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I. EINLEITUNG

In Deutschland wurden 2011 circa 750 000 Herzkathetereingriffe durchgefuhrt.
Dabei  ist  zwischen  diagnostischen  Eingriffen  und  perkutanen
Koronarinterventionen (PCI) zu unterscheiden. 2008 wurde in 35,95 Prozent aller
diagnostischen Eingriffe auch eine PCI durchgefiihrt. Das entspricht pro 100 000
Einwohnern 1031 diagnostischen Herzkathetereingriffen und 371 PCls (van
Buuren, 2010).

Ublicherweise wird dazu ein arterieller Zugang Uber die A. femoralis gewahlt
(Erbel et al., 2012). Hierzu werden gewohnlicherweise 4F (French)
Zugangsschleusen fur diagnostische Zwecke und 5-10F Zugangsschleusen fir

Interventionen verwendet (Hepp & Kogel, 2006; Erbel et al., 2012).

Nach Beendigung des Eingriffs und dem Ziehen der Zugangsschleuse wird
entweder auf eine manuelle Kompression oder auf eines der auf dem Markt
erhaltlichen Verschlusssysteme zurtickgegriffen um die arterielle Blutung zu
stillen. In ca. 50-60 Prozent der perkutanen Koronarinterventionen wird eines dieser

Systeme verwendet (Koreny et al., 2004; Tavris et al., 2012).

Héufig sind Patienten, an denen ein perkutaner transluminaler Eingriff durchgefuhrt
wird, antikoaguliert z. B. durch systemische Thrombolyse nach Myokardinfarkt
mittels Heparin, Acetylsalicylsdure, Thienopyridinen, Glykoprotein Ilb/lIlla-
Inhibitoren und Phenprocoumon (Marcumar®). Vor allem bei diesen Patienten
kann es zu betrachtlichen Blutungen nach dem Entfernen der arteriellen

Zugangsschleuse kommen.

Auch aus diesem Grund kam 1991 das erste Verschlusssystem auf den Markt (Ernst
et al., 1993), mit dem Ziel, im Vergleich zu der manuellen Kompression eine
schnellere H&mostase zu erreichen, sowie das Risiko von Nachblutungen und
peripheren Komplikationen abzusenken (Ohrlein, Schilling & Kreissler-Haag,
2006; Knapp & Stroszczynski, 2008).

Damit konnen die Krankenhausaufenthalte von Patienten nach transluminalen
Eingriffen verkirzt und dadurch zudem der Patientenkomfort erhdht werden
(Weber et al., 2007).

Die Entwicklung dieser Systeme wird in den letzten Jahren von den mittlerweile
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zahlreichen Herstellern bis heute immer weiter vorangetrieben. Dabei gelingt es
jedoch  nicht immer, leichte Handhabbarkeit, Materialvertraglichkeit,
Kosteneffizienz und Sicherheit zu verbinden. Es wird ein weltweites
Umsatzvolumen von circa 1 Mrd. US-Dollar im Zusammenhang mit

GefaRverschlusssystemen fiir das Jahr 2013 geschétzt (Patel et al., 2010).

Diese Arbeit befasst sich mit der Weiterentwicklung und anschlielenden In-vivo-

Testung eines neuartigen aktiven Verschlusssystems am Schafmodell.

Il. LITERATURUBERSICHT UND STAND DER TECHNIK

1. Der arterielle femorale Zugang

Der arterielle Zugang ist grundlegender Bestandteil eines jeden
Linksherzkathetereingriffs. Fur Kathetereingriffe am rechten Herz wird hingegen
ein vendser Zugang bendtigt (Hamm et al., 2008). Neben der A. femoralis werden
sowohl die A. radialis als auch die A. brachialis als arterieller Zugang fir
Herzkathetereingriffe genutzt (Kiemeneij et al., 1997).

In Uber 90 Prozent der heute durchgefuhrten Linksherzkathetereingriffe und
Koronarinterventionen wird jedoch die A. femoralis als Zugangsgefal
herangezogen (Heintzen & Strauer, 1998).

Die A. femoralis gilt zudem als das am einfachsten anwendbare Zugangsgefal3 bei
Herzkathetereingriffen (Hamm et al., 2008).

1.1. Ablauf der Punktion und Legen der Zugangsschleuse

Nachdem die Punktionsstelle gereinigt und grindlich desinfiziert wurde, wird die
pulsierende A. femoralis palpatorisch aufgesucht und nach ortlicher Betdubung mit
einem einpronzentigem Lokalanésthetikum (Hepp & Kogel, 2006), perkutan, in
einem relativ kleinen Winkel mittels einer Hohlnadel punktiert. Das dabei dann
pulsierend austretende arterielle Blut gibt dem Operateur dabei die Sicherheit, dass
er sich in der Arterie befindet. Daraufhin wird dann ein Fihrungsdraht lber die
Hohlnadel in das GefaR vorgeschoben. Der Draht wird anschliefend mit einer Hand
in Position gehalten und die Punktionskanule aus der Arterie entfernt. Anschlief3end

kann die Zugangsschleuse tber den Fihrungsdraht in das Gefal? installiert werden.
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Diese hier beschriebene, bekannte Methode bezeichnet man als Seldingertechnik,

welche bereits das erste Mal 1953 publiziert wurde (Seldinger, 1953).

Beim arteriellen Zugang wird in den meisten Fallen in retrograder Richtung
punktiert, wéhrend beim vendsen Zugang i. d. R. eine antegrade Punktion des
Geféalles durchgefuhrt wird. Es kdnnen so auf beide Weisen Zugangskatheter
(Schleusen) in verschiedenen Groflen installiert werden (Reithoffer &
Grillenberger, 2009; Hepp & Kogel, 2006).

Fur diagnostische Herzkathetereingriffe wird, wie bereits weiter oben beschrieben,
auf eine 4-5F Zugangsschleuse zuruckgegriffen, wohingegen fur interventionelle
Koronarangiographien zumeist auf eine SchleusengrofRe zwischen 5F und 10F
zurlickgegriffen wird (Erbel et al., 2012; Hepp & Kogel, 2006). Ein French (F)
entspricht dabei 0,33 mm und ist eine Mal3einheit fir den AulRendurchmesser von
Kanilen bzw. Kathetern (Reithoffer & Grillenberger, 2009).

Uber die in der Arterie platzierte Zugangsschleuse ist es moglich einen Katheter in
das GeféaBRsystem einzufuhren und so diagnostische und/oder interventionelle
Eingriffe in oder Uber dieses durchzufiihren. Die Zugangsschleusen sind in der
Regel mit einem Ventil ausgestattet, welches den Austritt von Blut, z. B. beim
Katheterwechsel, verhindert. Aullerdem ist es moglich (ber einen seitlichen
Zugangsschlauch (,,Sideport™), z. B. Kontrastmittel oder Medikamente in das

GefaRsystem zu applizieren (Hamm et al., 2008).

1.2. Grundlegende topographische Anatomie zur Punktion der A.
femoralis beim Menschen
Uber die retrograde Punktion der A. femoralis communis kann Zugang zu nahezu

allen GeféaRabschnitten im Korper erlangt werden (Hepp & Kogel, 2006).

Die A. femoralis communis verlauft distal des Lig. inguinale (Leistenband) und
liegt in unmittelbarer Nachbarschaft zum N. femoralis, sowie der V. femoralis.
Dabei wird das GefaR-Nerven-Biindel von einer gemeinsamen Vagina femoralis
umhallt. Der N. femoralis liegt dabei am weitesten lateral, gefolgt von der A.
femoralis communis und der am weitesten medial liegenden V. femoralis (Kaiser
etal., 2013).

Die Punktion wird knapp distal unterhalb des Leistenbandes durchgefiihrt. Dazu
kann als Orientierungspunkt sowohl das Leistenband selbst als auch der
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Femoralispuls herangezogen werden. Nach palpierter Pulsation ist es moglich die
A. femoralis communis entweder gegen das Caput ossis femoris, die Eminentia
illiopubica oder gegen den Ramus superior ossis pubis zu driicken. Da sich die
Palpation des Lig. inguinale zeitweise als schwierig herausstellen kann, ist es
mdoglich, mittels Fluoroskopie die Mitte des Caput ossis femoris als
Orientierungspunkt fiir die Punktion ausfindig zu machen. Als von auRen sichtbare
Orientierungshilfe ware noch die Leistenfalte (inguinale Hautfalte) zu erwéhnen
(Knapp & Stroszczynski, 2008).

1.3. Diagnostische und interventionelle angiologische Eingriffe Gber den
transfemoralen Zugang

Durch das Platzieren einer arteriellen femoralen Zugangsschleuse ergibt sich eine

Vielzahl ~an  diagnostischen  und  interventionellen  angiologischen

Eingriffsmoglichkeiten.

Unter anderem sind dartber diagnostisch z. B. Linksherzkatherisierungen mit
Koronarangiographien sowie Angiokardiographien moglich (Greten, Rinninger &
Greten, 2010). Des Weiteren z. B. auch Myokardbiopsien und hamodynamische
Messungen (Hamm et al., 2008).

Ebenso kdnnen Uber den Zugang arterielle Angiographien durchgefuhrt werden.
Als interventionelle MalRinahmen kdnnen z. B. perkutane koronare Interventionen
(PCI) durchgefiihrt werden (Biicheler, Lackner & Thelen, 2005).

Diese haben ihren Ursprung in der sogenannten PTCA (perkutane transluminale
Koronarangioplastie), die 1977 das erste Mal von Andreas Griuntzig in Zurich
angewendet worden ist. Er und seine Kollegen schafften es als erste, stenosierte
Koronar- und Nierengefdlle beim Menschen mittels eines Ballonkatheters wieder

zu dilatieren (Grilntzig, Senning & Siegenthaler, 1979; Gruntzig & Kumpe, 1979).

Neben der Ballondilatation wird wahrend der PCI in fast 90 Prozent der Félle auch
eine zusatzliche Stentimplantation durchgefiihrt (van Buuren, 2010; Greten,
Rinninger & Greten, 2010).

Aullerdem stehen zusétzliche interventionelle MalRnahmen wie die Rotablation, die

Laserangioplastie und die Atherektomie zur Verfligung.

Aber auch Interventionen an den Herzklappen, wie z. B. die transkatheterale

Aortenklappenimplantation (TAVI), konnen heute (ber eine femorale
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Zugangsschleuse realisiert werden (Bekeredjian, 2013).

Neben der PCI am Herzen sind naturlich auch sogenannte perkutane transluminale
Angioplastien (PTA) am Ubrigen arteriellen Gefalsystem uUber die gelegte
Zugangsschleuse durchfuhrbar. Eine PTA wird Uberwiegend bei kurzen Stenosen

zur GefaRdilatation angewendet (Greten, Rinninger & Greten, 2010).

2. Entfernung der Zugangsschleuse und Hamostase an der

Punktionsstelle

Die Entfernung der  Zugangsschleuse erfolgt Dbei  diagnostischen
Herzkatheteruntersuchungen normalerweise unmittelbar nach Beendigung des
Eingriffs. Die Schleusenextraktion nach einer PCI hingegen wird meist erst nach
einer Wartezeit von mehreren Stunden durchgefuhrt, da die Patienten meist
antikoaguliert sind und zuerst ein Abklingen der Wirkung des vorher verabreichten
Heparins abgewartet wird. VVor dem Ziehen der Schleuse wird tiber deren seitlichen
Zugangschlauch Blut aspiriert. Daraufhin wird die Schleuse dann mit einer mit
Heparin versetzten Kochsalzldsung gesplilt (Bonzel et al., 2008; Hamm et al., 2008;
Lapp & Krakau, 2013; Erbel et al., 2012).

