex-Methode (ABC-Methode) zur immunhisto-

chemischen Firbung der Priparate

Die in dieser Versuchsreihe verwendeten Antikorper richteten sich zum einen gegen ,,smooth muscle actin®
(SMA) zur Darstellung glatter Muskelzellen neu einsprossender GefifSe, gegen Vimentin zum Nachweis von
Endothelzellen und Fibroblasten auf dem Kunststoftpatch und gegen von-Willebrand-Faktor ebenfalls als Mar-

ker des Endothels und der Revaskularisierung.
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Entsprechend standardisierter Protokolle wurde zu jeder Fiarbung sowohl eine Positiv- als auch eine Negativ-
kontrolle angefertigt. Erstere zum Nachweis des Farbeerfolges, letztere zum Nachweis der spezifischen Anfir-

bung der gesuchten Zellen.

Anti-Smooth-Muscle-Actin (SMA)

Die gegen die -Smooth-Muscle-Isoform von Aktin (SMA) gerichteten Antikérper (Mouse Anti-Human
Smooth Muscle Actin Clone 1A4 DAKO MO0851 und Rabbit Anti-Mouse Immunglobulin DAKO P0260) re-
agierten speziell mit den glatten Muskelzellen von Arterien und Arteriolen. Herzmuskelzellen werden nicht
markiert. Die Serienschnitte wurden auch hier nach einer erst kiirzlich publizierten Methode deplastifiziert
(Quentin 2008). Das zu untersuchende Gewebe wurde zunichst mittels eines silikonhaltigen Klebers auf dem
Objekttrager fixiert. Anschlieflend konnte die chemische Deplastifikation mit Xylene/2-Methoxyethylacetat
erfolgen ohne gleichzeitig das Praparatgewebe mit abzulsen. Anschlieflend wurde die endogene Peroxidase 15
Minuten bei Raumtemperatur mit 200 ml Methanol und 6 ml H202 blockiert. Nach Spiilgangen in Aqua dest.
und TRIS-Puffer folgte die Antigendemaskierung durch Behandlung mit Pepsinlésung (500 mg Pepsin und 1
ml 2 M HCl in 200 ml warmem Aqua dest.) fiir eine Minute. Wiederum wurde in Aqua dest. und TRIS-Puffer
gespiilt. Zur Blockierung unspezifischer Hintergrundfiarbung wurde je 100 pl Kaninchenserumlésung (Normal
Rabbit Serum), 1:10 mit TRIS-BSA-Puffer verdiinnt, fiir 10 Minuten bei 37° C auf die Objekttrager aufgetra-
gen. Bei den Versuchspriparaten sowie bei den Positivkontrollen wurde nach Abklopfen des Serums 100 pl
des 1:200 mit TRIS-BSA-Puffer verdiinnten Primidrantikérpers fiir 30 Minuten bei 37° C aufgebracht. Bei den
Negativkontrollen entfiel dieser Schritt, das Serum verblieb anstelle des Primarantikorpers auf den Schnitten.
Nach Abspiilen des tiberschiissigen Primarantikorpers in TRIS-Puffer wurden je 100 pl der Lésung mit dem
biotinylierten Kaninchen-Anti-Maus-Briickenantikorper, in einer Verdiinnung von 1:300 mit TRIS-BSAPuffer,
bei 37° C fiir 30 Minuten aufgetragen. Erneut wurden die Objekttrager in TRIS-Puffer gespiilt. Bei dem ver-
wendeten Avidin-Biotin-Enzymkomplex (StreptABComplex/HRP) wurde Horse Radish Peroxidase (HRP)
eingesetzt. Je 100 pl des 1: 100 mit TRIS-BSA-Puffer verdiinnten Komplexes wurden fiir 30 Minuten bei 37° C
auf die Objekttriager aufgebracht, anschlief}end wurden die Praparate noch einmal in TRIS-Puffer gespiilt, dann
folgte die Farbentwicklung mit dem Farbstoft DAB (3,3-Diaminobenzidintetrahydrochloride Dihydrat p.a.) fiir
20 Sekunden. Gestoppt wurde die Reaktion mit Aqua dest.

Nach Gegenfirbung mit Himatoxylin wurden die Préparate dehydriert und auf Objekttrager gezogen. Arteri-

olen sind so an ihrer braun gefirbten glatten Muskelzellschicht zu erkennen (Abb. 37).
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Anti-Vimentin

Dieser Antikorper (Mouse Anti-Vimentin Clone V9 DAKO M0725, Rabbit Anti-Mouse Immunglobulin
DAKO P0260) ist speziell gegen das Intermediarfilament Vimentin gerichtet, das in allen Zellen mesenchyma-
len Ursprungs (Endothelzellen, glatte Muskelzellen, Bindegewebe, Fibroblasten, Zellen des lymphatischen und
hiamatopoetischen Systems u.a.) nachgewiesen werden kann.

Das hier verwendete Farbeprotokoll entsprach im wesentlichen dem des SMA-Antikorpers.

Anti-von-Willebrand-Faktor (vWF)

Der Von-Willebrand-Faktor (Faktor-VIII-assoziiertes Antigen) stellt einerseits einen Cofaktor der Blutgerin-
nung dar, findet sich aber auch in Endothelzellen und gilt als wichtiger Marker dieser Zellen in der Immunhis-
tochemie.

Auch hier entsprach das Farbeprotokoll weitgehend dem weiter oben genannten.

Elektronenmikroskopie

Die in Glutaraldehyd (2,5%) eingelegten Gewebeausschnitte aus dem Patchbereich wurden mit 0,1 molarem
Na-Cacodylatpuffer (pH 7,2 - 7,4) gewaschen und in aufsteigender Acetonreihe entwassert. Entsprechend der
,Critical-Point-Drying“ Methode wurden die Schnitte nun in der Druckkammer durch Auswaschung und an-
schlielender Verdampfung von fliissigem Kohlendioxid getrocknet. Nach Montage auf den entsprechenden

Probenhaltern erfolgt die Goldbeschichtung der Préparate (,,sputter coating®).

Unter dem Elektronenmikroskop (Zeiss DSM 940, Oberkochen, Deutschland) konnten nun die Struktur der

Endothelialisierung genauestens untersucht werden.
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2.7 Statistische Auswertung

Die rechnerische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Statistikprogramms Sigma-Plot, Version 10.0 fiir Windows.
Zum Vergleich der Ergebnisse innerhalb der Versuchsgruppe wurde dabei der gepaarte T-Test verwendet. Als
Signifikanzniveau wurde p < 0,05 angenommen. Alle angegebenen Werte verstehen sich als Mittelwert (mean)
+ Standardabweichung (SD). Die statistische Auswertung wurde mit freundlicher Unterstiitzung des Instituts

fir Informationsverarbeitung, Biometrie und Epidemiologie des Klinikums Grof8hadern durchgefiihrt.
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3. Ergebnisse
3.1 VSD-Modell

Ein muskuldrer Ventrikelseptumdefekt konnte in 12 von 13 (92,3%) Tieren erfolgreich gesetzt werden. Der
echokardiographisch ausgemessene mittlere Durchmesser der VSDs betrug 5,0 + 0,8 mm Der nach der Fick-
schen Methode berechnete LRS lag zwischen 12,8 und 54,2 % (Mittelwert 20,1%). Die genaue Lokalisation wur-
de bereits in den echokardiographischen und MRT-Untersuchungen bestimmt, nach Explantation der Herzen
am Ende der Versuchsreihe aber nochmals genauestens untersucht. Die gesetzten Defekte fanden sich sowohl
apikal (n = 3), midmuskular (n = 6), anterior- (n= 2) als auch Inlet-muskulér (n = 1) (Tab. 4). Ein Tier verstarb

direkt nach Schaffung des mVSDs unter himodynamischer Dekompensation.

3.2 Patchverschluss des mVSDs

Komplett verschlossen werden kann der Defekt in 10 von 12 Tieren (83,3%). Der Vergleich der oxymetrischen

Parameter vor und nach Verschluss zeigt ein signifikantes Absinken des LRS (Tab. 3).

Vor Verschluss 10 279 +21,3
Nach Verschluss 10 2,9+45
t=34 p=0,0119*

Tab. 3: Vergleich der Shuntgrofien vor und nach Patchverschluss des VSDs (*,signifikant)

Die Anzahl der zur ausreichenden Fixierung des Patches verwendeten Klammern liegt bei 11 + 3. Die mittlere

Durchleuchtungszeit betrdgt 25,7 + 9,1 min.

Bei einem Tier gelingt es auch nach mehrmaligem Wechsel der Einfithrungshilfen, des Patchsystems und Posi-
tionsdnderung der Bildgebung nicht, den Dacronpatch direkt auf dem induzierten VSD zu platzieren. Das Ver-
schlusssystem verschiebt sich wihrend des Befestigungsversuchs direkt in den VSD-Kanal und verschlief3t die-
sen damit nicht addquat. Zusatzlich werden die Sehnenfidden und der Papillarmuskel der Trikuspidalklappe mit

zwei Klammern verletzt, so dass diese Intervention abgebrochen und als Fehlversuch gewertet werden muss.

Bei einem weiteren Tier kann der Verschluss durch zu grofen Blutverlust tiber die inaddquat befestigte Myo-
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kard-Schleuse nicht mehr erfolgreich abgeschlossen werden. Am explantierten Herzen findet sich der Nylon-

patch jedoch korrekt tiber dem induzierten VSD platziert und gilt damit als erfolgreich verschlossen. Eine

Ubersicht zeigt Tab. 4:

Lage und Erfolg der Komplikationen Komplikationen
Durchmesser des Verschlusstechnik der Akutphase im follow-up
VSDs
1 Midmuskulir, " o o
4,6 mm
2 Inlet-muskular, Fehlversuch Patch disloziert in den
3,2 mm VSD-Kanal, Niti-
nolklammern verletz-
ten T
Sehnenfiden der TK
3 Anterior-muskulir, 5,8 N o o
mm
4 Midmuskular, N + Lungenddem 6Std.
4,8 mm postoperativ
5 Apikal, 5,4 mm Embolisation zwei-
* er Klammern in die °
Lunge
6 Apikal, 5,4 mm * ° °
7 Apikal, 5,0 mm * ° °
8 Midmuskulér, . o o
5,8 mm
9 Anterior-muskuldr, 4,7 | Fehlversuch + Tod 3 Tage postopera-
mm tiv, Destruktion der TK
10 Midmuskulir, Tatrogene Blutung
4,2 mm an der LV-Incisions-
* stelle mit hamodyna- t
mischer
Dekompensation
11 Midmuskulir, . o .
5,8 mm
12 Midmuskulir, . ; Pneumothorax 14 Tage
5,3 mm postooperativ
10/12 7/10

Tab. 4: Individueller Verlauf der einzelnen VSD-Modelle (*: erfolgreicher Verschluss des Defektes; °: Tier durchlief alle Versuchs-

phasen; , 1: Tier verstarb vorzeitig)
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3.3 Follow-up

Von den zehn Versuchstieren mit verschlossenem VSD kann an sieben (70,0%) die Nachuntersuchung nach
vier Wochen und die Abschlussuntersuchung nach zwolf Wochen durchgefithrt werden (siehe Tab. 5). Von den
drei Tieren, die die chronische Phase der Versuchsreihe nicht vollstindig durchlaufen verstirbt eines an einer
Komplikation der Patchtechnik. Hier zeigt sich zwolf Tage nach Intervention bei der makroskopischen Aufar-
beitung des explantierten Herzens, dass ein Sehnenfaden der Trikuspidalklappe von zwei Nitinolklammern am
Septum fixiert worden war. Auch dieses Tier wird als direkter Fehlversuch gewertet.