Zur Extraktion der Schleuse wird die Arterie oberhalb der Punktionsstelle mit der
linken Hand komprimiert, wahrend man mit der rechten Hand die Schleuse langsam
aus dem GefaR zieht.

Nach diagnostischen Herzkathetereingriffen mit 4F-Zugangsschleusen wird in der
Regel auf eine manuelle Kompression zuriickgegriffen, wohingegen bei
interventionellen Eingriffen mit Schleusenvolumina gréRer oder gleich 5F héaufig
alternativ auch arterielle Verschlusssysteme zum Einsatz kommen (Hamm et al.,
2008).

Die American Heart Association spricht u. a. funf Empfehlungen fir die

Anwendung von Verschlusssystemen und der manuellen Kompression aus:

1. Bei Patienten an denen ein Verschlusssystem anwendet werden soll, sind
eine vorhergehende Angiographie zur Bestimmung der anatomischen
Lage (Atheriosklerose, Calcifikationen, etc.) und eine Identifikation der

Einfihrungsschleuse fir die richtige Wahl des Verschlusssystems zu
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empfehlen.

2. Einrichtungen, bei denen eine manuelle Kompression routineméfig
durchgefuhrt wird, sollen versuchen, bei Patienten, welche sich einfachen
diagnostischen Angiographien mit 5F-Schleusen unterziehen, die
beschriebene Komplikationsrate von (<1 Prozent) zu erreichen.

3. Die  Anwendung von Verschlusssystemen ist bei invasiven
kardiovaskularen Eingriffen tiber die Femoralarterie berechtigt, um eine
schnellere Hamostase, eine kiirzere Bettruhe und eventuell einen héheren
Patientenkomfort zu erreichen. Der Einsatz eines VCD sollte gegentiber
dem fir zahlreiche Patientengruppen erhohten Komplikationsrisiko
abgewogen werden. AuBerdem sollen der Body-Mass-Index, die
Lokalisation der Punktionsstelle, die GroRe und Beschaffenheit des
Gefales, frihere und bestehende Krankheiten des Patienten, sowie die
GroRe der Schleuse in die Entscheidung mit einflieRen.

4. VCDs sollten nicht routineméalig dafir eingesetzt werden, um den Zweck
der Absenkung der vaskuldren Komplikationsrate bei Patienten, an denen
ein invasiver kardiovaskulérer Eingriff durchgefiihrt wird, zu erreichen.

5. Komplikationsdaten wahrend und nach den Eingriffen mit VCDs sollten

systematisch in lokalen oder nationalen Datenbanken gesammelt werden.

(Patel et al., 2010)

2.2. Manuelle Kompression
Ziel der manuellen Kompression ist es, den Blutaustritt aus der Femoralarterie
durch Kompression der Arterie zu stoppen und ein Beginn der Blutgerinnung

zuzulassen (Hamel, 2009).

Die manuelle Kompression stellt nach wie vor den ,,Goldstandard*“ zum Erreichen
der Hamostase nach perkutanen transluminalen Eingriffen dar (Prabhu et al., 2013;
Schwartz et al., 2010; Hon et al., 2010).

Nach Beendigung des (angiologischen) Eingriffs wird aus dem Blut, welches tber
den Seitenarm der Zugangsschleuse entnommen wurde, die ACT (activated clotting

time) bestimmt. Liegt diese unter 170 s, darf die Schleuse entnommen werden.

Zur Sicherstellung einer flr die manuelle Kompression ausreichenden Gerinnung
sollte der Quickwert groRer als 50 Prozent, die PTT (Partial Thromboplastin Time)
kleiner als 50 s und die Thrombozytenzahl groRer als 50000/ul sein (Wielpiitz &
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Radeleff, 2013).

Bei diagnostischen Herzkathetereingriffen wird die Schleuse tblicherweise sofort
nach dem Eingriff entfernt. Fur die bei diesen Eingriffen haufig verwendeten 4F-
Zugangsschleusen reicht eine Kompression der A. femoralis gegen den Caput 0ssis
femoris von circa 10-15 Minuten meist aus um eine komplette Blutungsstillung zu
erreichen (Erbel et al., 2012).

Dazu wird wenn die Schleuse entfernt wurde, ein relativ fester manueller Druck,
typischer Weise 2 cm proximal der Hautpunktionsstelle, fur circa 10 Min. auf die
Arterie aufgebaut. Daraufhin wird der feste Druck fur etwa 2-5 Min. etwas
gelockert und wéhrend des Anlegens eines Druckverbandes wird nur noch leichter
Druck ausgelbt (Schwartz et al., 2010).

Der Druck wird je nach Antikoagulationszustand des Patienten und verwendeter

Schleusengrole entsprechend langer aufrechterhalten.

Bei interventionellen Eingriffen wird der Kompressionsdruck gewohnlicher Weise
zwischen 20 und 45 Minuten aufrechterhalten (Kern, 2012).

Daraufhin sollte bei 4-5F Schleusen die Immobilisation des Patienten (Bettruhe)
von 4-6 h eingehalten werden (Lapp & Krakau, 2013).

Bei Zugangsschleusen ab 8F sollte der Patient mindestens 12 h immobilisiert
werden (Erbel et al., 2012).

2.3. Vaskulare Verschlusssysteme (vascular closure devices)

Neben der herkdmmlichen manuellen Kompression nach der Extraktion der
Zugangsschleuse aus der Arterie stehen drei weitere Moglichkeiten zum Erreichen
der H&mostase an der Punktionsstelle zur Verfligung: Hamostasepads,
Kompressionshilfen und zwei Gruppen von vaskularen Verschlusssystemen (Hon
etal., 2010), welche sich im Allgemeinen in passive und aktive Systeme unterteilen

lassen.

Die passiven Systeme bewirken entweder eine Kompression von der
Gefalinnenseite auf die Punktionsstelle, oder sie unterstitzen/verbessern die
Koagulation im Punktionskanal durch das Einbringen von Dichtstoffmaterial
(Treitl et al., 2013; Dauerman, Applegate & Cohen, 2007; Turi, 2010).

Zu den aktiven Systemen gehoren Nahtautomaten, Clips und kollagenbasierte
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Verschlussstopfen bzw. -platten. Diese werden perkutan eingebracht, werden an der
Gefallwand befestigt und ziehen einen umgehenden aktiven Verschluss der
Punktionsstelle nach sich (Patel et al., 2010; Lochow & Silber, 2004; Treitl et al.,
2013; Dauerman, Applegate & Cohen, 2007; Caputo, 2012).

Des Weiteren sind Systeme verfugbar, die neben einem aktiven auch auf einen
passiven Mechanismus zum Erreichen der H&mostase zurtickgreifen (Caputo,
2012).

Die Datenlage zur Wirksamkeit und Sicherheit der Systeme ist aufgrund sich
unterscheidender oder fehlender Studienergebnisse teilweise noch umstritten
(Bangalore & Bhatt, 2011).

Einige Studien bescheinigen dabei den Verschlusssystemen eine Wirksamkeit, die
derjenigen der manuellen Kompression entspricht (Nikolsky et al., 2004; Applegate
et al., 2006).

Andere wiederum zeigen eine Uberlegenheit der Verschlusssysteme gegeniiber der
manuellen Kompression auf (Tavris et al., 2004; Arora et al., 2007; Vaitkus, 2004;
Chevalier et al., 2003).

Aullerdem gibt es Studien, welche Bedenken bezuglich eines wachsenden

Komplikationsrisikos bei der Verwendung von VCDs dufRern.

Koreny et al. (2004) sprechen von einem nicht signifikant hoheren Anteil an
H&matomen, AV-Fisteln, Blutungen und Pseudoaneurysmen bei VCDs gegeniber
der manuellen Kompression. Des Weiteren geht aus der Studie hervor, dass jeder
43. Patient, an dem ein Closure device angewendet wird, danach eine chirurgische

Behandlung bendétigt.

Dennoch hat die Metanalyse von Koreny, zusammengefasst aus 30 randomisierten
Studien, ergeben, dass die Zeit bis zur Hamostase mit einem VCD gegentiber MC
im Mittel um 17 Min. verkirzt werden kann. Des Weiteren kann die Zeit der
Bettruhe um 10.8 h verkirzt werden. AuBBerdem kann die Zeit bis zur Entlassung
aus dem Krankenhaus durch die Systeme um 0,6 Tage herabgesetzt werden
(Koreny et al., 2004; Treitl et al., 2013).

Eine weitere Metaanalyse aus 30 Studien, von Nikolsky et al. (2004), in der
ebenfalls mehrere VCDs mit der manuellen Kompression hinsichtlich der

Komplikationsrate verglichen wurden, bescheinigt einigen VCDs ein &quivalentes
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Risiko an vaskuldren Komplikationen gegenuber der MC, wohingegen andere
Systeme wiederum ein hoheres Risiko an vaskularen Komplikation gegentiber der
manuellen Kompression aufweisen. Nikolsky und Kollegen praferieren in der
Gesamtanalyse die manuelle Kompression im Vergleich zu VCDs beziglich des

vaskularen Komplikationsrisikos (Nikolsky et al., 2004).

Wohingegen Vaitkus (2004) in einer Metanalyse, zusammengefasst aus 16 Studien,
zum Schluss kommt, dass die Verwendung von VCDs im Vergleich zur manuellen

Kompression das Risiko vaskuldrer Komplikationen absenkt (Vaitkus, 2004).

Biancari et al. (2010) stellen in einer weiteren Metaanalyse, welche aus 31 Studien
zusammengestellt wurde, fest, dass die Zeit der Blutstillung durch VCDs
signifikant verkdrzt wird. Dies trifft vor allem auf die Patientengruppe zu, die sich
einer PCIl unterzieht. Die Studie kommt aber auch zum Ergebnis, dass fur
bestimmte Komplikationen wie z. B. eine akute Ischdmie und eine Infektion an der
Punktionsstelle in der Leistengegend oder eine Komplikation mit der
Notwendigkeit eines chirurgischen Eingriffs ein erhohtes Risiko bei der
Verwendung von VCDs im Vergleich zur MC besteht (Biancari et al., 2010; Treitl
et al., 2013; Patel et al., 2010).

Eine weitere Studie von Tavris et al. (2012), in der tber 1,8 Mio. PCls analysiert
wurden, zeigte bei vier der in der Studie untersuchten VCDs und Hdmostasepatches
eine signifikant niedrigere Blutungs- und vaskulare Komplikationsrate gegentiber

der manuellen Kompression (Tavris et al., 2012).

Die Hohe der technischen Fehlerquote im Umgang mit VCDs ist abhéngig von der
Erfahrung des Untersuchers und l&sst sich mit einer hoheren Anzahl an

durchgefuhrten Eingriffen absenken (Balzer et al., 2001).

Somit lassen sich Effizienz und Wirksamkeit von VVCDs verbessern.