Das vorzeitige Versterben der weiteren zwei Tiere wahrend der chronischen Phase lasst sich hingegen auf peri-
operative Komplikationen zuriickfithren, die nicht in direktem Zusammenhang mit der Implantationstechnik
stehen. So verstirbt Tier 4 sechs Stunden bei anatomisch korrekter Lage des Patches und erfolgreichem Shunt-
verschluss an einem akuten Lungenodem. Tier 12 erleidet zwei Wochen nach Intervention ohne klare Ursache

einen Pneumothorax und muss euthanasiert werden.

Alle anderen Tiere (n = 7) konnen nach kurzer Zeit in der Aufwachbox ohne Probleme zu ihren Gefahrten ent-
lassen werden. Thrombembolische Komplikationen durch das eingebrachte Fremdmaterial werden im dreimo-
natigen Verlauf nicht beobachtet. Bei Tier 5 finden sich allerdings in der Nachuntersuchung unter réntgenolo-
gischer Kontrollaufnahme zwei fest verankerte Nitinolspangen im linken oberen Lungenlappen. Das Tier war
bis zu diesem Zeitpunkt klinisch unauffillig und konnte unter strenger Kontrolle auch den gesamten weiteren
Versuchszeitraum durchlaufen. Der bis dahin verwendete Applikator wurde darauthin fiir alle nachfolgenden
Tiere mit einem neuen zweistufigen Freisetzungsmechanismus ausgestattet, der ein kontrollierteres Ablosen
der Klammern erlaubt. In den weiteren Interventionen konnte so eine Embolisation erfolgreich vermieden

werden (siehe Tab.5).

3.4 Echokardiographische Parameter

Bei allen Versuchstieren kann in der priinterventionellen Ultraschalluntersuchung ein vorbestehender VSD
ausgeschlossen werden. Lediglich ein Tier zeigt einen 3-4mm durchmessenden ASD vom Secundum-Typ, ein
anderes eine bikuspide Aortenklappe. Andere morphologische Verdnderungen der Herzen sind nicht festzu-
stellen.

In den Nachuntersuchungen finden sich zumeist geringgradige Klappeninsufhizienzen (1.Grades), die aber bis

zu den Abschlussuntersuchungen deutlich riickldufig sind (Tab. 5).
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Morphologische Echokardiographie

Lage und Erfolg der Komplikationen
Durchmesser des Verschlusstechnik der Akutphase
VSDs

1 TI°T TI°I-IL AL°L; § TI®-II; AI°L §

2 ¥ - -

3 b TI °IT; MI °I; trivialer Rest- TI°IL; trivialer Restshunt

shunt

4 ¥ - -

5 ¥ TI°T; MI°L; § TI°L; §

6 Bikuspide Aortenklappe TI°T; MI°L; AL °1; § PI°IIL, §

7 Al1° TI°T; MI°L; AI°T; PII°, § TII° §

8 k2 TI°L § TI°L, PI°L §

9 ASD 3-4 mm - -

10 ¥ - -

11 ¥ TII° AL S TII°, AII°, MII%§

12 ¥ - -

Tab. 5: §, Kein Restshunt; %, keine Pathologie; TI, Trikuspidalklappeninsuffizienz; MI, Mitralklappeninsuffizienz; Al, Aortenklap-

peninsuffizienz; PI, Pulmonalklappeninsuffizienz

Um den Verlauf der Defektheilung und die Auswirkungen auf die Funktion des LV bestimmen zu konnen wird

neben der morphologischen Untersuchung auch eine funktionelle mittels Bestimmung der Verkiirzungsfrak-

tion (,,Fractional Shortening® = FS) durchgefiihrt. In Ruhe hielten sich diese Werte global mit 40,8 + 5,0% bei

der Basisuntersuchung, 42,8 + 4,1% bei der Nachuntersuchung und 41,9 + 6,5% bei der Abschlussuntersuchung

wihrend des gesamten Beobachtungszeitraumes bei allen Tieren weitgehend konstant. Auch in der Stressecho-

kardiographie zeigt sich eine gleich bleibend gute linksventrikuldre Funktion mit FS Werten um 50,0 + 9,2%.

Bei spezifischerer Messung im Patchbereich findet sich jedoch bei 3 von 7 Tieren eine im Vergleich zu apikalem

und basalem Septum leicht abgeschwichte Kontraktionsfahigkeit (Tab. 6).

49



Ergebnisse

Messpunkt FS unter Stress NU in % FS unter Stress AU in %
Basal 44,8 + 16,8 46,8 + 10,1
Patchbereich 60,2+ 0 49,2+ 17.6

Apikal 75,80 65,3+ 7,0

Tab. 6: ,Fractional-Shortening® (FS) unter Dobutamin wdihrend der Nachuntersuchung (NU) und Abschlussechokardiographie
(AU).

3.5 Magnetresonanztomographie

Diese Befunde lassen sich auch in der bei drei Tieren durchgefithrten MRT-Untersuchung bestitigen. Bei un-
auffilligen globalen Funktionsparametern zeigt sich systolisch eine fokal disharmonische Myokardverdickung
im Patchbereich (Abb. 25: Weifler Pfeil Bild B). Die Nitinolklammern verursachen kleine Suszeptibilitéitsarte-
fakte.

Abb. 25: SSFP-Cine-MRT-Untersuchung zur Evaluation der Myokardkontraktion in Diastole (A) und Systole (B), die weifien Pfeile

kennzeichnen den Patchbereich; C: Contrast- Enhanced-MRT-Untersuchung zur Vitalititsdiagnostik, die schwarzen Pfeile

kennzeichnen die fleckige Kontrastmittelanreicherung (,patchy enhancement®) im Patchbereich.

In den Vitalitatsuntersuchungen mit Gadolinium haltigem Kontrastmittel fallen in der Spéatphase der T1-Wich-
tung kleinfleckige Anreicherungen (,,patchy enhancement®) im Bereich des ehemaligen VSDs auf (Abb. 25:
Schwarze Pfeile Bild C). Ein dhnlicher Befund zeigt sich an der ehemaligen Ventrikulotomiestelle, die als kleine

fibrotische Narbe imponiert.
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3.6 Himodynamische Parameter

3.6.1 Mittlerer arterieller Druck, systemischer und diastolischer Blutdruck

im Versuchsverlauf

Bei stabilen Kreislaufverhaltnissen zeigt sich zundchst bei allen Tieren ein deutliches Absinken der arteriellen
Blutdriicke mit Beginn der Thorakotomie. Der hdmodynamisch kritische Punkt liegt im Zeitintervall wahrend

bzw. kurz nach dem Defektstechen (siehe Abb. 26).
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Abb.26:  Mittlerer arterieller Blutdruck der Tiere wihrend des Eingriffs: 1 = Basismessung, Hautschnitt;
2 = Stanzen des Ventrikelseptumdefektes; 3 = Positionierung des Patchsystems; 4 = Fixierung des Patchsystems

mit Nitinolklammern.

Hier kommt es zu einem akuten Abfall des systemischen Blutdrucks unter 60 mmHg. Lediglich bei einem Tier
miissen die fallenden Druckwerte durch katecholaminerge Unterstiitzung aufgefangen werden. Alle anderen
Tiere halten sich nach Schaffung des Defektes auf einem stabilem haimodynamischen Niveau und erholen sich

nach Defektverschluss zusehends.
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3.6.2 Pulmonal-arterieller Druck und pulmonal-kapilldrer Verschlussdruck

Nach Setzen des Defektes ergibt sich eine signifikante Zunahme der pulmonal-arteriellen Druckwerte von 17,7
+ 4,3 auf 27,7 + 2,9 mmHg. Auch der pulmonal-kapillare Verschlussdruck als Spiegel der linksatrialen Druck-
verhaltnisse steigt deutlich an. Der Verschluss dieses Shuntes resultiert in einer kontinuierlichen Verringerung

der Lungendruckwerte in Richtung des Ausgangsniveaus (Tab. 7).

Parameter Basismessung Nach Schaffung des mVSD Nach Verschluss des mVSD
MAD (mmHg) 77,8 £ 11,1 60,4 + 12,4 67,2+ 8,8
ZVD (mmHg) 74+26 9,1+3,6 8,1+3,4
PAP syst. (mmHg) 17,7 £ 4,3 27,7%£29 23,1 +4,1
PCWP (mmHg) 10,3+ 4,2 15,8 +4,8 13,5+ 4,6
(p=0,001%*) (p =0,02%)

Tab. 7: Himodynamische Daten wihrend der mVSD-Verschliisse. mVSD = muskuldrer Ventrikelseptumdefekt, MAP = mittlerer arterieller
Druck, CVP = zentralvendoser Druck, PAP syst. = systolischer pulmonalarterieller Druck, PCWP = pulmonalkapillire Wedgedruckmessung;

* signifikant

3.6.3 Druckverhiltnisse im follow-up

Bis zur Abschlussuntersuchung nach drei Monaten normalisieren sich die Blutdruckwerte bei allen Tieren und

sinken Richtung Basisniveau ab (Tab. 8 und Abb. 27).

Parameter Basismessung Nachuntersuchung Abschlussuntersuchung nach
nach 1 Monat 3 Monaten

MAD (mmHg) 77,8 £ 11,1 75,3+ 13,4 76,8 £ 12,7

ZVD (mmHg) 7,4+2,6 8,5+3,6 7,6 4,7

PAP syst. (mmHg) 17,7 £ 4,3 20,6 £3,0 18,3 £2,7

PCWP (mmHg) 10,3+ 4,2 9,4+2,9 8,4+2,0

Tab. 8: Himodynamische Daten wihrend des follow-ups.: mVSD = muskuldrer Ventrikelseptumdefekt,
MAP = mittlerer arterieller Druck, ZVP = zentralvendser Druck, PAP syst. = systolischer pulmonalarterieller Druck, PCWP =

pulmonalkapillire Wedgedruckmessung.

52



Ergebnisse

Druck (mmHg)
8
e

u T T T T T
vD ND NV NU AU

Zeltpunkt der Druckmessung

Abb 27 Entwicklung der pulmonal-arteriellen Druckwerte (schwarz) und pulmonalkapilliren
Verschlussdruckwerte (grau) wihrend des follow-ups: VD = vor Defekt, ND = nach Defekt, NV = nach

Verschluss, NU = Nachuntersuchung nach 1 Monat, AU = Abschlussuntersuchung nach 3 Monaten.

3.7 Histopathologische Aufarbeitung

3.7.1 Makroskopische Evaluation

Alle explantierten Herzen waren soweit normal grofy und von gleichmif3igem Colorit. Am Herzen des 9. Tie-
res, das bereits drei Tage postoperativ verstorben war, zeigte sich eine deutlich livide Verfarbung des Myokards
im Bereich der beeintrichtigten Trikuspidalklappe. An allen anderen Praparaten konnten Schiden am Klap-
penapparat makroskopisch ausgeschlossen werden. Auch der linsventrikulare Zugang war bei allen Herzen suf-
fizient verschlossen und im Heilungsprozess unauffillig. Es konnten zu keiner Phase der des Heilungsprozesses
thrombotische Auflagerungen im Bereich des Verschlusssystems festgestellt werden.

Am Septum von Tier 2, das kurz nach Schaffung des VSDs verstorben war, zeigte sich ein erster Fibrinbelag der
Defektrander und eine signifikante Gewebeeinblutung rund um den ausgestanzten VSD. Der VSD an sich war

dabei glatt begrenzt, der Durchmesser lag bei 4-5 mm (Abb 28).
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Abb. 28: Ausgestanzter mVSD direkt nach Intervention; A: Ubersichtsaufnahme B: gezielte VergrofSerung des mVSDs.

Drei Tage nach erfolgreicher Intervention (Tier 9) war bereits eine zarte rétliche Schicht auf dem Patch, den
Klammern und umgebendem Gewebe zu erkennen (Abb. 29 A), welche mit dem typischen Bild eines Fibrin-
belages mit eingelagerten Erythrozyten vereinbar wire (siehe 3.8.2). 14 Tage nach Patchimplantation (Abb. 29
B) stellte sich diese Schicht als weifSlich verdichtet, glinzend und ohne erkennbaren Rand in die Umgebung
auslaufend dar. Makroskopisch erschien der Patchbereich bereits komplett von einer neugebildeten Endothel-
schicht tiberzogen (Zur genauen histopathologischen Evaluierung der makroskopisch erhobenen Befunde sie-

he Punkt 3.8.2.).

Abb. 29: Makroskopische Beurteilung des Integrationsverhaltens des Patches;

A: Erster Fibrinbelag nach drei Tagen; B: Endothelialisierung nach 14 Tagen.

Nach drei Monaten waren der Kunststoftflicken und die applizierten Nitinolklammern fast nicht mehr mit dem

bloflen Auge zu erkennen und lediglich mit den Fingern zu tasten (Abb. 30). Bei Beurteilung der Patchpositi-
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onierung an diesen Herzen fiel bei Tier 3 ein etwas randstdndig sitzender Flicken auf. Mit einer feinen Sonde
konnte ein schmaler Rest-VSD dargestellt werden, welcher den bei diesem Tier aufgetretenen minimalen Rest-

shunt erklart (Abb. 30).

Abb. 30: Minimaler Rest-VSD bei Tier 3 mit einliegender Sonde.

An den anderen Herzen fand sich der Patch gut zentriert vor dem VSD und glatt anliegend. Er schien dabei von

neoendothelialem Material iiberwachsen und war kaum vom umgebenden Myokard abzugrenzen (Abb. 31).

Abb. 31: Der Patch ist nach drei Monaten komplett von Neoendothel tiberwachsen und kaum

noch vom umgebenden Myokard abzugrenzen
3.7.2 Histopathologie
Am Priparat kurz nach dem Defektsetzen findet sich ein dezenter Fibrinbelag an den VSDRandern. Im um-

gebenden Myokard ist die oben genannte himorrhagische Infiltration auszumachen. Dieser Befund wiirde bei

angeborenen Ventrikel-septumdefekten entfallen (Abb. 32).
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Abb. 32: Drei Stunden nach Ausstanzen des mVSDs. Rechts: Substanzdefekt mit Fibrinbelag an den Defektrindern. Links: Hamor-

rhagische Infiltation des Myokardgewebes.

Drei Tage nach Intervention kann die makroskopisch sichtbare zarte rétliche Schicht auf dem Patch des Her-
zens von Tier 9 histologisch als Fibrinschicht mit eingeschlossenen Erythrozyten bestitigt werden. Sie tiber-

zieht hier noch liickenhaft hauptséchlich Patch und Klammern (Abb. 33).

Abb. 33: 3 Tage nach Patchverschluss: Fibrinkondensation mit integrierten Erythrozytenresten besonders im Bereich des Polyester-

patches (grau). Links ein Uberblick, rechts ein vergroferter Ausschnitt des Patchbereiches.

Nach 14 Tagen ist das Verschlusssystem bereits teilweise von neugebildetem Endothel {iberzogen und mit fib-

romuskuldren Zellen durchsetzt (Abb. 34).

56



Ergebnisse

Abb. 34: 14 Tage nach Patchimplantation. Links: Ansdtze von Neoendothel auf dem Patch (grau) und um die Nitinol-Klammern

(schwarz). Rechts in VergrofSerung das beginnende Einwachsen fibromuskuldirer Zellen.

Nach drei Monaten ist ein vollstindiger Ubergang der Endothelialisation in das umgebende Gewebe zu sehen.
Patch und Klammern sind mit einer bis 1,6 mm dicken Schicht iiberwachsen. Die fortschreitende zellulare Or-
ganisation zeigt sich nun auch im Septum direkt. Es sind kaum mehr Herde unorganisierten, thrombotischen
Materials nachweisbar, stattdessen dominieren die fibromuskularen Zellen im ganzen Defektbereich. Auch neu

einsprossende Kapillaren sind deutlich zu erkennen (Abb. 35).

Abb. 35: 3 Monate nach Patchimplantation. Links: Komplette Neoendothelialisierung des Patches mit fortschreitender zellulirer

Organisation des Septums. Rechts: Vergrofierung

In allen Préparaten ist an der Defektstelle eine milde bis moderate Entziindungsreaktion zu erkennen. Nach
drei Tagen zeigt sich eine dichte lymphozytére Infiltration des Herzgewebes mit wenigen Granulozyten. Um
den Kunststoffflicken und den Nitinolklammern finden sich auch nach 14 Tagen und drei Monaten einige
Lymphozyten und Fremdkorperriesenzellen (Abb. 36). Die Ausbildung oberflichlicher Thromben kann auch

mikroskopisch ausgeschlossen werden.

57



Ergebnisse

Abb. 36: Links: Inflammatorische Reaktion mit Lymphozyten und Fremdkorperriesenzellen in der Umgebung der Patchstrukturen.

Rechts: Fremdkorperriesenzellen in der immunhistochemischen Untersuchung.

3.7.3 Immunhistochemie und Elektronenmikroskopie

In der immunhistochemischen Untersuchung sollen die verschiedenen Zellen der Defektheilung gezielt an-
gefirbt werden. So konnen mit SMA- und Vim-Farbung nach drei Monaten im Patchbereich fibromuskuldre
Zellen und glatte Muskelzellen (braun) nachgewiesen werden, passend zur Neubildung von Epithel und ersten
Blutgefiflen. Mittels der Antikorper gegen Von-Willebrand-Faktor werden schlieSlich die den Patch iiberla-
gernden Zellen als Endothelzellen identifiziert (Abb. 37).

Abb. 37: Immunbhistochemische Firbungen. Links: SMA-Firbung mit Darstellung fibromuskuldrer Zellen (braun). Mitte: Die

vim-Fiarbung zeigt fibromuskuldire Zellen (braun) um den Patch. Rechts: Die vWF-Firbung zeigt
Endothelzellen auf dem Patch.
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Unter dem Elektronenmikroskop kann letzendlich der liickenlose Uberzug des Patchbereichs mit neu gebilde-

tem Endothel im Detail bestdtigt werden (Abb. 38).

Abb. 38: Die Elektronenmikroskopie drei Monate nach Implantation zeigt die komplette Neoendothelialisierung des Patches.
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4. Diskussion

Ziel der hier vorliegenden Dissertationsarbeit war die Evaluation einer neuen Hybridtechnik zum Verschluss
von mVSDs im Langzeitverlauf im Tiermodell. Wahrend eines Beobachtungszeitraums von drei Monaten soll-
ten Verschlussergebnis, Herzfunktion, Belastbarkeit der Tiere mittels Herzkatheteruntersuchung, Echokardio-
graphie, Stress-Echokardiographie und MRT-Funktionsuntersuchung nach 1 und 3 Monaten beschrieben und
ausgewertet werden. Besonderes Augenmerk lag auf den anschliefenden histopathologischen Untersuchungen
zur Biokompatibilitdt des neu etablierten Patchsystems.

Insgesamt zeigte sich ein suffizienter Verschluss der kiinstlich geschaffenen mVSDs mit einer sehr zurfrieden-
stellenden Verschlussrate von 83,3%. Dariiber hinaus zeigte sich, dass diese Hybridtherapie auch im Langzeit-
verlauf gute Resultate beziiglich Restshunts, Funktion der Herzklappen und Funktion des linken Ventrikels
aufweist. Sieben von zehn Tieren (70%) durchliefen die Versuchsreihe bis zum Ende der chronischen Phase
im dritten postoperativen Monat. Bei lediglich einem Tier (10%) ist das vorzeitige Ausscheiden aus der Studie
auf einen technischen Fehler unserer Hybridtherapie zuriickzufiihren, zwei Tiere verstarben an unabhangigen
perioperativen Komplikationen.

Die nach Abschluss der chronischen Versuchsphase durchgefithrten histopathologischen Untersuchungen
zeigten eine gute Biokompatibilitit und vollstaindige Neoendothelialisierung der Patchsysteme nach drei Mo-

naten.

4.1 VSD-Modell

Zur Etablierung des mVSD-Tiermodells und der neuartigen Verschlusstechnik unserer Arbeitsgruppe waren
zunichst Ferkel deutscher Hausschweinrassen verwendet worden (Kozlik-Feldmann 2008 (A), Kozlik-Feld-
mann 2008 (B)). Fiir die Langzeituntersuchungen dieser Studie wurden ,,G6ttingen Minipigs®™ verwendet. Die
Tiere aus der Zucht der Fa. Ellegard in Ddanemark sind seit 1992 in der kardiovaskuldren Forschung etabliert.
Sie zeichnen sich durch einfaches Handling, kostengiinstige Haltung, hohe Infektionstoleranz und grofle hé-
modynamische Stabilitdt aus (Beglinger 1975). Anatomie und Physiologie des Herzens sind mit den Charak-
teristika eines humanen Organismus vergleichbar (Stubhan 2008). Durch das niedrige Gewicht der Ferkel und
vor allem durch die geringe Gewichtszunahme im Verlauf sind die Géttingen Minipigs® fiir eine chronische

Versuchsreihe besonders gut geeignet.

Die mVSDs wurden in dieser Studie mittels eines speziell entwickelten Stanzgerites artifiziell erzeugt (Kozlik-
Feldmann 2008 (A)). Dabei kann der Untersucher die endgiiltige Lokalistation des Defektes relativ frei bestim-
men. Hier wurde ein besonderes Augenmerk auf eine moglichst midmuskulére bis apikale Position der VSDs
gelegt. Diese stellen nach wie vor die grofite Herausforderung fiir den chirurgischen und interventionellen

Verschluss dar (Diab 2007) und profitieren so auch entscheidend von der Entwicklung einer neuen Verschluss-
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alternative. Entsprechend den Vorgaben der Kommission fiir Tierversuche der Regierung Oberbayern mussten
die hier kiinstlich erzeugten mVSDs sofort im Anschluss verschlossen werden, so dass iiber den natiirlichen
Heilungsverlauf dieser Defekte keine Aussage getroffen werden kann. Die Arbeitsgruppe Phillips et al. jedoch,
die ein dhnliches Stanzgerdt verwendete, konnte auch eine Woche nach erfolgreicher Intervention (73%) eine
Persistenz ihrer kiinstlich geschaffenen VSDs mit LRS nachweisen (Philipps 2009), so dass wir davon ausgehen,

dass sich auch unsere mVSDs ohne das applizierte Patchsystem nicht suffizient verschlossen hatten.

4.2 VSD-Verschluss in Hybridtechnik

4.2.1 Hybrid-Zugang und bisher verwendete Verschlusssysteme

Das von uns verwendete Patchsystem zum Verschluss von mVSDs wurde in ,,Hybridtechnik® angewandst; eine
Kombination aus chirurgischen und interventionellen Techniken. Einer der grofiten Vorteile der Hybridthe-
rapie im Vergleich zur rein chirurgischen Standardtherapie diirfte wohl das Vermeiden der HLM mit all ihren
bisher bekannten Frith- und Spatfolgen auf den jungen Organismus (siehe 1.3.1, Bellinger 1995, Shann 2008)
sein. Wahrend so nach einem Eingriff unter HLM eine nachfolgende Therapie auf der Intensivstation unum-
ganglich ist, kann der Patient nach einem kurzen minimalinvasiven Hybrideingriff am schlagenden Herzen
nach kurzer Uberwachungsphase normalstationar weiter behandelt werden. Die damit verbundene Verringe-
rung der physischen und psychischen Belastung des Patienten und seiner Angehorigen ergibt einen weiteren
groflen Vorteil der Hybridtherapie (Bacha 2005 (A), Bacha 2007, Chessa 2008, Schmitz 2008). Hinzu kommt
das fiir den Patienten oftmals angenehmere kosmetische Ergebnis einer minimalinvasiven Operation. Sollte
sich bei zusitzlichen Fehlbildungen am Herzen eine Verwendung der HLM nicht vermeiden lassen, so kann
durch eine perventrikuldre Korrektur des VSDs in derselben Sitzung zumindest die Dauer der extrakorporalen
Zirkulation, die Eingriffszeit insgesamt und damit auch die Kreislaufbelastung vermindert werden (Bacha 2005
(A)). Ein Hybrideingriff zeigt sich so wesentlich risikodrmer, weniger invasiv und mit verbesserten Therapieer-
gebnissen vor allem bei Patienten unter 5 kg. (Hjordtal 2002, Bacha 2007, Amin 2008, Schmitz 2008).