2.3.1.  Aktive Verschlusssysteme

2.3.1.1. Angio-Seal® (Kollagenpfropf-basierter Verschluss)

Das Angio-Seal® (St. Jude Medical, St. Paul, USA) Verschlusssystem ist den
aktiven Verschlusssystemen zuzuordnen. Angio-Seal® ist mit einem Marktanteil
von Uber 50 % in den USA das am haufigsten angewendete Verschlusssystem
(Bangalore & Bhatt, 2011; Treitl et al., 2013).
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Angio-Seal® ist auf dem Markt mit drei sich in ihrem Aufbau geringfigig
voneinander unterscheidenden Varianten (Evolution®; VIP®; STS Plus®)

vertreten.

Bevor es zur Anwendung von Angio-Seal® kommen kann, muss zunéchst die fir
den vorhergegangenen Eingriff verwendete Zugangsschleuse entfernt werden und
diese Uber einen Fuhrungsdraht gegen eine spezielle Angio-Seal®schleuse

getauscht werden (Schwartz et al., 2010).

Dann wird ein resorbierbarer, aus Polymilchsdurepolymeren und Polyglykolséure
bestehender Anker in die Arterie vorgeschoben und mittels eines ebenso
resorbierbaren Fadens gegen die Punktionslédsion zurlickgezogen. Dabei wird der
Anker gegen einen am selben Faden hédngenden, an der Gefalaulienseite
befindlichen Kollagenpfropf komprimiert. Dies fihrt dann zu einem mechanischen
Verschluss der Punktionsstelle und bewirkt damit, unterstiitzt von der die
Koagulation anregenden Eigenschaft des Kollagenschwamms, eine sofortige
Hémostase (Erbel et al., 2012; Lapp & Krakau, 2013; Treitl et al., 2013; Grech,
2004; St. Jude Medical, 2007).

Angio-Seal® ist sowohl fur diagnostische als auch fur therapeutische Eingriffe
anwendbar und ist je nach verwendeter Zugangsschleuse in zwei GréRen (6F und
8F) erhéltlich (Rashid & Bailey, 2007). Fir 4F-, 5F- oder 7F-Schleusen bedient
man sich des jeweils n&chstgroReren erhaltlichen Systems. In diesen Fallen ist dann
allerdings auch eine Erweiterung der Punktionsstelle vonnéten (Lapp & Krakau,
2013; Treitl et al., 2013).

Alle Bestandteile des Verschlusssystems (Anker, Verbindungsfaden und
Kollagenpfropf) sind innerhalb von 60-90 Tagen vollstandig resorbierbar (Hamel,
2009). Metaanalysen kommen zum Schluss, dass Angio-Seal® im Vergleich zur
manuellen Kompression das Risiko von groflen vaskuldren Komplikationen
absenkt (Nikolsky et al., 2004; Vaitkus, 2004).

Angio-Seal® ist zudem einfach anzuwenden und hat eine hohe technische
Erfolgsrate (tiber 95 %) (Schwartz et al., 2010; Turi, 2010).

2.3.1.2. Femoseal®
Das Femoseal® (St. Jude Medical Systems, Uppsala, Sweden) System besteht aus

drei resorbierbaren Komponenten: Zum einen aus einer inneren und &uReren
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Polymerplatte und zum anderen aus einem Faden, der beide Platten miteinander
verbindet. Nach dem Entfernen der prozeduralen Schleuse wird das System uber
einen Flhrungsdraht in die Femoralarterie vorgeschoben. Dabei wird eine als Anker
dienende Polymerscheibe an der Gefalinnenwand platziert, wahrend die tiber einen
Faden in Verbindung stehende an der GefaRauRenwand zum Liegen kommende
Polymerscheibe als Sicherung dient. Dabei wird die Punktionsldsion im
»Sandwichprinzip* durch die beiden Platten komprimiert und dadurch verschlossen
(Byrne et al., 2013).

Das System ist einsetzbar bis zu einer Schleusengroe von 7F. Es ist nur auf
bestimmten Markten verfugbar, nicht aber in den USA.

Eine 2014 veroffentlichte Studie mit 1509 Patienten an denen Femoseal®
angewendet wurde kommt zum Schluss, dass bei der Verwendung von Femoseal®
im Vergleich mit Exoseal® weniger vaskulare Komplikationen auftraten. Zudem
war bei Femoseal® sowohl die Zeit bis zur Hdmostase (0,5 Min. vs. 2 Min.) kirzer,

als auch die technische Fehlerrate niedriger (Schulz-Schipke et al., 2014).

2.3.1.3. FastSeal® (Polymerpfropf-basierter Verschluss)

FastSeal® (Vascular Closure Systems, Inc; USA) ist ein neu entwickelter
Verschlusspfropfen aus den USA. Dieser kann Uber einen bereits liegenden
Schleusenzugang in das Gefal} vorgeschoben werden. Der nietenartige Pfropfen
besteht aus einem bioresorbierbaren Polymer und keilt sich beim Ziehen der
Schleuse in der GefédBwand der Arterie ein. Dies fuhrt zu einem unmittelbaren
Verschluss der Punktionsstelle. Der Pfropfenanteil, welcher an der Innenwand des
Gefédlles zum Liegen kommt ist dabei dinner als der Teil an der AuRenseite des
GeféRes. Dies flihrt nach Firmenangaben dazu, dass der intraluminale Teil des
Pfropfens nach 10 bis 14 Tagen und der restliche Teil des Pfropfens nach 21 Tagen
resorbiert wird. An dem Verschlusspfropfen ist dariiber hinaus ein resorbierbarer

Sicherungsfaden angebracht.

Die ersten klinischen Tests wurden 2013 auf einem Kongress (Joint Interventional
Meeting) in Rom présentiert. Es handelte sich dabei um Phase 1 und Phase 2 Tests,
bei denen das Verschlusssystem jeweils an 10 und 20 Personen getestet wurde.
Dabei betrug die Zeit bis zum Erreichen der Hadmostase durchschnittlich 43 und 73
s. Schmerzen bei den Patienten wéhrend und nach der Installation des Pfropfens

traten dabei nicht auf und die technische Erfolgsquote lag bei 100 %.
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2.3.1.4. Perclose Proglide® und Prostar XL® (Naht-basierter Verschluss)
Perclose Proglide® (Abbott Vascular, Illinois, USA) ist ein nahtbasiertes
vaskuléres Verschlusssystem und ist das in den USA am zweith&ufigsten
eingesetzte System. Es sorgt fir einen aktiven Verschluss der Punktionsstelle ohne
die Verwendung von Dichtstoffmaterialien oder koagulierend wirkenden
Substanzen (Turi, 2010).

Bei Anwendung des Perclose Proglide®systems ist zunéchst die Entfernung der
bereits liegenden Schleuse vonnéten. Nur ein Fihrungsdraht bleibt im Gefa
zuriick. Uber diesen Draht wird dann das Perclose Proglide®system in das
GeféaBlumen vorgeschoben, solange bis aus dem an der Aulenseite des Systems
angebrachten Indikatorschlauch pulsierendes Blut austritt. Der Indikator stellt dabei
flir den Operateur eine Kontrolle tber die richtige intraluminale Positionierung des
Systems dar. Daraufhin werden intraluminal am System befindliche SeitenfulRe
entfaltet und diese durch das Zuriickziehen des Systems an der Gefalwand
positioniert. Durch die Freigabe von zwei Nitinolnadeln wird dann die Gefallwand
von extra- nach intraluminal durchstochen. Mithilfe der beiden schon intraluminal
entfalteten Seitenarme kann die Punktionsstelle dann mit einem monofilen
Polypropylen-Faden, der an den Nadeln befestigt ist, umstochen werden. Die Faden
werden dann Uber das System an die Hautoberfliche gezogen und der schon
vorbereitete Knoten wird mittels eines Knotenschiebers bis zur Punktionsstelle
zurlickgeschoben. Danach kann dann das Proglide®system entfernt werden und bei
endgultigem Erreichen der Hdmostase der Faden mittels eines Knotenmessers am
Knoten abgesetzt werden (Bechara, Annambhotla & Lin, 2010; Schwartz et al.,
2010; Treitl et al., 2013; Caputo, 2012; Erbel et al., 2012).

Die technische Erfolgsquote von Perclose-Systemen liegt laut Studien bei bis zu
94 % (Applegate et al., 2002; Schwartz et al., 2010; Thomas et al., 2013).

In einer anderen Studie wird das Perclose-System mit dem Angio-Seal®system
verglichen. Dabei ist das Perclose Proglide®system, Angio-Seal® sowohl in der
Zeit bis zur Hamostase, als auch bei der Zeit bis zur Entlassung aus dem
Krankenhaus, nicht aber bei den Majorkomplikationen unterlegen (Martin et al.,
2008).

Nahtsysteme sind dartber hinaus in ihrer Handhabung komplizierter als andere
Verschlusssysteme (Caputo, 2012; Hon et al., 2010).
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In einer Studie von Gerckens et al. mit 600 Patienten wird die manuelle
Kompression mit der Anwendung eines Perclose-Systems verglichen. Die Studie
bescheinigt dem Perclose-System dabei eine schnellere Hdmostasezeit, eine kiirzere
Zeit bis zur Entlassung und dieselbe oder eine niedrigere Komplikationsrate als bei

der manuellen Kompression (Gerckens, Cattelaens & Miller, 1998).

Das Perclose Proglide®system kann nach diagnostischen und interventionellen

Eingriffen mit 5F- bis 8F-Zugangsschleusen eingesetzt werden (Caputo, 2012).

Bei SchleusengroRen zwischen 8,5F und 10F kann auch das ProstarXL®system
zum Verschluss der Punktionsstelle herangezogen werden. Das Prostar-System ist
dabei grundsatzlich &hnlich wie das oben beschriebene Proglide-System aufgebaut.
Es beinhaltet aber insgesamt vier Nitinolnadeln, welche die Punktionsstelle im
Gegensatz zum Proglide-System mit zwei Einzelheften von intra- nach
extraluminal umstechen (Hon et al., 2010; Haas, Krajcer & Diethrich, 1999;
Bechara, Annambhotla & Lin, 2010).

Des Weiteren kann fir grofRe Punktionslésionen bis 26F (z. B. bei
Aortenklappenimplantationen) auch die sogenannte ,Preclose Technik
angewendet werden. Bei dieser werden mehrere Néahte Uber Perclose-Systeme
schon vor dem Legen der eigentlichen Zugangsschleuse um die Punktionsstelle
herum platziert. Nach Beendigung des dann folgenden interventionellen Eingriffs
kann die Zugangsschleuse gezogen werden und die vorher schon angebrachten
Néhte kdnnen verknotet werden. Dies fihrt dann in aller Regel zur Hamostase an
der Punktionslasion (Erbel et al., 2012; Hoffer & Bloch, 2003; Hon et al., 2010).

2.3.1.5. StarClose SE® (Clip-basierter Verschluss)

Starclose SE® (Abbott Vascular, Illinois, USA) ist ein clipbasiertes, aktives
vaskulares Verschlusssystem mit einem Marktanteil von 19,4 % in den USA im
Jahr 2008 (Treitl et al., 2013; Patel et al., 2010).

Uber das Starclose-System konnen durch ein Nitinol-Clip (4 mm Durchmesser)
Punktionslasionen von Schleusen (bis 6F) verschlossen werden (Bechara,
Annambhotla & Lin, 2010).

Bei Anwendung von nicht mit StarClose SE® kompatiblen Schleusen missen diese
vor der Verwendung der Verschlussclips entfernt werden und die spezifische

StarClose SE® Zugangsschleuse muss mittels eines Fihrungsdrahtes samt
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Dilatator in das Gefal} vorgeschoben werden (Abbott-Vascular, 2012; Rosenko,
2012).