Sowohl der rein chirurgische als auch der rein interventionelle VSD-Verschluss geraten vor allem bei schwie-
rigen anatomischen Verhiltnissen, etwa bei sehr kleinen Patienten mit limitiertem Gefifistatus oder stark
hypertrophiertem rechten Ventrikel an ihre Grenzen (siehe 1.3.1 und 1.3.2). Daher findet sich in den rein
interventionellen Studien zum VSD-Verschluss auch kaum ein Einschluss der Neugeborenen oder Sauglings-
gruppe; bei Thanopoulos et al. gilt ein Gewicht unter 4 kg als Ausschlusskriterium fiir einen interventionellen
Eingriff (Thanopoulos 2005a, Diab 2007). Sind Patienten unter 4 kg eingeschlossen, so wird deutlich, dass diese
Gruppe mit hoheren Komplikationsraten behaftet ist als Patientengruppen hoherer Gewichtsklassen. Zudem
ist die Eingriffszeit bei sehr kleinen Kindern insgesamt verldngert und die Zahl der residuellen Shunts hoher
(Holzer 2004). Des Weiteren fiihren die zahlreichen Kathetermanover bis zum definitiven Verschluss haufig zu

Arrythmien, hamodynamischer Instabilitdt und spateren Klappenschidden gerade bei kleinen Patienten (Bacha
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2005 (A), Carminati 2007, Philipps 2009). Mit Einfithrung der Hybridtherapie ergab sich nun die theoretische
Moglichkeit auch diese Patientengruppe, in der sich meist die wirklich therapiebediirftigen VSDs befinden, zu
beriicksichtigen. Sind keine zusétzlichen Herzfehlbildungen zu behandeln, kann iiber eine ,,Mini-Sternotomie®
der rechte oder linke Ventrikel punktiert werden und das Verschlusssystem ohne grofle Umwege direkt in den
echokardiographisch dargestellten VSD implantiert werden (Bacha 2003). Damit werden vaskuldre Limitatio-
nen umgangen und das Risiko der himodynamischen Instabilitat durch eine kurze und einfach zu handhaben-

de Prozedur verringert.

In den letzten Jahren haben sich zum interventionellen wie auch zum Hybridverschluss der mVSDs vorran-
gig die Amplatzer-Occluder der Firma AGA Medical Corporation, Golden Valley, MN, USA durchgesetzt.
Die zur Implantation der MVSDO nétigen Schleusen haben derzeit eine Mindestgrofle von 6-9 French, die
zufiihrenden Systeme sind flexibel und der Nitinol-Occluder selbst ist in verschiedenen Grof3en verfiigbar, so
dass er dem jeweiligen VSD optimal angepasst werden kann. Das von der amerikanischen Food and Drug Ad-
ministration (FDA) geforderte Kriterium der Bergungsmoglichkeit des Implantates ist gegeben und so wurde
das Verschlusssystem in den USA 2007 zum klinischen Gebrauch zugelassen. Dennoch gibt es auch fiir dieses
System Limitationen, die einen breitflichigen Einsatz bisher verhindern. Zum einen scheint die Handhabung
deutlich schwieriger zu sein, als die des perimembrandsen Amplatzer-Occluders (Thanopoulos 2005a). Das
interventionelle System kreuzt den mVSD von rechts- nach linksventrikuldr. Wihrend die linke Scheibe der
Amplatzer meist gut zu entfalten ist behindert die Morphologie der rechten muskuldren Ventrikelseptumseite
oft die optimale Entfaltung der rechten Scheibe, wie bei der Studie von Diab et al. 2007. Der Defekt des Patien-
ten lag hier zu apikal, so dass das Verschlusssystem schwer zu mandvrieren war. Nach erfolgreicher Kreuzung
des VSDs liefd sich zwar die linke Scheibe gut entfalten, rechts war dies durch das hohe Maf8 an Trabekeln aber
auch nach mehreren Versuchen nicht mdoglich. Statt des MVSDO wurde hier letztendlich ein Amplatzer-Duct-
Occluder implantiert, dem in seiner ,,pilzférmigen” Konfiguration die rechtsseitige Scheibe fehlt (siehe Abb. 5.1
B, 1.3.2). Auch bei Bacha et al. 2005 (A) konnte in einem 3 kg schweren Sauglings eine komplette Entfaltung
nicht erreicht werden, ohne die Sehnenfidden der Trikuspidalklappe zu tangieren. Der mVSD musste nachfol-
gend offen chirurgisch korrigiert werden. Bei diesem Patienten war es durch die Anlage eines pulmonalarteri-
ellen Bandchens zu einer Rechtsherzhypertrophie gekommen, die die interventionelle VSD-Lokalistation und
Positionierung des Verschlusssytems nahezu unmoglich machte.

Eine weitere Problematik der VSD-Occluder-Positionierung ist die starke Varianz der Dicke des Herzseptums.
Diese nimmt gewohnlich von proximal nach apikal stark zu. Je nach Lokalistation muss so die Lange des Ver-
bindungsstiickes zwischen den beiden Scheiben der Amplatzersysteme variiert werden (Amin 2008). Bacha
et al. sehen die derzeit gebrduchliche Lange des Amplatzersystems von 7 mm vor allem bei hohen posterioren
VSDs als ungiinstig an. Hier ist das Septum typischerweise nur 4 - 5 mm dick, so dass eine optimale Anpassung
der Verschlusssysteme nicht erreicht werden kann. Eine zusétzliche Limitation der Amplatzersysteme, die vor
allem den perimembrandsen Systemen zu schaffen macht, ist die doch relativ sperrige Konstruktion (Vasilyev

2008, vgl. Abb. 39).
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Abb. 39: Links AVSDO in situ aus Bacha 2005, dazu im Vergleich rechts das planare Patchsystem von Kozlik-Feldmann et al.

Die Befestigung des selbstzentrierenden Occluders wird allein durch Spannkrifte gegen das umgebende Sep-
tummyokard garantiert. Die daraus resultierende Gewebekompression mit Odembildung wird fiir die nach Im-
plantation auftretenden Arrythmien bis hin zum kompletten AV-Block in Betracht gezogen (Hu 2008). Somit
stellt die Hybridtherapie der schwer zuganglichen VSDs bereits einen sehr guten Ansatzpunkt fiir die optimale
Platzierung zukiinftiger Verschlusssysteme dar; die bisher verwendeten Occluder allerdings zeigen noch viel-

faltige Einschrankungen, die einen breitflichigen Einsatz im Klinikalltag verhindern.

Dabher etablierte unsere Arbeitsgruppe nun ein planares Patchsystem, das einige dieser Limitationen zu um-
gehen weif8. Auch unser Verschlusssystem wird in Hybridtechnik angewandt, mit dem Ziel, die Vorteile chi-
rurgischer und interventioneller Techniken optimal auszuschopfen. Das System an sich, bestehend aus einem
Polyesterpatch, aufgespannt auf einen Nitinol-Rahmen, kann kathetergestiitzt in den linken Ventrikel einge-
bracht und dort vor dem VSD entfaltet werden (siehe 2.3 sowie Abb. 13). Fixiert wird der Patch mittels eines
speziellen Klammerapplikationsgerates {iber einen transthorakalen linksventrikuldren Zugang (Abb. 14). Der
direkte und sicherlich auch einfachere Zugangsweg iiber eine mediane Sternotomie war uns geméf3 den Tier-
schutzrichtlinien allerdings nicht erlaubt. Daher musste eine anterolaterale Thorakotomie mit ungiinstigerem
Punktionswinkel und damit langerer Manipulationszeit in Kauf genommen werden. Im klinischen Einsatz
kann dies mit der Sternotomie vermieden werden. Fiir den perventrikuldren Zugang des Fixationsgerdtes wur-
de eine 7-F Schleuse gewihlt. Kleinere Schleusen wiren denkbar. Durch Minimierung der Punktionsstelle lie3e
sich im spéteren klinischen Gebrauch das Risiko eines punktionsinduzierten Pseudoaneurysmas oder einer
Myokardnarbe verringern (Vasilyev 2008). Der Zugang iiber die linke Ventrikelwand, birgt zwar oben genannte
Gefahren (Hanna 1999, Liu 2008), die Problematik der erschwerten VSD-Lokalisation durch die starke rechts-
ventrikuldre Trabekularisierung, die konsekutiv erschwerte Implantatfixation und etwaige Restshuntbildung

bei rechtsventrikuldrer Punktion wird allerdings umgangen (Diab 2007). Somit kénnen auch die chirurgisch
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von rechtsatrial schwer einsehbaren Defekte unterhalb des Moderatorbandes erreicht und suffizient verschlos-
sen werden.

Im Gegensatz zu Occludern mit biventrikuldrer Verankerung verwendeten wir in unserer Tierstudie ein sehr
flexibles planares Verschlusssystem, das auch vor apikalen mVSDs noch problemlos zu manévrieren ist (Abb.
39). Der Kunststoffpatch wurde hier allein linksventrikuldr positioniert und befestigt und wird von der rechts-
ventrikularen Morphologie nicht beeintriachtigt. Auch die variable Anatomie des Herzseptums muss von unse-
rem System nicht beriicksichtigt werden. Das Patchsystem kann unabhéngig von der Dicke des Septums und
bei einem Minimum von 1 cm an freier muskuldrer Begrenzung des VSDs befestigt werden. Die Fixierung
mittels sehr schmaler Nitinol-Klammern bewirkt lediglich punktuellen Gewebekontakt mit dem umgebenden
Myokard und damit ein geringeres Gewebetrauma. Fixationsbedingte Rhythmusstérungen, transiente oder gar
permanente Blockbilder durch iiberméfliige Spannkraft auf das umliegende Gewebe waren wahrend unserer
Versuche nicht zu verzeichnen. Natiirlich konnen diesbeziiglich die hier behandelten mVSDs nicht mit den
ndher am Leitungssystem gelegenen pVSDs verglichen werden. Dennoch zeigt das von uns verwendete Patch-
system einige innoviative Neuerungen auf, die wichtige Impulse fiir die zukiinftige Entwicklung von m- und

pVSD-Verschlusssystemen geben konnen.