Danach werden der Fihrungsdraht und der Dilatator wieder aus der Schleuse
entfernt und diese wird mit einem Clipapplikator bestiickt. Der Applikator wird
uber Seitenarme der Schleuse an der Gefallinnenwand in die richtige Position
gebracht. Uber den Applikator kann dann ein flexibler Nitinolclip an der
GefaRauRenwand circumferentiell um die Punktionslasion herum platziert werden.
Der Clip greift dabei die Rander der Punktionsstelle und fiihrt diese zusammen,
wodurch es dann zum Verschluss der Punktionsl&sion und zur Hdmostase kommt.
Es verbleibt dabei nur der Nitinolclip an der Tunica adventitia des Gefales, alle
anderen Bestandteile des Systems werden nach Beendigung des Eingriffs
entnommen (Caputo, 2012; Bechara, Annambhotla & Lin, 2010; Hamel, 2009).

Im Gegensatz zu Systemen, die auf Kollagen basieren, handelt es sich bei Nitinol,
welches in StarClose SE® verwendet wird, um ein metallisches Material, das
haufig z. B. bei intraarteriellen Stents zur Anwendung kommt. Dadurch ist ein
geringeres MaR an entziindlichen Weichteilreaktionen zu erwarten (Hon et al.,
2010; Bechara, Annambhotla & Lin, 2010; Hoffer & Bloch, 2003; Imam et al.,
2007).

Die technische Erfolgsquote liegt bei Starclose-Systemen zwischen 87 % und 97 %
(Hermiller et al., 2006; Deuling et al., 2008; Chiu et al., 2010; Williams et al., 2007;
Gray et al., 2009; Schwartz et al., 2010).

Der Median fur die L&nge des Aufenthalts der Patienten bei ambulant
vorgenommenen Eingriffen betragt 157 Min. (Gray et al., 2009).

Die Rate der erfolgreich erreichten Hdmostasen ist bei Starclose-Systemen (94 %)
niedriger als bei Angio-Seal (99 %). Dies ist vor allem auf die relativ haufig (in
38 % der Falle) auftretenden Sickerblutungen zuriickzufuhren (Deuling et al.,
2008).

Daher sollten Starclose-Systeme eher fiir diagnostische, als fiir interventionelle

Eingriffe mit voll antikoagulierten Patienten eingesetzt werden.
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2.3.2. Passive Verschlusssysteme

2.3.2.1. ExoSeal®

ExoSeal® (Cordis Corporation, Miami Lakes, USA) ist ein passives
Verschlusssystem, das einen resorbierbaren Pfropf aus Polyglykolsaure im
unmittelbar an das GefaR anliegenden adventitiellen Gewebe verankert. Der Pfropf
verschliel3t dadurch volistandig den Punktionskanal, kommt dabei aber nicht mit
der Gefalwand in Berlihrung (Boschewitz et al., 2013; Schwartz et al., 2010; Treitl
etal., 2013; Turi, 2010).

Die richtige Positionierung des Pfropfens wird dabei durch zwei am ExoSeal-
System angebrachte Indikatorsysteme gewahrleistet. Das Blutriickstrom
Indikatorsystem kann dabei zwischen intraaterieller Lage des Systems
(Ruckblutung aus Indikatorschlauch) oder extraarterieller Lage (keine Blutung aus
Indikatorschlauch) unterscheiden. Das zweite System besteht aus zwei
Komponenten. Einem Nitinoldraht, der eine intraluminale Schleife mit einem
Durchmesser von 4 mm formt. Und aus einem Indikatordisplay, welches am Griff
des ExoSeal-Systems angebracht ist. Die Drahtschleife bewirkt in der richtigen
Postion bei Kontakt mit der Gefallinnenseite ein entsprechendes optisches Signal

auf dem Indikatordisplay (Boschewitz et al., 2013).

Durch Hydrolyse ist der Pfropfen nach 60 bis 90 Tagen vollstandig resorbiert.
ExoSeal® ist fir SchleusengréBRen von 5 bis 7F erhaltlich und kann tber die bereits
liegende Schleuse eingefiihrt werden. Das System kann dabei sowohl fir
diagnostische als auch fur interventionelle Eingriffe eingesetzt werden (Caputo,
2012).

Eine randomisierte Studie mit 401 Patienten, in der ExoSeal® mit der manuellen
Kompression verglichen wird, zeigt, dass Exoseal® hinsichtlich der Zeit bis zum
Erreichen der Hamostase (4,4 Min. vs. 20,1 Min.) der MC Uberlegen ist. Ebenso
verhélt es sich bei der Zeit bis zur Entlassung (2,5 h vs. 6,2 h). Aullerdem wurden
innerhalb des untersuchten Personenkreises keine Majorkomplikationen festgestellt
(Wong et al., 2009).

Eine andere Studie mit 682 Patienten berichtet von einem erfolgreichen Erreichen
der Hamostase in 95,5 % der Falle, bei einer Minorkomplikationsrate von 1,17 %
und wiederum von einer Majorkomplikationsrate von 0 % (Boschewitz et al., 2013;
Sheth et al., 2014).



Literaturtibersicht und Stand der Technik 26

2.3.2.2. Mynx®

Das Mynx® System (AccessClosure; Santa Clara, USA) ist den passiven
Verschlusssystemen zuzuschreiben. Das seit zwei Jahren auch in Deutschland
erhaltliche Verschlusssystem ist Uber die bereits liegende prozedurale Schleuse
anwendbar und platziert einen Pfropfen aus wasserléslichem Polyethylenglykol im
Stichkanal. Nach der Platzierung des Materials nimmt dieses umgehend das aus der
Arterie austretende Blut auf. Dadurch kommt es zur Expansion des Materials und
zu einer mechanischen Abdichtung des Stichkanals. Des Weiteren dient das
Material als Gerust fur die Anlagerung von Thrombozyten und flihrt damit zu einer
Gerinnselbildung im Stichkanal. Wahrend der Platzierung und Expansion des
Materials wird die Punktionsstelle von einem intraarteriell liegenden, ebenfalls Giber
die Schleuse vorgebrachten Ballon verschlossen. Dies verhindert das Eindringen
von Dichtstoffmaterial in das arterielle System. 30 Tage nach Positionierung des
Materials im Stichkanal ist es vollstandig resorbiert (Turi, 2010; Treitl et al., 2013;
Sheth et al., 2014).

Die derzeit verfugbaren Systeme aus der Mynxproduktfamilie, MynxGrip® und
Mynx Ace® sind fiir 5-7F Schleusen verfugbar.

Eine Studie mit 190 Patienten kam zum Ergebnis, dass die mittlere Zeit bis zur
Héamostase 1,3 Min. und die mittlere Zeit bis zur Entlassung aus dem Krankenhaus
2,6 h betrégt (Scheinert et al., 2007).

Eine kleinere Studie mit 27 Patienten berichtet, dass in funf von 27 Fallen (18 %)
Dichtstoffmaterial in der Arterie aufzufinden war und bei drei von den 27 (11 %)

Patienten ein Pseudoaneurysma aufgetreten ist (Fields et al., 2010).

Eine weitere Studie mit 238 Patienten bescheinigt eine Majorkomplikationsrate von
2,1 % (Azmoon et al., 2010).

2.3.2.3. FISH®

FISH® (Morris Innovative, Bloomington; USA) ist ein passives vaskulares
Verschlusssystem, das nach diagnostischen Eingriffen mit Zugangsschleusen
zwischen 5F und 8F angewendet werden kann. Zum Verschluss des
Punktionskanals wird ein resorbierbarer Pfropf aus extrazellularer Matrix
verwendet. Das Pfropfenmaterial wird dabei aus der intestinalen Submukosa von
Schweinen hergestellt. Der Pfropf wird beim Zurtickziehen des Systems aus der

Arterie im Punktionskanal freigegeben und durch eine Kompressionsnaht richtig
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positioniert. Dies fuhrt dann letztlich zum Verschluss der Punktionsstelle (Caputo,
2012; Treitl et al., 2013; Turi, 2010).

Das FISH-System ist als Kombination aus Zugangsschleuse und Verschlusssystem
erhaltlich, kann aber auch erst nach dem Eingriff als reines Verschlusssystem

angewendet werden.

In einer randomisierten Studie mit 297 Patienten, in der 191-mal das FISH-System
zum Einsatz kam, betragt die technische Erfolgsquote 98 %. In den 191 Patienten
sind 27 nicht enthalten, bei denen zu einem friihen Zeitpunkt, wegen zu erwartender
suboptimaler Hamostase, ein Wechsel auf manuelle Kompression vorgenommen
wurde. Die mittlere Zeit bis zu Entlassung aus dem Krankenhaus belief sich auf 2,4
h (Bavry et al., 2008; Schwartz et al., 2010).

Derzeit existieren noch keine Vergleichsstudien zu anderen Systemen.

2.3.2.4. Catalyst®

Die Catalyst I1® und I11® Systeme (Cardiva Medical, Inc, USA) sind den passiven
Verschlusssystemen zuzuschreiben. Sie sind durch die bereits liegende 5-7F
Schleuse bei diagnostischen und interventionellen Eingriffen anwendbar und
konnen als unterstiitzende Malinahme zur manuellen Kompression angesehen
werden (Caputo, 2012).

Die Catalyst-Systeme verwenden eine Nitinolscheibe, welche (ber einen
Einflhrungsdraht durch die prozedurale Schleuse eingefuhrt und entfaltet wird.
Durch die Nitinolscheibe wird dann von intraluminal, durch Zug von extraluminal,
der Punktionsdefekt in der GefaBwand zeitweise mechanisch okkludiert.
Wahrenddessen beginnt die Hamostase einzusetzen. Der Zug auf die Nitinolscheibe
wird weiter aufrechterhalten und die Schleuse wird vollstandig Uber den
Einfihrungsdraht aus dem Stichkanal zuriickgezogen. Dadurch kann dann der
Einfuhrungsdraht, dessen Oberfliche mit koagulationsférdernden Substanzen
beschichtet ist, die Hamostase erleichtern bzw. beschleunigen (Turi, 2010; Treitl et
al., 2013).

Nach einer Wartezeit von 15 Min. bei diagnostischen Eingriffen und 120 Min. bei
interventionellen Eingriffen wird der Zug auf den Nitinolclip beendet. Dadurch
kollabiert dieser und kann dann durch ein nur noch 18 G grofles Punktionsloch,
mithilfe des Einflhrungsdrahtes herausgezogen werden. Danach wird bis zur
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vollstdndigen Hamostase auf manuelle Kompression zuriickgegriffen. Es bleiben
nach Ende des Eingriffs keine Fremdmaterialien im Korper des Patienten zurtick
(Kiesz et al., 2011; Doyle et al., 2007).

Der Unterschied zwischen den Systemen Catalyst 11® und I1I® besteht rein in deren
Beschichtung. Zusatzlich zu den von Cardiva entwickelten koagulationsférdernden
Substanzen, Kaolin und Chitosan, welche die Gerinnungskaskade aktivieren und
eine Plattchenaggregation bewirken sollen, ist das Catalyst 11I® System noch mit
einem Protaminsulfat beschichtet. Dies bewirkt eine lokale Neutralisierung von

Heparin und ist somit vor allem bei antikoagulierten Patienten von Interesse.

In einer 2011 veroffentlichten Studie mit 351 Patienten, an denen insgesamt 400
perkutane Eingriffe (100 interventionelle und 200 diagnostische Eingriffe)
vorgenommen worden sind, lag die technische Erfolgsquote bei 99,3 %. Die
Majorkomplikationsrate belief sich bei dieser Studie auf 0,25 % und die
Minorkomplikationsrate auf 1,75 %. Die mittlere Zeit bis zur Entlassung aus dem
Krankenhaus betrug nach diagnostischen Eingriffen 145 Min. und bei

interventionellen Prozeduren 295,1 Min (Kiesz et al., 2011).
2.3.3. Neu entwickelte Verschlussmechanismen

2.3.3.1. Axera®

Axera® (Arstasis Inc, Fremont, USA) ist ein Verschlusssystem, das nicht wie
herkdmmliche Systeme auf Dichtstoffe, koagulationsférdernde Substanzen, Clips,
Verschlussstopfen oder Nahte zurtickgreift um eine Hamostase zu erreichen. Der
Mechanismus von Axera® basiert vielmehr darauf, dass der arterielle Zugang in
einem deutlich flacheren Winkel (5°) als bei der gewdhnlich angewendeten
Seldingerpunktionstechnik (45°) gelegt wird. Dadurch kommt es spater beim
Ziehen der Zugangsschleuse zu einer Uberlappung der Wandschichten der Arterie,
was unterstutzt durch manuelle Kompression und den von der intraluminalen Seite
ausgehenden hydrostatischen Druck zu einem Verschluss des Punktionsdefekts
fuhrt. Nach Beendigung des Eingriffs bleibt dabei kein Fremdmaterial im Korper
des Patienten zuriick (Sheth et al., 2014; Turi et al., 2013; Treitl et al., 2013; Caputo,
2012).

Derzeit ist das Axera-System nur in in 5- und 6F ZugangsgroRe erhaltlich.

In einer Studie aus dem Jahr 2013 wurde bei 346 Patienten, wahrend einer
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diagnostischen Katheterisierung, das Axera-System angewendet. Dabei lag die
technische Erfolgsquote bei 97 %. Die mittlere Zeit bis zur Entlassung aus dem
Krankenhaus betrug dabei 1,5 h und die Zeit bis zur vollstandigen Hamostase belief
sich im Mittel auf 4 Min. Es kam dabei zu keinen Majorkomplikationen und in
1,2% der Falle zu Minorkomplikationen, die sich aber weitestgehend im

subklinischen Bereich bewegten (Turi et al., 2013).

3. Hamostaseologie

3.1 Physiologie der Hamostase

Kommt es zu einer Verletzung eines BlutgefaRes, fuhrt dies zum Austritt und dem
Verlust von Blut aus dem GeféaBsystem. Der Organismus, mit dem Ziel der
Héamostase (Blutstillung), stellt den Verletzungen eine Reihe komplex ablaufender
Mechanismen entgegen. Im physiologischen Zustand herrscht ein hdmostatisches
Gleichgewicht zwischen Pro- und Antikoagulantien, was einerseits fiir einen
ausreichenden  Blutfluss  sorgt, jedoch andererseits bei  kleineren
GefaBwandverletzungen durch sofortige Abdichtung der GefaBlasion eine
Begrenzung der Blutverluste gewéhrleistet. Die Blutstillung kann generell in eine
initiale Phase (primare H&mostase) und eine Phase der Gerinnung (sekundare
Héamostase) untergliedert werden (Golenhofen, 2006; Pries, Wenger & Zakrzewicz,
2013; Kaspers & Gobel, 2005).

3.1.1.  Primare Hamostase (zellulare Gerinnung)

Die Verletzung eines Gefales fuhrt zu einer schnellen VVasokonstriktion und einer
damit verbundenen Reduktion des Blutflusses (Kaspers & Goébel, 2005; Dickerhof
et al., 2013). Ausloser dieses Mechanismus sind neben nervalen Reflexen auch
lokale Ereignisse wie myogene Spasmen und humorale Faktoren (z. B Thromboxan
A>) (Kaspers & Gobel, 2005).

Im Verletzungsbereich der GefaBwand kommt es an den freiliegenden
Kollagenfasern des Bindegewebes zu einer durch den von-Willebrand-Faktor
vermittelten Adhé&sion von Thrombozyten. Beim vVWF handelt es sich um ein
Glykoprotein, das sowohl in den Endothelzellen als auch in den Megakaryozyten
gebildet wird. Der vVWF kommt sowohl als Tréger des Gerinnungsfaktors VIII in
geringen Mengen im Blutplasma als auch, abgegeben von den Endothelzellen, in
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der subendothelialen Matrix vor. Die Bindung des VWF an durch eine Verletzung
freigelegtes Kollagen zieht eine Anderung seiner Konformation nach sich. Diese
Konformationsédnderung wiederum macht eine Bindung an die GP-Ib/IX-
Rezeptoren der Thrombozyten mdglich (Walzog & Fandrey, 2014; Jelkmann, 2010;
Kaspers & Gobel, 2005).

Durch die Thrombozytenadh&sion kommt es zu einer Aktivierung der
Blutplattchen. Im Rahmen der Aktivierung kommt es zu einer Sekretion
verschiedener Stoffe aus den Granula der Thrombozyten. Dabei sorgen u. a.
Thromboxan-Az, Adrenalin und Serotonin fir eine Vermittlung einer
Vasokonstriktion, ADP, Thrombospondin und Fibronektin flr eine Forderung der
Thrombozytenadhasion, sowie PAF (platelet activating factor) fiir eine Aktivierung
weiterer Thrombozyten (Silbernagl & Despopoulos, 2012; Golenhofen, 2006).

Neben der Sekretion kommt es aber auch zu einer Forméanderung der
Thrombozyten. Diese sind dann nicht mehr scheibchenférmig, sondern mit
Pseudopodien ausgestattet und haben eine rundliche Form. Durch die Pseudopodien
ist eine bessere Verzahnung der Thrombozyten untereinander moglich. Des
Weiteren kommt es auf der Membran der Thrombozyten zur Ausbildung eines
Rezeptorkomplexes (GPI1b/11la-Komplex), an den wiederum Thrombospondin und
Fibrinogen aus den Granula der Thrombozyten, aber auch Plasmafibrinogen bindet.
Auf diese Weise kommt es innerhalb von wenigen Minuten zur Ausbildung eines
Thrombozytenaggregats (weil3er Thrombus), welches fir eine erste Abdichtung der

GefaBverletzung sorgt (Walzog & Fandrey, 2014).

Daruber hinaus werden zur Sicherung dieses ersten Primarverschlusses von den
aktivierten Thrombozyten Stoffe sezerniert, die entweder die Fibrinolyse
(Plasminogenaktivatorinhibitoren, PAI) oder Antithrombin (Plattchenfaktor 4)
inhibieren (Silbernagl & Despopoulos, 2012).

3.1.2.  Sekundéare Hamostase (plasmatische Gerinnung)

Durch die sekundare Hdmostase wird der initial wahrend der zelluldren Gerinnung
gebildete Thrombozytenpfropf (weiRer Thrombus) durch einen das Gefal endgltig
verschlieBenden,  Leukozyten und  Erythrozyten enthaltenden, roten
Abscheidungsthrombus ersetzt (Jelkmann, 2010).

In der zentralen, durch Thrombin katalysierten Reaktion der Gerinnungskaskade

wird im Plasma enthaltenes Fibrinogen in Fibrin umgewandelt und so eine
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Vernetzung und Stabilisierung des Thrombus erreicht. Die Gerinnungskaskade
stellt ein Multienzymsystem dar, bei dem verschiedene enzymatische Reaktionen
nacheinander ablaufen und es dabei zu einem gegenseitigen Aktivieren der
Gerinnungsfaktoren durch eine limitierte Proteolyse (das Abspalten von Peptiden)
kommt. Die Gerinnungsfaktoren werden bis auf Ca?* in der Leber synthetisiert und
liegen dann in einer inaktiven Form als Proenzym im Plasma vor. Aktivierte
Gerinnungsfaktoren werden in der Nomenklatur durch ein ,,a* hinter der romischen
Zahl kenntlich gemacht. Zudem ist die Synthese einiger Gerinnungsfaktoren (11,
VII, IX, X) abhangig von Vitamin K. Die Gerinnung kann entweder durch den
sogenannten Gewebefaktor (Tissue factor; TF; Gewebethromboplastin) tber den
extrinsischen Weg oder durch den Kontakt mit Fremdoberflachen ber den
intrinsischen  Weg in Gang gesetzt werden (Linke, 2015; Silbernagl &
Despopoulos, 2012; Jelkmann, 2010; Huppelsberg & Walter, 2013; Madlener &
Pétzsch, 2013).

3.1.2.1. Extrinsisches System (tissue-factor-pathway)

Eine Lé&sion des Endothels/Gewebes bedingt eine Freisetzung von
Gewebethromboplastin (tissue factor, TF) aus Endothelzellen, Thrombozyten und
Monozyten. Dies fuhrt zu einer anschlieBenden Komplexbildung zwischen dem
einzigen bereits in geringen Mengen im Plasma aktiviert vorliegenden
Gerinnungsfakor (VIla), dem TF, sowie Ca?*-lonen und Phospholipiden. Dies
bewirkt wiederum beim Gerinnungsfaktor VIla eine Steigerung seiner
proteolytischen Aktivitat und bedingt letztlich die Aktivierung von FVII und FIX
und FX (Linke, 2015; Walzog & Fandrey, 2014; Kaspers & Goébel, 2005). Dieser
extrinsische Pfad wird bereits nach kurzer Zeit durch den tissue factor pathway
inhibitor (TFPI) gehemmt (Walzog & Fandrey, 2014).

3.1.2.2. Intrinsisches System

Der intrinsische Gerinnungsweg wird durch den Kontakt zwischen Faktor X1l und
negativ geladenen Oberflachen wie Kollagen oder Fremdoberflachen (z. B.
Gefallprothesen) initiiert. Dabei kommt es  unter der Beteiligung von
hochmolekularem Kininogen (HMWAK), Prékallikrein und Kallikrein zur
Aktivierung von Faktor XI1. Darauffolgend wird FXI aktiviert, der dann wiederum
zu einer Stimulation von FIX flhrt. Zwischen aktiviertem Faktor IX (1Xa), Faktor

Vllla, dem Plattchenfaktor 3 (Phospholipide der inneren Thrombozytenmembran)



Literaturtibersicht und Stand der Technik 32

sowie Calciumionen kommt es zu einer Komplexbildung. Der gebildete Komplex
wird auch als endogene Tenase bezeichnet und aktiviert wiederum Faktor X (Pries,
Wenger & Zakrzewicz, 2013; Walzog & Fandrey, 2014; Silbernagl & Despopoulos,
2012).