4.2.2 Bildgebung in der Hybridtherapie

Mit zunehmendem Anteil perkutaner Therapiemdglichkeiten und Hybrid-Eingriffen zur Korrektur angebore-
ner Herzfehlbildungen steigen der Bedarf und die Anforderungen an die bildgebende Technik (Bacha 2007).
Besonders die Echokardiographie ist sowohl zur priinterventionellen Patientenselektion als auch als interven-
tionsbegleitendes Verfahren der ersten Wahl essentiell (Vasilyev 2006, Amin 2008). Mittels transésophagealer
2D- oder im in zunehmendem Umfang RT3D-Echokardiographie wird zunichst der Defekt und umliegende
Strukturen lokalisiert und schliefllich der Ablauf der Hybridprozedur live am schlagenden Herzen verfolgt.
So lassen sich zum einen die operationsbedingten Auswirkungen auf Ventrikeldynamik und Klappenfunk-
tion sofort nachvollziehen, zum anderen auch der Erfolg des VSD-Verschlusses direkt evaluieren. Wiahrend
bei chirurgischem Verschluss unter extrakorporaler Zirkulation Herzrhythmusstérungen und verbliebene
Restshunts erst nach Beendigung des Eingriffs offensichtlich werden, kann bei einem Hybrideingrift der Sitz
des Verschlusssystems sofort nachjustiert werden. Zudem sind die mVSDs aus chirurgischer Sicht transatri-
al oder transventrikuldr oft unter dem Trikuspidalklappenapparat verborgen und damit schwer zu lokalisie-
ren und einzugrenzen (Soto 1989, Bol-Raap 1994). In einem 3D-Datensatz dagegen kann das vordergriindige
Trikuspidalklappengewebe ausgeblendet werden, so dass eine Evaluation des darunterliegenden VSDs ohne
Sichtbehinderung moglich ist (van den Bosch 2006). Zur Ausweitung der bisherigen Einsatzmoglichkeiten der
Echokardiographie wéren vor allem bei der Anwendung an Neugeborenen und kleinen Kindern mit gerin-
gem echokardiographischem Fenster und schneller Herzfrequenz allerdings noch weitere Verbesserungen der

raumlichen Auflosung, bestenfalls in Echtzeit, von grofler Wichtigkeit.
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Das zweite grofle Standbein jeglicher Katheterinterventionen und auch der Hybridtechniken ist die Durch-
leuchtung. Nach Carminati et al. werden im européischen Register fiir den interventionellen VSD-Verschluss
Durchleuchtungszeiten von bis zu 150 min. verzeichnet (Carminati 2007). Im Vergleich zu rein interventio-
nellen Vorgehensweisen konnte durch die lediglich punktuelle Anwendung wahrend der Hybridtechnik die
Strahlenbelastung auf den jungen Organismus gesenkt werden. Aufgrund der Artefaktbildung metallischer In-
strumente und mangelnder Darstellung kleinerer metallischer Objekte (Klammern, Nadeln) unter Echokardi-
ographie kann bisher auf die Anwendung der Durchleuchtung noch nicht verzichtet werden. Die Entwicklung
eines ultraschallkompatiblen Uberzugs oder der Methode des ,, magnetic trackings“ metallischer Implantate

bietet derzeit hier schon erste Losungsansitze (Suematsu 2005, Novotny 2007).

Die neuen hochmodernen Hybridoperationssédale bieten mit der Integration flexibler Durchleuchtungsanla-
gen und neuester Echokardiographietechniken die besten Voraussetzungen zur optimalen visuellen Uberwa-
chung der intrakardialen Prozeduren. Diese kostenreiche Ausstattung stand uns im Tierversuchslabor leider
noch nicht zur Verfiigung. Mit den einfacheren technischen Geritschaften war das Hybridverfahren hier an
kompliziertere Implantationsmanéver und eine insgesamt langere Versuchsdauer gekniipft. Wihrend der Vor-
gang der mVSD-Schaffung, der entstandene Shunt und die Lage des Patchsystems vor, wihrend, und nach
Verschluss kontinuierlich mittels epikardialer 2DEchokardiographie verfolgt wurden, erfolgte die Applikation
der Fixationsklammern unter Durchleuchtung. Zusitzlich wurde an einigen Tieren mit einem 3D-Echokar-
diographie-Gerit gearbeitet. Hiermit konnte eine Art transventrikulére ,,en face view“ auf Septum und Patch
erreicht werden. Die zusitzliche Bildebene erleichterte die Bestimmung der Lageverhiltnisse von Patchsystem
zu Ventrikelseptum und die Beurteilung des Winkels des auftreffenden Klammernahtgerites wesentlich. Die
anspruchsvolle Kombination der verschiedenen bildgebenden Verfahren fiihrte allerdings in zwei Féllen zu
technischen Schwierigkeiten mit dem Hybridsystem, so dass die jeweiligen Versuche vorzeitig abgebrochen
werden mussten. Bei Tier 2 war die Position des Patchsystems vor dem Ventrikelseptum echokardiographisch
schwierig darzustellen und mit der zusétzlichen Bildebene unter Durchleuchtung nur schwer in Einklang zu
bringen. Die fehlende raumliche Sicht fithrte nach langwierigen Platzierungsversuchen zur Fehlpositionierung
des Patches und Verletzung von Sehnenfiaden und Papillarmuskeln. Auch in Tier 12 wére wahrscheinlich durch
ein besseres Zusammenspiel der bildgebenden Verfahren die gefihrliche Néahe zur Trikuspidalklappe frither
ersichtlich gewesen, so dass durch intraoperatives Nachjustieren der Patchposition ein besseres Verschlusser-
gebnis erreichbar gewesen wire. Nach unseren Erfahrungen ist die eine gute rdumliche Orientierung fiir die
Anwendung der modernen Hybridtechnik von entscheidender Wichtigkeit. Wie auch Vasilyev et al. halten
wir eine Weiterentwicklung der bildgebenden Technik fiir eine der Schliisselkomponenten des Erfolges der

Hybrid-Therapie (Vasilyev 2008).
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4.3 Evaluierung des Verschlusssystems im follow-up

4.3.1. Echokardiographie, Stressechokardiographie und MRT-Untersuchung

Ein ideales neues VSD-Verschlusssystem sollte dem Septumdefekt moglichst einfach zuzufiihren sein und da-
bei moglichst gering-invasiver Methoden bediirfen; es sollte wenig Fremdmaterial enthalten, selbst-entfaltend,
selbst-zentrierend und im Notfall zu bergen sein (Amin 1999 (A)). Ein weiterer wichtiger Punkt zur Bewer-
tung eines neuen Verschlusssystems ist das Auftreten residueller Defekte nach Implantation. Verbliebene De-
fekte nach chirurgischer Korrektur verschlieflen sich unter einem Durchmesser von 2 mm zumeist spontan
innerhalb eines Jahres, bei grofieren Durchmessern kann nicht mehr von einem Spontanverschluss ausgegan-
gen werden (Dodge-Khatami 2007). Die junge Disziplin der interventionellen und Hybrid-VSD-Verschliisse
hat bisher noch keine Langzeitergebnisse beziiglich der Entwicklung residueller Shunts hervorgebracht. Nach
den Ergebnissen von Thanopoulos et al. zeichnet sich allerdings eine dem chirurgischen Verschluss dhnliche
Entwicklung ab (Thanopoulos 2003). Restdefekte konnen im Verlauf weiter an Grofle zunehmen sowie zu
Hémolysen, Thrombenbildung und Endokarditiden fithren (Meguro 1992, Yang 2000, Kanemitsu 2009). Ent-
sprechend den Richtlinien zur Endokarditisprophylaxe bei Verwendung von prosthetischem Material wiirde
auch der residuelle Shunt nach Hybridverschluss fiir den betroffenen Patienten eine lebenslange Antibioti-
kaeinnahme bedeuten (Leitlinien der American Heart Association, Stand 2007). Dementsprechend gilt eine
Minimierung des Auftretens residueller Shunts als eines der wichtigsten Kriterien bei der Entwicklung neuer
VSD-Verschlusssysteme. Nach chirurgischer Korrektur kommt es in 1-20% der Fille zum Auftreten von Rest-
defekten (Roussin 1996, Wollenek 1996, Yang 2000). In den bisherigen kurzen Verlaufsstudien konnte keine
Uberlegenheit der interventionellen Systeme gezeigt werden (Xunmin 2007, Vasilyev 2008, Zheng 2009). In
unserem experimentellen Hybridansatz trat im follow-up lediglich bei einem Tier ein trivialer Restshunt von
2 mm auf. Im Gegensatz zur chirurgischen Patchnaht, bei der die Stiche sehr nah aneinander gesetzt werden
miissen um Restshuntbildung zu vermeiden, sind fiir das planare Hybridsystem lediglich etwa acht Nitinol-
Klammern zum Komplettverschluss nétig. Die Implantation im Hochdrucksystem des linken Ventrikels resul-
tiert in einer direkten Kompression des Polyesterflickens gegen das muskuldre Septum und vermindert zusétz-

lich die Ausbildung von Restdefekten.

Neben der Frage nach residuellen Shunts zihlt bei interventionellen Eingriffen auch die Gefahr der Klappen-
schiden zu den wichtigen Kritikpunkten. Auch in unserer Studie ergaben sich in den echokardiographischen
Verlaufsuntersuchungen milde Klappeninsuffizienzen, die auf die Manipulation wéahrend des interventionellen
Teils der Hybridtechnik zuriickzufiihren sind. Vorallem die Aortenklappe wurde durch die noch relativ grofle
Schleuse des Patchsystems tangiert. Alternativ wurde in einer Studie unseres Kooperationsparters Vasilyev et
al. ein zweiter transapikaler Zugang zur Positionierung des Patchsystems verwendet (Vasilyev 2008). Damit
miissen aber die Nachteile einer weiteren, wenn auch nur geringen Schadigung des linken Ventrikelmyokards

in Kauf genommen werden. Ein Vergleich dieser beiden Therapieansitze im Langzeitverlauf steht noch aus.
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Die minimale linksventrikuldre Inzision zur Schaffung des Defektes und auch zum Einbringen des Klam-
merapplikators fithrte in den echokardiographischen und magnetresonanztomographischen Verlaufsuntersu-
chungen zu keiner Beeintrachtigung der Myokardfunktion. In der Stressechokardiographie zeigte sich lediglich
im Patchbereich des Septums eine geringe regionale Dysfunktion. Nach Pacileo et al. wire ein solcher Befund
auch nach jeder chirurgischen Defektnaht zu erwarten (Pacileo 1998). Magnetresonanztomographisch besta-
tigten sich die bereits echokardiographisch erhobenen Befunde. Die verspitete Hyperdensitat mit extrazellu-
lirem Kontrastmittel in der T1-Phase der Untersuchung entspricht typischerweise (reversibel) geschadigten
Myozyten oder bindegewebigen Umbauten (Fibroseareale) nach Infarkt (Prakash 2004, Hunold 2007). Gebiete
mit unbeschéddigten, vitalen Myozyten erscheinen hypodens (Kim 1999, Rehwald 2002, Foo 2002). Zeigt sich
nun wie in unserer Tierstudie ein Bereich mit fleckig verteilten angereicherten und nicht anreichernden Zellen
(»patchy enhancement®) so deutet dies auf ein enges Nebeneinander von vitalen und avitalen oder fibrotisch
veranderten Zellstrukuren hin. Dies verdeutlicht zum einen die bestehende Entziindungsreaktion im Bereich
des kiinstlich geschaffenen VSDs, zu anderen aber auch den fribrotischen Umbau des geschddigten Myokards.
Zum MRT-Verhalten interventioneller Implantationssysteme gibt es derzeit noch keine weiteren spezifischen
Arbeiten. Harris et al. kommen in ihrer Studie zur magnetresonanztomographischen Evaluierung des chir-
urgischen Verschlusses allerding zu vergleichbaren Ergebnissen (Harris 2007). Auch die Ergebnisse der his-
topathologischen Untersuchungen unserer eigenen Explantate stehen im Einklang zu den MRT-diagnostisch

erhobenen Befunden (s.u.).

Anzumerken ist, dass die Ergebnisse der Langzeit-Funktionsbeurteilung des Patchsystems, wie RVSDs und
Klappenfunktion, zukiinftig entscheidend von den angestrebten Verbesserungen in der Bildgebung profitieren
wiirden. Eine bessere raumliche Ubersicht mindert zum einen die Gefahr der Fehlpositionierung und damit
der RVSDs, zum anderen kann durch die bessere Orientierung auch die Implantationszeit und damit die Ge-
fahr der Klappenschdden vermindert werden. Daher stehen Verbesserungen im Bereich der Bildgebung an

wichtiger Stelle unserer zukiinftigen Projekte.