3.1.2.3. Gemeinsames System

Das extrinsische und das intrinsische System enden in einer gemeinsamen
Schlussstrecke, bei der es zunachst zur Komplexbildung von Faktor Xa, Faktor Va,
Ca?* und Phospholipiden kommt. Dieser Komplex, der als Prothrombinaktivator
oder auch als Thromboplastin bezeichnet wird, bewirkt eine Umwandlung des
inaktiven Plasmaproteins Prothrombin in enzymatisch aktives Thrombin, welches
wiederum fiir eine Abspaltung von Fibrinopeptiden des Fibrinogens sorgt. Die so
entstandenen Fibrinmonomere lagern sich dann zu Fibrinpolymeren zusammen.
Das zundchst nur instabil zusammengelagerte Fibringerinnsel wird erst durch die
Aktivitét des Faktor Xllla, der ebenfalls durch Thrombin aktiviert wird, stabilisiert.
AuRerdem aktiviert Thrombin die Faktoren XI, IX, V, VIII und sorgt ber einen
positiven Riuckkopplungseffekt fiir die Férderung seiner eigenen fortschreitenden
Bildung. Zudem férdert Thrombin die Aktvierung der kontraktilen Aktin- und
Myosinfilamenten des Zytoskeletts der im Thrombus enthaltenen Thrombozyten.
Durch die Retraktion (Schrumpfung) des Thrombus und den damit verbundenen
Zug auf die Fibrinfaden wird eine weitere Stabilisierung erreicht (Walzog &
Fandrey, 2014; Jelkmann, 2010; Linke, 2015; Golenhofen, 2006; Pries, Wenger &
Zakrzewicz, 2013).

3.1.3. Fibrinolyse und Hemmung der Gerinnung
Um eine (berschieBende Koagulation des Blutes zu verhindern, stehen dem

Organismus eine Reihe von Mechanismen zur Verfligung.

Zunéchst ware hier das im Blutplasma vorzufindende Antithrombin zu nennen. Es
handelt sich bei diesem in der Leber produzierten Glykoprotein um den wichtigsten
physiologischen in Erscheinung tretenden Hemmer der Blutgerinnung.
Antithrombin hemmt neben Thrombin auch die Faktoren Xa, Xla, IXa und Xlla
und verhindert so eine Ausbreitung der Blutgerinnung. Heparin stellt einen
Antithrombin-Cofaktor dar und kann eine Affinitatssteigerung des Antithrombins
zu Thrombin um das Tausendfache bewirken, wodurch wiederum eine deutlich

beschleunigt ablaufende Gerinnungshemmung erreicht wird. Ein weiterer
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Hemmfaktor ist das Protein C, welches durch Thrombin aktiviert wird und Faktor
Va und VIlla hemmt. AuBerdem sind noch das Protein S, alpha2-Makroglobulin
(Hemmung von Thrombin, Kallikrein und Plasmin), alphal-Antitrypsin
(Hemmung von Thrombin und Plasmin), sowie der C1-Inaktivator (Hemmung der
Fakoren Xla und Xlla) als Hemmfaktoren der Gerinnung zu erwéhnen (Pries,
Wenger & Zakrzewicz, 2013; Silbernagl & Despopoulos, 2012; Walzog & Fandrey,
2014; Jelkmann, 2010).

Der Limitation und der Auflésung von Gerinnselbildungen dient die sogenannte
Fibrinolyse, die sich in einem intakten Geféal3system mit der Fibrinbildung die
Waage halt. Bei der Bildung von Thromben wird immer auch eine groRere Menge
Plasminogen in dem Blutgerinnsel gebunden. Plasminogen wird dann wéhrend der
Fibrinolyse durch den von Endothelzellen freigesetzten = Gewebe-
Plasminogenaktivator (tissue plasminogen activator, tPA), sowie durch weitere
Gewebeaktivatoren zu Plasmin aktiviert. Des Weiteren kann Plasminogen aber
auch endogen durch den Hageman-Faktor (Faktor Xlla) in seine aktive Form
(Plasmin) tberfihrt werden, da der Faktor Xlla Prakallikrein zu Kallikrein umsetzt,
welches dann wiederum Plasminogen zu Plasmin aktiviert. Die Serinprotease
Plasmin sorgt durch Abspaltungen von Fibrinspaltprodukten (FDP, fibrin
degradation products) fur einen Abbau der Fibrinpolymere und somit letztlich fur
die Auflosung des Netzwerks aus Fibrin. Darlber hinaus spaltet Plasmin neben
Fibrin auch die Faktoren V und VIII, IX, XI, XII, sowie Fibrinogen und
Prothrombin (Jelkmann, 2010; Walzog & Fandrey, 2014; Kaspers & Gobel, 2005;
Pries, Wenger & Zakrzewicz, 2013; Hick & Hick, 2013).
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4, Gewebe-Material-Interaktionen (Fremdkdrperreaktion)

Die Biokompatibilitdt kann weiter in eine Ha&mo- und Zytokompatibilitat
untergliedert werden und wird definiert als die Fahigkeit eines Materials, in einer
spezifischen Anwendung eine zumutbare Wirtsantwort hervorzurufen. Bei einem
Biomaterial handelt es sich definitionsgema&l? um ein nicht lebensfahiges Material,
das in einem medizinischen Device mit der Absicht verwendet wird, mit
biologischen Systemen zu interagieren (Ratner et al., 2004; Williams, 1999;
Wintermantel et al., 2009).

Die Implantation von Biomaterialien ruft im Wirtsorganismus stets eine Reihe von
Reaktionen hervor (siehe Abbildung 1). Neben der operativ hervorgerufenen
Verletzung kommt es zu Blut-Material-Interaktionen, zur Bildung einer
provisorischen Matrix, akuten und chronischen Entziindungen,
Granulationsgewebsbildung,  Fremdkdperreaktionen  und  Fibrose/fibrésen
Einkapselungen (Anderson, 2001; Anderson, Rodriguez & Chang, 2008).

Die Implantationsprozedur fuhrt dabei zu lokalen und/oder systemischen
Reaktionen des Wirtsorganismus, sowie zur Aktivierung von Mechanismen zur
Beeinflussung  der  Homoostase  (Gleichgewicht/Selbstregulation  der
physiologischen Korperfunktionen). Der Grad der durch das Material und die
Implantation  hervorgerufenen  Verletzung homd@ostatischer Mechanismen
wiederum ist ein Mall fir dessen Biokompatibilitdt. Trotz der hdufig aus
praktischen Grunden vorgenommenen Unterscheidung zwischen Blut-Material-
und Gewebe-Material-Interaktion muss jedoch die Tatsache beachtet werden, dass
einige Mechanismen und Komponenten sowohl im Blut als auch im Gewebe
vorkommen und in einem physiologischen Zusammenhang stehen (Anderson,
2013).

Bereits zu einem sehr frihen Zeitpunkt nach der Implantation beginnt die
Interaktion zwischen dem Fremdmaterial und dem Blut mit der Adsorption von
Proteinen auf dessen Oberflache und der Ausbildung einer auf der Basis von Blut
bestehenden, das Material umgebenden, provisorischen Matrix (Anderson,
Rodriguez & Chang, 2008).

Das durch die Implantation verletzte vaskularisierte Bindegewebe startet nicht nur
die Immunantwort, es fihrt auch zur Thrombusformation und damit u. a. zur

Aktivierung des extrinsischen und intrinsischen Gerinnungssystems, des
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Komplementsystems und des fibrinolytischen Systems. Diese Proteinkaskaden
kdénnen wiederum eng in das dynamische Phdnomen der Proteinadsorption und
Desorption, des bekannten Vromann-Effektes, eingebunden sein. Bei der
provisorischen Matrix handelt es sich um das initiale Thrombozytenaggregat,
welches konsekutiv mit polymerem Fibrin zum weiRen Thrombus stabilisiert wird
und damit die Grenzflache zwischen Gewebe und dem Fremdmaterial darstellt
(Anderson, Rodriguez & Chang, 2008).

Die gebildete provisorische Matrix dient mit den in ihr enthaltenen oder aus ihr
freigesetzten Bestandteilen z. B. der Rekrutierung von Entziindungszellen und
Fibroblasten und initiiert damit Ab-, Auf- und Umbauprozesse. Die provisorische
Matrix stellt dabei sowohl strukturelle als auch biochemische Stoffe zur Verfligung
und kann durch die Freisetzung von z.B. Cytokinen, Chemokinen und
Wachstumsfaktoren als naturliches, bioresorbierbares Unterstutzungssystem fur
den Wundheilungsprozess angesehen werden (Anderson, 2013).

Bei der nur relativ kurz (Minuten bis Tage) andauernden akuten Entziindungsphase,
die abhdngig vom Ausmal der Verletzung ist, kommt es zur Exsudation von
Flilssigkeit und Plasmaproteinen (Odembildung) und zur Emigration von
Leukozyten. Bei den Leukozyten handelt es sich dabei vornehmlich um neutrophile
Granulozyten, die gemeinsam mit anderen beweglichen weil3en Blutzellen aus dem
Gefallsystem zur Implantationsstelle auswandern. In Teilen unterliegen diese
Vorgange auch chemotaktischer Kontrolle (unidirektionale Migration entlang eines
chemischen Gradienten) (Anderson, 2001).

Die Hauptaufgabe der neutrophilen Granulozyten in der akuten inflammatorischen
Phase ist das ,,Aufrdumen® der Implantationsstelle, also die Phagozytose von
Mikroorganismen, Fremdmaterial, Zell-/Gewebe-Debris und von toten Zellen. Es
kommt jedoch meist bedingt durch die GroRRe der Biomaterialien nicht zu einer
kompletten Phagozytose. Dies kann wiederum zu einer sogenannten ,,frustrated
phagocytosis® filhren. Dabei kommt es zu einer verstirkten Freisetzung von
leukozytdren Enzymen, mit denen versucht wird, das Fremdmaterial abzubauen
(Anderson, 2001; Henson, 1971; Henson, 1980; Srinivasan & Babensee, 2014,
Anderson, 2013).

Des Weiteren werden von den Granulozyten auch Cyto- und Chemokine

freigesetzt, welche die Intensitat der akuten Entziindung, sowie die Rekrutierung
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von Monozyten, die sich im Gewebe zu Makrophagen weiter differenzieren,

kontrollieren (Srinivasan & Babensee, 2014).

Aus histologischer Sicht stellt sich die chronische Entziindung weniger einheitlich
als die akute Entzindung dar und ist vor allem charakterisiert durch die
Anwesenheit von Makrophagen, Monozyten und Lymphozyten. Auf’erdem kommt
es an der Verletzungsstelle zu GefaB- und Bindegewebsproliferationen, welche
einer Rekonstruktion dienen (Anderson, 2013; Morais, Papadimitrakopoulos &
Burgess, 2010; Anderson, 2001; Johnston, 1988; Williams & Williams, 1983).

Andauernde inflammatorische Stimuli wie Biomaterialien sind in der Lage eine
chronische Entziindung auszulésen (Morais, Papadimitrakopoulos & Burgess,
2010; Kumar, Abbas & Fausto, 2005).

Dabei kdnnen sowohl die physikalisch-chemischen Eigenschaften des Materials,
als auch eine Bewegung des Materials im verletzten Gewebe, aber auch Infektionen
zu einer chronischen Entzindung fiihren. Makrophagen sind die wahrscheinlich
wichtigsten Zellen der chronischen Entziindung, da sie eine Vielzahl an biologisch
wirksamen Stoffen produzieren und sezernieren. Dabei handelt es sich u. a. um
Proteasen, Koagulationsfaktoren, Chemokine, Cytokine und Wachstumsfaktoren,
wie z. B. FGF (fibroblast growth factor) oder TNF-a (tumor necrosis factor). Durch
die Wachstumsfaktoren kann eine Stimulation der Bildung von BlutgefaRen und
Fibroblasten, sowie eine Regeneration des Epithels und weiterer Zellen erfolgen.
Makrophagen initiieren die Zell-Migration, die Differenzierung und die Gewebe-
Remodellierung. Innerhalb des ersten Tages nach der Einflihrung eines
Fremdmaterials in einen Organismus wird der Heilungsprozess, initiiert durch
Monozyten und Makrophagen, in Gang gesetzt. Dabei kommt es zu einer
Proliferation von Fibroblasten und vaskulédren Endothelzellen an der
Verletzungsstelle und somit zu einem Beginn der Granulationsgewebsbildung.
Abhédngig vom Verletzungsgrad kann bereits 3-5 Tage nach Materialeinfiihrung
eine Granulationsgewebsbildung beobachtet werden. Granulationsgewebe gilt
dabei als Kennzeichen der Wundheilung. Histologisch ist dabei eine Proliferation
von kleinen, neuen Kapillaren und von Fibroblasten zu erkennen
(Neovaskularisation). Bei der Proliferation der Fibroblasten kommt es zur Bildung
eines Anfangs von Proteoglykanen, spater dann von Kollagen Il dominiertem
Granulationsgewebe. Aulierdem sorgen Aktin und Myosinfilamente enthaltende

Myofibroblasten fir die bei der Granulationsgewebsbildung zu beobachtende
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Wundkontraktion. Des Weiteren ist mit einer Anwesenheit von Makrophagen in
einem Granulationsgewebe zu rechnen. Es gilt jedoch zu beachten, dass sich ein
Granulationsgewebe deutlich von einem Granulom unterscheidet. Ein Granulom
stellt eine Ansammlung von modifizierten Makrophagen (z. B. Epitheloidzellen)
dar. Zudem kdnnen nicht phagozytierbare Partikel innerhalb eines Granuloms von
sogenannten Fremdkorperriesenzellen umgeben werden. Die mehrkernigen Zellen
entstehen durch Monozyten- und Makrophagen-Fusion. Die Fremdkdrperreaktion
gegenuiber Biomaterialien ist aus Fremdkorperriesenzellen und den Bestandteilen
des Granulationsgewebes (Makrophagen, Fibroblasten, Neovaskularisation)
zusammengesetzt und wird dabei sehr stark durch die GroRRe, Form und Lage der
Oberflache des Implantats beeinflusst. Dabei kommt es z. B. bei Textilimplantaten
zu groReren Anteilen an Makrophagen und Fremdkorperriesenzellen an der
Implantationsstelle, als dies bei Biomaterialien mit einer glatteren Oberflache der
Fall ist. Bei diesen ist dann eher eine groRere Fibrosekomponente zu erwarten
(Anderson, 2001; Anderson, 2013).

Dies verdeutlicht, dass der Grad und das AusmaR einer Fremdkorperreaktion von
der Materialzusammensetzung, der Dauer des Kontakts, der Degradationsrate, der
Morphologie, der Porigkeit, der Rauigkeit, der Form, der Grof3e, der Sterilitat und
der Oberflachenchemie des Devices abhangt (Arshady, 2003; Ratner, 2004; Morais,
Papadimitrakopoulos & Burgess, 2010; Schoen, 2004).

Trotz der Tatsache, dass Fremdkdorperriesenzellen teilweise ein Leben lang in der
Implantationsstelle persistieren, ist nur wenig Uber deren Aktivitdt bekannt
(Anderson, 2013).

Ublicherweise stellt die Fibrose/fibrose Einkapselung, deren Vorstufe das
Granulationsgewebe ist, die Endstufe des Heilungsprozesses nach der Implantation
eines Biomaterials dar (Anderson, 2001; Anderson, 2013; Anderson, Rodriguez &
Chang, 2008).

Die fibrose Wand sorgt fir eine Abschottung des Implantats und verhindert somit
folglich dessen Interaktion mit dem umgebenden Gewebe (Morais,

Papadimitrakopoulos & Burgess, 2010).
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Abbildung 1: Phasen der Wirtsreaktion bei Fremdkorperkontakt und die
dabei beteiligten Zellen nach Implantation eines Biomaterials; (aus Anderson,
Rodriguez & Chang (2008)).
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5. Zielsetzung und Fragestellung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es im Rahmen eines Kooperationsprojektes zwischen dem
Universitatsklinikum Tdbingen (UKT) und dem Institut far Textil- und
Verfahrenstechnik (ITV) in Denkendorf ein Verschlusssystem zum sofortigen
VerschlieBen der Punktionsstelle nach dem Ziehen der arteriellen Zugangsschleuse
bei perkutanen, angiologischen und transluminalen Eingriffen zu entwickeln und

eine optimierte Version in vitro und in vivo zu evaluieren.

Dazu wurde von den Kooperationspartnern ein neuartiges Verschlusssystem
(Closure Device) aus einem resorbierbaren Spezialpolymer entwickelt, das tber die
bereits liegende Schleuse in der Gefalwand verankert werden kann. Der
Verschlussstopfen wird zunachst tber die Zugangsschleuse in das Gefal3lumen
vorgeschoben und beim Ziehen des Zugangs unter Zuhilfenahme von einem
Sicherungsfaden und der am Stopfen angebrachten Fliigel und Widerhaken in

seiner endguiltigen Position in der Gefallwand zum Liegen gebracht.

Das System sollte zudem schnell und sicher platziert werden kénnen und, wie
bereits angedeutet, Uber die fur den angiologischen Eingriff gelegte Schleuse in
Position gebracht werden kdnnen. Des Weiteren sollte der Stopfen aus einem

vollstandig resorbierbaren Material bestehen.

Aufgabe dieser Studie war es also zundachst, In-vitro-Versuche durchzufihren, in
denen nach einem ersten Test des Verschlusssystems und des Stopfenmaterials im
Flussmodell an explantierten Schweineaorten durch Himokompatibilitatstests und
Stopfendesigntests verschiedene Materialien und Designs auf ihre Handhabbarkeit

und Funktionalitét Gberprift wurden.

Aus den Erkenntnissen der In-vitro-Versuche wurde vom Projektpartner in

Denkendorf ein optimierter Prototyp des Schnellverschlusssystems gefertigt.

Mit dem optimierten Prototyp des Verschlusssystems sollten in dieser Arbeit die in
vitro gewonnenen Erkenntnisse im Rahmen einer Machbarkeitsstudie (Proof of

Principle) in vivo, im Schafmodell, validiert werden.
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1. MATERIAL UND METHODEN

Die urspringliche Form und Funktionsweise des fur den Tierversuch zu
optimierenden aktiven Verschlusssystems ist in 1l1.2.4 beschrieben (siehe
Abbildung 12). Zur Entwicklung des Prototyps fir die Testung im Schafmodell

dienten folgende In-vitro-Versuche:

1. In-vitro-Tests

In den In-vitro-Versuchen wurden mehrere vom Projektpartner (ITV in
Denkendorf) zur Verfugung gestellte neu entwickelte sich aber in ihrem Design und
Material unterscheidende vereinfachte Verschlussstopfenmuster hinsichtlich
verschiedener Parameter getestet. Ziel der Vorversuche war es, den fir den
Tierversuch und den spéteren Einsatz am Menschen am besten geeigneten
Verschlussstopfen ausfindig zu machen. Hierfur wurden sowohl Material- und
Designtests als auch H&mokompatibilitatstests mit den Verschlussstopfen
durchgefiihrt (Ubersicht tiber die durchgefiihrten Testungen siehe Abbildung 2).

Testung der
Riickstellkraft und des
Spannverhaltens:

R , Testung einer
10 sich in ihrem Material 8

kleineren Auswahl an

e e St
Stogfen;nuster {3 Fliigel) Flussmodell: Testung der Testung der
Fligelanzahl: Dichtigkeit/Winkelung:

Hamaokompatibilitdtstest und

Rasterelektronenmikro-
X ¥k AL LL
& vereinfachte Stopfenmuster o u i

(3 Fliigel) die sich hinsichtlich
der Riickstellkraft und des

Spannverhaltens bewahrt

Testung eines aus den mit Hilfe der Erkenntnisse aus den In-vitro-Testungen
vom Industriepartner hergestellten Verschlusssystemprototyps am
Schafmodell

(Material MQ 2, ein kurz resorbierbares hachelastisches Spezialpolymer,
ausgestattet mit filnf Fliigeln und einer 85° Winkelung des Grundkdrpers)

Abbildung 2: Ubersicht tiber die durchgefuihrten Testungen.
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1.1. Testung der Rickstellkraft und des Spannverhaltens

Es wurden je drei Stopfen von zehn sich in ihrem Material unterscheidenden vom
Projektpartner zur Verfligung gestellten Verschlussstopfen hinsichtlich ihres
Spannverhaltens beim Bestlicken (siehe Abbildung 3) eines Applikatorsystems und
hinsichtlich der Ruckstellkraft ihrer Flugel bewertet. Die getesteten Materialien
waren: MEUV 2, MEUV 7, MEUV 11, MEUV 12, MEUV 12 violett, MQ 2, MQ
2 violett, MQ 3, MQ 3 violett und ein weiteres Material (LCT 682012H6), das nach

dem ersten Test ausgeschlossen wurde.

Die Bewertung des Spannverhaltens (siehe Tabelle 1) und der Ruckstellkraft (siehe
Tabelle 2) wurde unter standardisierten Bedingungen (Einzug, 10-minutiger
Verbleib im Applikator, Ausschub) von immer derselben Person nach folgendem
Schema vorgenommen:

Tabelle 1: Bewertungsschema Spannverhalten (Einzugsverhalten in den
Testapplikator).

starker Zug beim Einzug in den | 1
Testapplikator erforderlich

mittlerer Zug erforderlich 2
wenig Zug erforderlich 3
sehr leicht einziehbar 4

Abbildung 3: Verschlussstopfen beim Einzug in den Testapplikator.

Tabelle 2: Bewertungsschema Ruckstellkraft (Ruckverformbarkeit der
Stopfenfliigel nach Ausschub des gespannten Verschlussstopfens aus dem
Testapplikator).

sehr gute Rickstellkraft 1

gute Ruckstellkraft 2
befriedigende Riickstellkraft | 3
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1.2. Test von Verschlussstopfenmustern im Flussmodell

Die Tests wurden an explantierten Aorten von Schweinen (60-70 kg) durchgeftihrt.
Hierfir wurden die Aorten in ein geschlossenes Flussmodell (Schema siehe
Abbildung 4) implantiert. In diesem Modell wurden dann mittels eines
Quetschhahns nach Hoffmann, einer Rollerpumpe (Typ 10-40-00, Stochert
Instrumente, Munchen), sowie eines Manometers (Exacta®, Riester, Jungingen) in-
vivo-ahnliche Bedingungen geschaffen (siehe Abbildung 5). AnschlieRend wurden
je drei Stopfen von sechs zur Verfugung gestellten unterschiedlichen Materialien
(MEUV 2, MEUV 12, MEUV 12 violett, MQ 2 violett, MQ 3 und MQ 3 violett)
durch eine zuvor Uber Seldingertechnik gelegte Zugangsschleuse (Radiofocus
Introducer 11 Set, Terumo Deutschland GmbH, Eschborn) in das Gefal eingebracht.
Nach dem Legen der Zugangsschleuse wurde diese samt Applikator wieder aus dem
GefaB entfernt und der Verschlussstopfen blieb in der GefaBwand zuriick. Zur
korrekten Verankerung wurde zusétzlich ein leichter Zug auf den mit dem Stopfen
verbundenen Sicherungsfaden ausgetibt. Daraufhin folgte die Entfernung des
GeféRes aus dem Flussmodell, an dem dann eine Beurteilung der Lage sowie des

Verhaltens der Stopfen erfolgte.