4.3.2 Haimodynamik

Wiahrend des Verschlussprozesses zeigten sich alle Versuchstiere dieser Studie kreislaufstabil und benétigten
keinerlei katecholaminerge Unterstiitzung. In einigen Tieren kam es durch das akute Auftreten des LRS zu
einem Abfall des systemischen Blutdruckes wie es durch den abrupten Verlust an Herzzeitvolumen durch den
Shunt zu erwarten war. Eine dhnliche himodynamische Entwicklung wird bei akuten Septumdefekten nach
Infarkt bei erwachsenen Patienten beschrieben (Deja 2000). Nach der Fickschen Methode konnte in unserer
Tierstudie ein mittleres Shuntvolumen von 27,96% berechnet werden. Sowohl in den echokardiographischen

als auch in den makropathologischen Untersuchungen zeigte sich allerdings, dass der wirkliche substanzielle
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Defekt deutlich grofer war als durch die oxymetrische Shuntmessung zu erwarten gewesen wire.

Entsprechend den erhohten Flussvolumina im kleinen Kreislauf konnten nach Schaffung des Defektes erhohte
pulmonalarterielle Driicke nachgewiesen werden. Die gemessenen Lungendruckwerte liegen mit 22,4 + 2,5
mmHg PAP und 10,6 + 2,4 mmHg PCWP im Bereich der Werte, die auch bei natiirlich vorkommenden VSDs
im Kindesalter erhoben werden (Lapp 2009). Es ist anzunehmen, dass die Tiere eine absolute pulmonale Hy-
pertonie mit Mittelwerten tiber 30 mmHg PAP bis zum Verschluss nicht stabil iiberstanden hatten. Nach Patch-
verschluss kam es zu einer deutlichen Abnahme der Lungendruckwerte bis Versuchsende. Das Shuntvolumen
konnte signifikant reduziert werden (p = 0,0119). Die Verlaufsuntersuchungen nach drei Monaten zeigten eine
Normalisierung der Druckverhiltnisse. Diese Ergebnisse verdeutlichen zum einen die Volumenwirksamkeit
des kiinstlich geschaffenen Shunts mit den entsprechenden himodynamischen Gegenregulationsmechanismen
des Lungenkreislaufes zum anderen den sufhizienten Verschluss desselben im Anschluss mit zunehmender
Integration des Patchsystems in das Herzendothel und die addquate Adaptation des Kreislaufs auf die sich ver-

andernden Flussverhaltnisse.
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4.4. Untersuchungen zur Biokompatibilitidt des neuartigen Patchsystems

4.4.1 Beurteilung der Vertriglichkeit des Nitinols

Die am héufigsten verwendeten Materialien perkutaner Verschlusssysteme sind Nitinol und medizinisches
Edelstahl. Systeme aus Nickel-Titan-Legierungen weisen nach bisherigen Untersuchungen eine gute Biokom-
patibilitat auf (Barras 2000, Sigler 2000, Singh 2007, Sigler 2007, Foth 2009). Trotz guter Studienergebnisse und
ausgezeichneter klinischer Erfahrungen mit Nitinol-Implantaten fiithrt der Nickel-Anteil von 55% nach wie vor
zu kontroversen Disskussionen vor allem in Bezug auf nickelsensibilisiertes Patientengut. Rigatelli et al. ver-
offentlichten 2007 ihre Erfahrungen an 9 Patienten, die sich trotz praoperativ positivem Nickel-Epikutan-Test
zur ASDO-Implantation entschieden. Drei Tage postoperativ entwickelten 8 von 9 Patienten einen vom Autor
als ,,device syndrom” beschriebenen Symptomkomplex. Dieser duflerte sich in thorakalem Unwohlsein, Dys-
pnoe, Midigkeit und milder Leukozytose. Nach antiinflammatorischer Therapie mit Prednison erholten sich
die Patienten binnen kiirzester Zeit (Rigatelli 2007). Nickel allein ist das hdufigste Kontaktallergen der Indust-
rienationen. Es kann in sensibilisierten Patienten schwerwiegende respiratorische Komplikationen, allergische
Reaktionen und behindertes Zellwachstum hervorrufen (Barras 2000). In einer Studie an 67 Patienten konnten
ein Anstieg des Nickelwertes von 0,47 ng/ml Blut vor ASDO-Implantation auf einen Spitzenwert von 1,5 ng/ml
Blut einen Monat nach Implantation gemessen werden (Ries 2003). Im follow-up fielen diese Werte allerdings
innerhalb zweier Monate wieder auf das Ausgangsniveau hin ab. Titanium als zweiter Bestandteil der ,,NiTi“-
Legierung zeigt sich dagegen génzlich reaktionsfrei. Nickel und Titan bilden in dieser Kombination eine starke
Verbindung und machen Nitinol damit gegentiber der Oxidation der Nickelionen resistent (Barras 2000). In
genaueren histopathologische Untersuchungen der Nitinol-Systeme konnte gezeigt werden, dass sich wahrend
des Einwachsens ein vor Korrosion schiitzender Titaniumoxid-(TiO2)- Mantel um das Nitinolgeflecht legt,
der die Nickelionenfreisetzung unterbindet (Barras 2000, Sigler 2000, Lai 2005). Edelstahl enthélt zwar im
Vergleich lediglich 13% Nickel-Anteil, ist allerdings viel weniger korrosionsbestdndig, so dass auch hier adver-
se Reaktionen beschrieben wurden (Kanerva 1994, Barras 2000, Sigler 2000, Vincent 2003, Ehrnrooth 2009).
Nicht nur das verwendete Material, sondern auch die Grofle des Implantates bzw. der Metallanteil beeinflussen
die Nickel-Belastung des Korpers. So konnten Gordon et al. in einer explorativen Befragung von 100 Interven-
tionisten feststellen, dass die wenigen gemeldeten Hypersensitivititsreaktionen besonders nach Einsatz grofier
bis sehr grofier Amplatzer- Systeme auftraten (Gordon 2009). Singh et al. berichten iiber die erfolgreiche Im-
plantation eines Cardio-Seal-Schirmchens zum ASD-Verschluss bei einer Patientin, die bei Hautkontakt mit
den iiblichen Amplatzer-Occludern eine Kontaktdermatitis entwickelt hatte. Das Cardio- Seal-Schirmchen ent-
hilt einen niedrigeren Metallanteil und provozierte keine Hautreaktion (Singh 2004). Das von uns verwendete
Patchsystems zeichnet sich durch einen minimierten Metallanteil aus (der Patchrahmen wird nach Fixierung
entfernt, es verbleiben etwa acht kleine Nitinol-Klammern). Somit kann hier von einem eher geringen Risiko
einer Fremdkorperreaktion ausgegangen werden, spezifische Untersuchungen dazu stehen allerdings noch aus.
Zudem darf auch nicht vernachléssigt werden, dass trotz weitreichender Diskussionen, adverse Reaktionen

nach Implantation nickelhaltiger Systeme ein klinisch eher selten gesehenes Phanomen darstellen. Nach der
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explorativen Studie des ,Congenital Cardiovascular Interventional Study Consortiums“ (CCISC, Gordon et
al.) glauben zwar 80% der Interventionisten, dass eine Hypersensitivititsreaktion auftreten kann, nur etwa
die Halfte davon berticksichtigt diesen Punkt allerdings in der pridoperativen Anamnese und kein Einziger
der Befragten fithrt vor Implantation gar einen Allergietest durch. Unter 1600 eingesetzten Systemen fanden
sich 33 Fille mit allergietypischen Reaktionen (Inzidenz 0,02% in diesem Patientenkollektiv), die alle auf eine
kurzzeitige Gabe von Prednison ansprachen. Explantationen waren nicht nétig (Gordon 2009). Da mit zu-
nehmender Zahl der interventionellen Eingriffe und zunehmender Verweildauer der Implantate (wachsende
EMAH-Patientenzahl) die Anzahl der gemeldeten adversen Reaktionen aber auch ansteigen diirfte, stellt die

Biokompatibilitdt intrakardialer Verschlusssysteme auch zukiinftig einen wichtigen Beobachtungspunkt dar.

4.4.2 Histopathologische Aufarbeitung der Explantate

Makroskopische Evaluation

An 10 Herzen wurden bei Versuchsende makroskopische und histopathologische Untersuchungen durchge-
fihrt. In einem Tier fand sich dabei ein etwas randstandig sitzender Patch mit echokardographisch sichtbarem
minimalem Restshunt (Tier 3). In allen anderen Herzen zeigte sich der Patch unter makroskopischer Aufsicht
optimal iiber dem mVSD platziert und adédquat fixiert. Bei digitaler Untersuchung konnten keine Dehiszenz
des Patches oder Lockerung der Nitinolklammern eruiert werden.

Zudem war in den Explantaten nach drei Monaten eine komplette Septum-Integration des Patches und der
Klammern auszumachen. Es fanden sich keine vorstehenden, nicht endothelialisierten Anteile des Systems.
Gerade solch prominente, nicht tiberwachsene Abschnitte hatten bei anderen Verschlusssystemen immer wie-
der zu gefahrlichen thrombembolischen Komplikationen gefiihrt. (Amin 1999 (A), Krumsdorf 2004, Sherman
2004, Vasilyev 2008, Sigler 2007, Ding 2009, Vogt 2009, Foth 2009). Zu keinem Untersuchungszeitpunkt fanden
sich in unseren Explantaten thrombotische Auflagerungen. Diese makropathologischen Ergebnisse bestatigen,
dass unsere neue Verschlusstechnik mVSDs suffizient verschlieflen kann und im Verlauf bei guter makroskopi-

scher Integration keine oberfldchliche Thrombusbildung zeigt.
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Histologie und Immunhistochemie

Auch histopathologisch fand sich kein Hinweis auf eine oberflachliche Bildung von sekunddrem Thrombus-
material. Innerhalb des VSD-Kanals und im Patchbereich ist hingegen eine gewisse ,,Priméarthrombogenitét*
durchaus erwiinscht, um schnell einen zelluldren Verschluss des Defektes zu erreichen (Sigler 2005). Polyester
und andere textile Materialien haben sich dabei als besonders geeignet erwiesen und werden speziell zu diesem
Zweck in Verschlusssysteme integriert (Sigler 2005). Der Polyesterflicken unseres Systems zeigte sich bereits
drei Tage nach Implantation von einem diinnen Fibrinnetz mit eingeschlossenen Erythrozyten bedeckt. Dieser
lose Zellverband sollte sich nach VSD-Verschluss ziigig zu festem fibromuskulirem Gewebe wandeln, um eine
Rekanalisation im Verlauf zu verhindern und eine eventuell neu auftretende Shuntwirkung zu unterbinden
(Sigler 2000). In Nitinolbasierten Verschlusssystemen fand diese Umorganisation des Zellmaterials innerhalb
von sechs Wochen statt. Edelstahl-basierte Systeme dagegen erreichten dies erst nach sechs Monaten, so dass
davon ausgegangen werden kann, dass diesbeziiglich den Nitinol-Systemen der Vorzug gegeben werden sollte

(Sigler 2000).

Nach 14 Tagen ist unser neuartiges Hybridsystem bereits iiber weite Teile von Neoendothel iiberwachsen und
mit fibromuskulédren Zellen durchsetzt. Drei Monate nach Implantation schliefllich sind der Patch und die Ni-
tinol-Klammern komplett in das Septum integriert und von einem konfluierenden Zellverband bedeckt. Diese
Zellen konnten immunhistochemisch mit vVWEF-Farbung markiert und damit als neu gebildete Endothelzellen
identifiziert werden. Die Elektronenmikroskopie bestitigt diesen Befund. Mit vim- und SMA-Farbung lassen
sich zudem nach drei Monaten die fortgeschrittene zelluldre Organisation und beginnende Neoangiogenese

aufzeigen.

Dieser stadientypische Ablauf des Einwachsverhaltens unseres Patchsystems steht im Einklang mit den Ergeb-

nissen bisher publizierter Studien zum histopathologischen Heilungsverlauf derzeit verfiigbarer Verschlusssys-

teme (Amin 1999 (A), Amin 2004, Sigler 2006a, Sigler 2006b, Sigler 2007, Foth 2009; Tab. 9).

Implantationszeit
Lokalisation 2-15 Monate > 24 Monate
Oberflachlich Fibrin Endothelzellen Endothelzellen
Pseudointima Fibrin /Zellen Zellen Zellen
Gewebe innerhalb des Fibrin Fibrin /Zellen Zellen
Implantates

Tab.9: Einwachsverhalten von Amplatzer, Cardioseal und Star-Flex Systemen (aus Foth 2009).
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Die ziigige Neoendothelialisierung stellt einen wichtigen Beurteilungspunkt der Implantate dar, da ein kom-
pletter Endotheliiberzug einen antikoagulatorischen Effekt nach sich zieht und oberflichliche Thrombusbil-
dung verhindern kann (Amin 1999 (A), Sigler 2005). Bisherige Versuche eines ,,pre-seeding“ der Implantate
mit vaskuldr-endothelialen Wachstumsfaktoren (VEGF) oder Fibronectin zeigten enttauschende Ergebnisse
(Kong 2002, Sigler 2005). In der Klinik ist daher die 6-monatige antikoagulatorische Prophylaxe mit Aspirin
gingige Praxis (Foth 2009). Entsprechend unseren Untersuchungen zur Biokompatibilitit des Patchsystems

diirfte dieser Prophylaxe-Zeitraum auch fiir unser Verschlusssystem ausreichend sein.

Die Biokompatibilitit und damit auch die Neoendothelialisierung werden des Weiteren mafigeblich von der
Entziindungsreaktion beeinflusst, die lokal durch das Implantat ausgelost wird. Auch um unser Hybrid-System
bildete sich eine milde bis moderate Entziindungsreaktion aus. In den Prdparaten nach 14 Tagen und drei
Monaten fanden sich Lymphozyten und Fremdkorperriesenzellen vor allem im Bereich des Polyesterflickens.
Fremdkorperriesenzellen, typischer Weise als korpereigene Reaktion auf textile Anteile der Verschlusssyste-
me, fanden sich auch bei einigen anderen Studien zur Biokompatibilitdt (Amin 2004, Sigler 2005, Foth 2009).
Es wird angenommen, dass diese Zellantwort Bestandteil des natiirlichen Wundheilungsprozesses ist und in
diesem Zusammenhang die Biokompatibilitdt der Implantate nicht herabsetzt (Sigler 2005). Die milde chroni-
sche Lymphozyteninfiltration ist ebenfalls aus vielen fritheren Untersuchungen bekannt und unabhingig vom
verwendeten Verschlusssystem nachzuweisen (Sigler 2005, Siger 2007, Foth 2009). Nach Sigler et al. wire diese
Zellreaktion mit einem persistierenden inflammatorischen Stimulus vereinbar. Allerdings bleibt dessen Ur-
sprung bei den guten histopathologischen Ergebnissen und der schnellen zelluldren Integration der Verschluss-
systeme unklar. Eine Moglichkeit eines solchen Stimulus wire die unter 4.4.1 schon erwdhnte Nickel-Ionen-
Freisetzung. Durch den TiO2-Mantel, den das Nitinolgeflecht wiahrend des Einwachsens ausbildet, verringert
sich jedoch die Nickel-Freisetzung im Verlauf (Sigler 2005), so dass hier ein Riickgang der Lymphozytenreak-
tion zu erwarten ware. Weiterfithrende histopathologische Untersuchungen sind hier nétig, um die Bedeutung

und den klinischen Verlauf dieser zelluliren Reaktionen im Langzeitverlauf zu beurteilen.

4.5 Limitationen des neuartigen Verschlusssystems

Durch die Vorgaben der bayerischen Tierschutzkommission war in diesem chronischen Tiermodell ein ,,Aus-
heilen” des artifiziellen VSDs vor Patchverschluss nicht moglich. Uber die physiologische Entwicklung der ar-
tifiziell geschaffenen Defekte und einen etwaigen Spontanverschluss kann hier keine Aussage getroffen werden.
Auch die Biokompatibilitdt unseres neuartigen Hybridsystems sollte an unversehrtem Septummyokard erneut
gepriift werden, um gezielt zwischen den Entziindungsreaktionen durch die Kreation des mVSDs und den
Reaktionen auf das Patchsystem selbst unterscheiden zu kénnen. Die Vergleichbarkeit der Entziindungsreak-
tionen nach Implantation derartiger Verschlusssysteme in Tiermodellen einerseits und im humanen Préaparat

andererseits, konnte bereits in einer Untersuchung von Sigler et. al 2007 nachgewiesen werden (Sigler 2007).
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Durch die kiinstliche Schaffung der mVSDs ergibt sich eine weitere Limitation unserer Hybridtechnik: Am
Tiermodell entsteht durch die runde Hohlnadel des Stanzgerites eine konstante, runde Form der mVSDs. Un-
ter natiirlichen Bedingungen ist allerdings eher eine variable und ovale Form der Defekte zu erwarten, die
somit eine entsprechende Modifikation des Patchsystems notwendig machen wiirde.

Neben den Limitationen, die aus der Technik der VSD-Kreation selbst resultieren, haben auch Probleme der vi-
suellen VSD-Darstellung zu Einschrankungen im Versuchsablauf gefithrt. Wie unter 4.2.3 bereits erwéhnt stellt
die Weiterentwicklung der bildgebenden Verfahren einen der Schliisselpunkte des Erfolges der Hybridtherapie
dar. Auch in der hier vorgelegten Studie ergaben sich durch die begrenzten Moglichkeiten der Visualisierung
der intrakardialen Anatomie immer wieder Fehlerquellen. Zwei Fehlpositionierungen sind direkt auf unzurei-
chende Qualitdt und Funktionalitit der Bildgebung zuriickzufiihren. Wir gehen aber davon aus, dass durch die
konsequente Weiterentwicklung der (3D)-Echokardiographie mit kleineren Sonden, verbesserter raumlicher
Auflosung und abgestimmtem Zusammenspiel mit der Durchleuchtung gute technische Grundsteine gelegt
werden, um das Potential der Hybridsysteme besser auszuschopfen. Dies sollte anschliefend in Langzeitstudi-
en zu Himodynamik und Biokompatibilitdt weiter evaluiert werden. Uns war es aus rechtlichen Griinden des

Institutes nicht moglich, das Tiermodell iiber einen Beobachtungszeitraum von drei Monaten auszudehnen.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Mit der hier vorgelegten Studie gelang es uns, das bereits in Vorversuchen etablierte Tiermodell zur Schaf-
fung von mVSDs und den Verschluss derselben mit einer neuartigen Hybridtechnik im Langzeitverlauf zu
evaluieren. An 13 von 12 Tieren (92,3%) konnte erfolgreich ein kiinstlicher mVSD geschaffen werden. Zu
83,3% gelang es die Defekte mittels des innovativen Patchsystems iiber einen Hybridzugang ohne HLM zu ver-
schlieflen. Wir konnten in dieser Studie zeigen, dass die intervenierten Tiere auch wéhrend des dreimonatigen
Beurteilungszeitraums ausgezeichnete kardiale Funktionsergebnisse in Stressechokardiographie und Kardio-
MRT erzielten. Diese Ergebnisse stiitzen die guten Resultate der vorherigen Akutstudie und demonstrieren
die respektable Funktionalitdt des Patchsystems im Langzeitverlauf. In den anschlielenden makroskopischen
und histopathologischen Untersuchungen fanden wir die verwendeten Polyesterpatches und Nitinolklammern
in optimaler Position iiber den mVSDs und bereits von neugebildetem Endothel iiberzogen. In dieser ersten
Studie der Literatur zur Biokompatibilitdt von Polyesterpatches konnten wir mit dem Nachweis der zeitgerech-
ten Neoendothelialisierung und dem immunhistochemischen Nachweis von Fibroblasten und beginnender

Neoangiogenese zufriedenstellende Resultate beziiglich des Einwachsverhaltens des Patchsystems erreichen.

Bei guter Reproduzierbarkeit unserer neuen Hybridtherapie besteht hinsichtlich des hierfiir etablierten Tier-
modells und der eigens fiir diese Verschlusstechnik entworfenen Prototypen ein grofles Optimierungspotenti-
al. In zukiinftigen Arbeiten, die eventuell an Tiermodellen mit natiirlich vorkommenden mVSDs, unverletztem
Septummyokard oder ausgeheilten kiinstlichen mVSDs durchgefiihrt werden konnen, werden die hier erhalte-
nen Ergebnisse zu den himodynamischen Veranderungen und der Biokompatibilitat erneut gepriift. Zusatzlich
wiren weitere Verbesserungen zur Minimierung der Invasivitit der Technik wiinschenswert. Aus operations-
technischen Griinden konnte in dieser Versuchsreihe noch keine (Mini-) Sternotomie durchgefiihrt werden,
wie sie spdter als optimaler Zugang im Klinikalltag zum Gebrauch unserer neuen Hybridtechnik gedacht ist.
Eventuell kdnnte sogar ein endoskopischer Zugang moglich werden. Mit der industriellen Entwicklung kleine-
rer Schleusendurchmesser (3 F) konnte das Risiko Klappenschdden zu verursachen noch mal verringert wer-
den (erstmals experimentell verwendet von Agnoletti et al. 2003). Auch an dem von uns verwendeten Klam-
mernahtgerit werden noch weitere Modifikationen nétig sein um den technisch anspruchsvollen Abschnitt der
korrekten Fixation zu vereinfachen. Zur Erhéhung der Vertriglichkeit der verwendeten Klammern gibt es erste
Untersuchungen einer Platin-Ummantelung des Nitinols, die jegliche Nickel-Freisetzung von Anfang an ver-
hindert (Lertsapcharoen 2008). Denkbar wire auch ein Ersatz der Nitinol-Klammern durch bioresorbierbare
Aquivalente, z.B. Polylaktid-Anker. Einen hervorragenden Ansatz hierzu bietet der von Sideris et al. 2005 pu-
blizierte Versuch der endogenen Fibrinfixation, induziert durch einen Patch aus pordsem Polyurethanschaum,
durch das sich jegliches zusitzliches Befestigungsmaterial eriibrigt (Sideris 2005). Eine weitere Moglichkeit die
Biokompatibilitit des Verschlusssystems zu erhohen wire die Verwendung von biodegradierbaren Patchma-
terialien. Nahezu génzlich ohne Metallanteil gefertigt konnten so allergene Komplikationen und chronische
Fremdkorperreaktionen vermieden werden. Die Gottinger Arbeitsgruppe um Jux und Sigler et al. entwickelte

bereits 2006 eine resorbierbare Bespannung des ASD/PFO-Starflex-Geriistes, den sogenannten ,,Biostar-Sep-
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talokkluder®, der mittlerweile sowohl in Europa als auch in den USA fiir den klinischen Einsatz zugelassen

wurde (Jux 2006, Mullen 2007, Hoehn 2010; Abb. 40).

Abb. 40: Biostar-Septalokkluder, gefertigt aus einer hochgereinigten, azelluliren Typ-IKollagen- Matrix aus intestinaler Schweine-
Submukosa, links ex-vivo Demonstration, rechts Neoendothelialisierung nach vier Wochen (Bilder der Arbeitsgruppe Jux/Sigler

2006)

Neben der Verwendung eines solchen porcinen Kollagenmaterials stellt auch bakteriell erzeugte Zellulose ein
vielversprechendes Gewebe neuerer Verschlusssysteme dar. Dieses Patchkonzept wird derzeit von unserer Ar-

beitsgruppe in einer ersten Langzeitstudie ndaher untersucht (Abb. 41)
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Abb 41: Prototyp eines bakteriell synthetisierten Zellulose-Patches unserer Arbeitsgruppe

Von entscheidender Bedeutung ist neben allen technischen Verbesserungen jedoch auch die gezielte Schulung
aller Mitarbeiter des Teams. Routiniertere Arbeitsabldufe und eine kiirzere ,learning curve® sind wichtig um
zukiinftige Versuchsreihen effektiv zu nutzen und die guten bisherigen Ergebnisse weiter zu verbessern. So
konnte die junge Disziplin der Hybridtherapien angeborener Herzfehler mit dem grofien Vorteil der Umge-
hung der HLM bald ein festes Standbein des therapeutischen Repertoires von Interventionisten und Herzchir-
urgen werden. Die Ergebnisse dieser Tierstudie zeigen vielversprechende neue Perspektiven fiir diese zukiinf-
tigen Therapiestrategien auf und sind ein Ansporn fiir unsere Arbeitsgruppe, die Weiterentwicklung unseres

Hybrid-Patchsystems, hin zum klinischen Einsatz, gezielt fortzufiithren.
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6. Abstract

OBJECTIVE: Therapy for muscular ventricular septal defects beyond the moderator band, especially in neo-
nates and infants, has always been challenging for both surgeons and cardiologists. Recently, we established a
patch closure hybrid therapy for muscular ventricular septal defects. In this study, we evaluated it in a long-

term porcine model.

METHODS: Thirteen minipigs underwent anterolateral thoracotomy to expose the left ventricle. Muscular
ventricular septal defects were created under 2- and 3-dimensional echocardiographic guidance with a 7.5-
mm sharp punch instrument. Closure of the defects was undertaken with our new patch system in hybrid
technique. Animals were observed for 3 months. Echocardiographic evaluation and pathologic examination,

including immunohistochemical staining, were undertaken.

RESULTS: Defects were successfully created in 12 pigs and closed in 10 pigs. Seven survived for 3 months. Re-
sidual shunting was noticed in 1 animal. Neither left ventricular dysfunction nor relevant damage to the valves
could be detected. Pathologic examination showed complete endothelialization of the patch and the nitinol
anchors without protruding parts of the system. Cellular organization was proceeding. Immunohistochemical

staining demonstrated endothelial cells on the surface of the patch and fibromuscular cells around the patch.

CONCLUSION: Our hybrid therapy was efficacious in closing muscular ventricular septal defects without
impairment of cardiac function. The patch system and nitinol anchors demonstrated good integration into the

septum. Further development of the system for human application is already being undertaken.
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Einteilung der VSDs nach Anderson (aus Jacobs 2000)

Einteilung der VSDs nach Van Praagh (aus Jacobs 2000)

Links: Mills-Kings’ ,,Double-umbrella-device“; Rechts: Postmortem Fotographie

eines von Endothel iiberwachsenen Systems (aus Mills et al. 2003)

Verschiedene Schirmsysteme, die zur Therapie des VSDs eingesetzt wurden: A,

Rashkind Doppelschirm; B, Sideris ,,Buttoned System®; C und D, ,,Clamshell-System®, spéter in
»Cardioseal“ umbenannt (Bilder der Arbeitsgruppe Hijazi 2001)

Amplatzer Systeme, die bisher fiir den Verschluss von VSDs genutzt wurden.

Abb. 5.1: Kommerziell erhaltliche Amplatzer Verschlusssysteme; Okkluder fiir A) ASDs; B)
PDAs; C) mVSDs;

Abb. 5.2: Prototypen neuer Bauart: D) konzentrischer Okkluder; E)/F) exzentrische Okkluder
(Bilder der Arbeitsgruppe Hijazi 2001)

Pfm-Nit-Occluder. A) und B) Nit-Occlud-VSD-Spiralen mit eingewebten synthetischen Fasern
fir den schnelleren Verschluss durch erhohte Thrombogenitit; C) Nit-Occlud-PDA-Device (Ab-

bildungen der Firma Pfm AG, Kéln)

Prototyp des Patchverschlusssystems aus der Publikation des Bostoner Kooperations-teams

2006, hier in der ex-vivo Demonstration

MVSD-Verschluss mit zweifacher linksventrikulédrer Inzision nach der Methode von Vasilyev

2008

Hystereseschleife des Nitinols aus Barras 2000)

Gottingen Minipig® ( Abbildung der Firma Ellegard, Danemark)

Wachstumskurve des Gottingen Minipigs® (Abbildung der Firma Ellegard, Ddnemark)

Stanzgerdt zur Schaffung der mVSDs (Trokar, Hohlnadel und roter Verschlussstopfen)

Das Patchsystem
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Abb. 16:

Abb. 17:

Abb. 18:

Abb. 19:

Abb. 20:

Abb. 21:

Abb. 22:

Abb. 23:

Abb. 24:

Abb. 25:

Abb. 26:

Abb. 27:

Das Klammerapplikationsgeréit mit Nitinolklammern

Schleusenzugdnge am Hals des Tieres

Operationssitus linkslateral auf Hohe des 4. ICR

TEE-Sonden- bzw. Drainagenzugang

Tabaksbeutelnaht am schlagenden Herzen

Einsetzen der Sonderanfertigung zum Defektstechen

Setzen des Defektes mit der Hohlnadel

Befestigung des Patches

In-vitro Demonstration der Patchfixierung mittels Nitinolklammern und Ablésen

des Tragerrahmens

Erfolgreich therapiertes Versuchstier zwei Wochen postoperativ

Darstellung der Avidin-Biotin-Enzymkomplex-Methode (ABC-Methode) zur

immunhistochemischen Farbung der Priparate

SSEP-Cine-MRT-Untersuchung zur Evaluation der Myokardkontraktion in Diastole (A) und
Systole (B), die weifien Pfeile kennzeichnen den Patchbereich; C: Contrast-Enhanced-MRT-
Untersuchung zur Vitalitatsdiagnostik, die schwarzen Pfeile kennzeichnen die fleckige Kontrast-

mittelanreicherung (,,patchy enhancement®) im Patchbereich.

Mittlerer arterieller Blutdruck der Tiere wahrend des Eingriffs: 1 = Basismessung, Hautschnitt; 2
= Stanzen des Ventrikelseptumdefektes; 3 = Positionierung des Patchsystems; 4 = Fixierung des

Patchsystems mit Nitinolklammern.

Entwicklung der pulmonal-arteriellen Druckwerte (schwarz) und pulmonal-kapilldren Ver-
schlussdruckwerte (grau) wihrend des follow-ups: VD = vor Defekt, ND = nach
Defekt, NV = nach Verschluss, NU = Nachuntersuchung nach 1 Monat, AU = Abschlussuntersu-

chung nach 3 Monaten.
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Abbildungsverzeichnis

Abb. 28:

Abb. 29:

Abb. 30:

Abb. 31:

Abb. 32:

Abb. 33:

Abb. 34:

Abb. 35:

Abb. 36:

Abb. 37:

Abb. 38:

Ausgestanzter mVSD direkt nach Intervention; A: Ubersichtsaufnahme B: gezielte

Vergrofierung des mVSDs.

Makroskopische Beurteilung des Integrationsverhaltens des Patches; A: Erster

Fibrinbelag nach drei Tagen; B: Endothelialisierung nach 14 Tagen.

Minimaler Rest-VSD bei Tier 3 mit einliegender Sonde.

Der Patch ist nach drei Monaten komplett vonNeoendothel iiberwachsen und kaum noch vom

umgebenden Myokard abzugrenzen.

Drei Stunden nach Ausstanzen des mVSDs. Rechts: Substanzdefekt mit Fibrinbelag

an den Defektrandern. Links: Himorrhagische Infiltation des Myokardgewebes.

3 Tage nach Patchverschluss: Fibrinkondensation mit integrierten Erythrozytenresten besonders
im Bereich des Polyesterpatches (grau). Links ein Uberblick, rechts ein vergroflerter Ausschnitt

des Patchbereiches.

14 Tage nach Patchimplantation. Links: Ansdtze von Neoendothel auf dem Patch (grau) und um
die Nitinol-Klammern (schwarz). Rechts in Vergrofierung das beginnende Einwachsen fibro-

muskuladrer Zellen.

3 Monate nach Patchimplantation. Links: Komplette Neoendothelialisierung des Patches mit

fortschreitender zelluldrer Organisation des Septums. Rechts: Vergrofierung.

Rechts Mikroskopie: Inflammatorische Reaktion mit Lyphozyten und Fremdkorper-
riesenzellen in der Umgebung der Patchstrukturen. Links: Fremdkorperriesenzellen

in der immunhistochemischen Untersuchung.

Immunhistochemische Farbungen. Links: SMA-Farbung mit Darstellung fibromuskulérer Zellen
(braun). Mitte: Die vim-Farbung zeigt fibromuskuldre Zellen (braun) um den Patch. Rechts: Die

vWE-Firbung zeigt Endothelzellen auf dem Patch.

Die Elektronenmikroskopie drei Monate nach Implantation zeigt die komplette

Neoendothelialisierung des Patches.
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Abb. 37:

Abb. 38:

Abb. 39:

Links AVSDO in situ aus Bacha 2005, dazu im Vergleich rechts das planare

Patchsystem von Kozlik-Feldmann et al.
Biostar-Septalokkluder, gefertigt aus einer hochgereinigten, azelluldren Typ-I-
Kollagen-Matrix aus intestinaler Schweine-Submukosa, links ex-vivo Demonstration, rechts

Neoendothelialisierung nach vier Wochen (Bilder der Arbeitsgruppe Jux/Sigler 2006).

Prototyp eines biodegradierbaren Zellulose-Patches unserer Arbeitsgruppe.
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9. Tabellenverzeichnis

Tab. 1:

Tab. 2:

Tab. 3:

Tab. 4:

Tab. 5:

Tab. 6:

Tab. 7:

Tab. 8:

Tab. 9:

Arbeiten zum VSD-Verschluss bis 2000 mit variablen Verschlusssystemen (Arbeitsgruppe Hijazi
2001); cAVB = kompletter AV-Block, LSB = Linksschenkelblock.

Protokoll des chronischen Versuchsablaufes

Vergleich der Shuntgréfien vor und nach Patchverschluss des VSDs (*,signifikant).

Individueller Verlauf der einzelnen VSD-Modelle (*: erfolgreicher Verschluss des

Defektes; o: Tier durchlief alle Versuchsphasen; t: Tier verstarb vorzeitig).

§, Kein Restshunt; #, keine Pathologie; T1, Trikuspidalklappeninsuffizienz; MI, Mitralklappenin-

suffizienz; Al, Aortenklappeninsuffizienz; PI, Pulmonalklappeninsuffizienz;

»Fractional-Shortening® (FS) unter Dobutamin wéhrend der Nachuntersuchung (NU) und Ab-
schlussechokardiographie (AU).

Héamodynamische Daten wihrend der mVSD-Verschliisse. mVSD = muskulérer
Ventrikelseptumdefekt, MAP = mittlerer arterieller Druck, CVP = zentralvendser Druck, PAP
syst. = systolischer pulmonalarterieller Druck, PCWP = pulmonalkapilldre
Wedgedruckmessung; * signifikant.

Hidmodynamische Daten wihrend des follow-ups.: mVSD = muskuldrer Ventrikel-
septumdefekt, MAP = mittlerer arterieller Druck, ZVP = zentralvendser Druck, PAP syst. = sys-

tolischer pulmonalarterieller Druck, PCWP = pulmonalkapillire Wedgedruckmessung.

Einwachsverhalten von Amplatzer, Cardioseal und Star-Flex Systemen (aus Foth 2009).
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10. Eidesstattliche Erklarung

Ich, Anja Lehner, erklédre an Eides statt, daf3 ich die vorgelegte Dissertationsschrift mit

dem Thema: , Etablierung eines neuen Patchsystems zum Verschluss muskulérer
Ventrikelseptumdefekte im chronischen Schweinemodell® selbst verfasst und keine anderen
als die angegebenen Quellen und Hilfsmittel benutzt habe, ohne die (unzuldssige) Hilfe

Dritter und auch in Teilen keine Kopien anderer Arbeiten dargestellt habe.
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