Yoratsgefaf mit phasiol.
MaCl-Lsg

.ﬁ
Manometer

Druck von
100 mmHg
wird
eingestellet

£ Quetschhahn

Bauchaortastiuck

FIUR von 0,8 L
wird eingestelit

Rollerpumpe

Abbildung 4: Schemazeichnung des Flussmodells.
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Abbildung 5: Schweineaorten-Flussmodell.

1.3. Hamokompatibilitatsprifung

Zur Uberpriifung der Blutvertraglichkeit der Stopfen und deren Auswirkung auf die
Blutparameter wurde in Anlehnung an die 1SO-Norm 19993-4 ein
Hamokompatibilitatstest mit heparinisiertem humanem Vollblut durchgefiihrt
(siehe Tabelle 5). Das Blut stammte von 3 gesunden, freiwilligen und nicht unter
Medikamenteneinfluss stehenden Spendern. Mit dem Blut von jedem dieser
Spender wurden je 3 Verschlussstopfen 6 unterschiedlicher Materialien (MEUV 7,
MEUV 11, MQ 3, MQ 2, MQ 3 violett, MQ 2 violett), die sich hinsichtlich der
Rickstellkraft und ihres Spannverhaltens in den vorangegangenen Materialtests

bewahrt hatten, getestet.

1.3.1. Blutentnahme
Zunéchst wurde allen drei Spendern aus einer derer Unterarmvenen mittels einer
Butterflykanule (1,44 mm Durchmesser, Safety Multifly®, Sarstedt, NUmbrecht)

von einer Mitarbeiterin des Forschungslabors Blut entnommen.

Das Blut der Spender wurde in Neutralmonovetten (Firma Sarstedt, Niimbrecht-
Rommelsdorf, Deutschland) mit einem Fassungsvolumen von 9 ml aufgefangen.
Die Monovetten wurden zuvor mit 1 U pro ml Blut heparinisiert (Heparin 25 000,
Ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland). Anschliefend wurden die gefillten
Monvetten eines jeden Spenders in einem Sammelbehéltnis (Schraubbecher 100
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ml, Sarstedt, Nimbrecht) gepoolt.

1.3.2. Vorbereitung der Proben und Inkubation auf der Rocking Platform
AnschlieBend wurde von dem Blut jedes Spenders jeweils 6 ml in 7 Falcon-
Blutréhrchen (14 ml Polypropylene Round-Bottom Tube, Firma Becton, Dickinson
and Company, Franklin Wales, USA) gegeben. Die Falconréhrchen wurden zuvor
jeweils mit drei gleichen Stopfen von einem der sechs zu untersuchenden
Materialien bestiickt. Eines der sieben Probenréhrchen enthielt lediglich humanes
Vollblut und diente als Kontrollgruppe. Nach dem Verschluss der Probenréhrchen
folgte eine 90-minutige Inkubation bei 37° Celsius auf einem Horizontalschiittler
(Polymax 1040, Firma Heidolph, Schwabach, Deutschland) bei 25 rpm (rounds per

minute).

1.3.3.  Uberfuihrung des Probenblutes in Spezialmonovetten

Nach der Inkubation wurde das Blut aus den Falcon-Blutréhrchen fir die
Untersuchung spezifischer Blutparameter in entsprechende Spezial-Monovetten
uberfuhrt (siehe Tabelle 3).

Tabelle 3: Ubersichtstabelle zur Aufbereitung des Probenblutes.

Monovettentyp Zentrifugieren Blutparameter
S-Monovette®1,4 ml | bei Raumtemperatur/ TAT

9NC 18 Minuten/1800g PMN-Elastase
Tri-
Natriumcitratlésung
0,106 mol/I;

0,3 ml Citrat-L6ésung
REF: 0.51165

Firma Sarstedt,

Nimbrecht-
Rommelsdorf,
Deutschland
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Blood Collection Tube
2,7ml 13x75mm

S-Monovette® EDTA | vor dem Zentrifugieren SC5b-9
1,2 ml K3E Zellcounter (Micros 60
REF: 06.1664.001 ABX Hematology,
Firma Sarstedt, | Montpellier, Frankreich)
Numbrecht- fur  Bestimmung  der
Rommelsdorf, Erythrozyten/Leukozyten/
Deutschland Thrombozyten

4° Celsius/20 Min/2500g
BD Vacutainer; CTAD; | zuerst 15 Min. auf Eis | B-TG

lagern, dann bei
4° Celsius/20 Min/2500g,

REF: 367562 dann

Firma Becton, | aus Uberstand 700ul in

Dickinson and | neue

Company S-Monovette® 4,5 ml
ohne Préparierung

1.3.4.  Aliquotierung des Probenblutes

Nach der Zentrifugation der Proben wurde das Plasma (Uberstand) aus den

Spezialmonovetten auf Eppendorf Safe-Lock Tubes® (Firma Eppendorf AG,

Hamburg, Deutschland) aliquotiert. AnschlieBend wurden die Eppendorf Safe-

Lock Tubes® bis zur weiteren Bearbeitung zwischen -20° und - 80° Celsius in

flissigem Stickstoff schockgefroren und eingelagert (siehe Tabelle 4).

Tabelle 4: Ubersichtstabelle tiber die Lagerung des Probenblutes.

Monovettentyp

Umfullung in
Eppendorf Safe-Lock

Tubes

Temperatur des

Schockgefrierens  fir

die Lagerung

Tri-Natriumcitrat-L6sung
0,106 mol/l;

0,3ml Citrat-L6sung
REF: 0.51165

Firma

S-Monovette®1,4 ml O9NC

Sarstedt,

in 5
Eppendorf Safe-Lock
Tubes® a 300 pl

Umfillung

-20° Celsius
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Nimbrecht-Rommelsdorf,

Deutschland

S-Monovette® Umfullung in 2 | -80° Celsius
EDTA 1,2 ml K3E Eppendorf Safe-Lock

REF: 06.1664.001 Tubes® a 200 pl

Firma Sarstedt,

NiUmbrecht-Rommelsdorf,
Deutschland

S-Monovette® 4,5 ml | Umflllung in 3 | -20° Celsius
ohne Préparierung (gefullt | Eppendorf Safe-Lock
mit 700 pl Uberstand | Tubes® a 50 pl
aus der CTAD Vacutainer)
REF: 05.1727.001

1.3.5. Bestimmung der Hamokompatibiltatsparameter nach 1SO 19993-4
Um die Auswirkungen des Stopfenmaterials auf das Komplementsystem, die
Koagulation, die korpuskuldren Blutbestandteile und auf deren Aktivierung zu
ermitteln wurde das Spenderblut vor und nach dem Kontakt mit den
Verschlussstopfen  hinsichtlich ~ verschiedener hamatologischer  Parameter
untersucht. Dazu diente SC5b-9 als Marker fir die Aktivierung des
Komplementsystems und der Thrombin-anti-Thrombin-Komplex wurde als Marker
fur die Koagulation herangezogen. Des Weiteren wurde B-Thromboglobulin als
Marker fur die Aktivierung von Thrombozyten und die PMN-Elastase als
Hinweisgeber fir die Leukozytenaktivierung verwendet. Zur Bestimmung der
Parameter wurden kommerziell verfligbare ELISA-Testkits angwendet. Es handelte
sich bei allen verwendeten Testkits um sogenannte Festphasen ELISAs. Bei der
Durchfuhrung der ELISAs wurden streng die Protokolle und Methoden aus den
Anwendungshinweisen der entsprechenden Testkits befolgt. AulRerdem wurde
mittels eines Zellcounters die Zellzahl der Thrombozyten, Erythrozyten und

Leukozyten bestimmt.

Um Hinweise auf die Thrombogenitéat der Stopfenmaterialien zu erhalten wurden
diese nach der Inkubation im humanen Spenderblut in einem weiteren Schritt unter

dem Elektronenmikroskop untersucht. (Siehe 1.3.6)
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1.3.5.1. Thrombin-Anti-Thrombin-Komplex (TAT)
Prinzip der Testung:

Fur die Bestimmung des TAT im Probenblut wurde der Enzygnost® TAT micro,

ein ELISA nach dem Sandwich-Prinzip, herangezogen.

Das im Probenblut enthaltene TAT geht wahrend der ersten Inkubation mit den
Antikdrpern gegen Thrombin, welche auf einer Mikrotitrationsplatte fixiert sind, in
Bindung. Im Anschluss an das Auswaschen binden sich in einer weiteren Reaktion
Peroxidase-konjugierte Antikorper gegen Antithrombin 111 an freie Antithrombin
I11 Determinaten. Der Uberschussige Anteil der Peroxidase-konjugierten Antikorper
wird im darauffolgenden Schritt ausgewaschen. Im Anschluss folgt die
Bestimmung der gebundenen Enzymaktivitat. Durch den Zusatz von verdinnter
Schwefelsdure wird eine Unterbrechung der Umsetzung von Wasserstoffperoxid
und Chromogen erreicht. Danach wird die Farbintensitat, welche proportional zu

der Konzentration von TAT ist, photometrisch bestimmt.

1.3.5.2. SC5b-9 (Terminaler Komplementkomplex (TCC))
Die Bestimmung des SC5b-9 erfolgte mit dem Enzym-Immunassay MicroVue
SC5b-9 Plus®.

Prinzip der Testung:

MicroVue SC5b-9 Plus ist ein aus drei Phasen bestehender Test, welcher der
quantitativen Bestimmung von SC5b-9 dient. In der ersten Inkubationsphase
kommt es zwischen dem SC5b-9 aus der Probe und den auf der Oberflache der
Mikroassay-Platte fixierten monoklonalen Antikérpern (Anti-human SC5b-9
Antikdrpern) zu einer Komplexbildung. Nach einem Waschschritt zur Entfernung
des ungebundenen Konjugats werden Peroxidase konjugierte AntikOrper gegen
SC5b-9 auf die Mikroassayplatte gegeben. Darauf kommt es zur Bindung der
bereits durch die monoklonalen Antikdrper auf der Oberflache der
Mikroassayplatte gehaltenen SC5b-9-Komplexe mit den enzymkonjugierten
Antikorpern. Anschlielend folgt ein weiterer Waschschritt, der weiteres
ungebundenes Konjugat entfernt. Im abschlieRenden 3. Inkubationsschritt wird ein
Substrat fir das Peroxidase-Konjugat zugegeben, was letztlich zu einer
Blaufarbung fihrt. Durch Zugabe eines weiteren Reagenz wird die
Farbentwicklung gestoppt und die Farbintensitdt, die proportional zur

Konzentration von SC5b-9 ist, wird photometrisch bestimmt.



Material und Methoden 48

1.3.5.3. B-Thromboglobulin (-TG)
Das B-TG im Probenblut wurde mit Asserachrom® B-TG immunenzymatisch

bestimmt.
Prinzip der Testung:

Bei dem nach dem Sandwich-Prinzip ablaufenden Test kommt es zur Bindung
zwischen den an der Oberflache eines Kunststofftragers fixierten Kaninchen
Antikorpern (anti humane B-TG Antikérper) und dem B-TG aus der zu
untersuchenden Probe. Nach einem Waschschritt kommt es in einem weiteren
Schritt durch Zugabe von Peroxidase-konjugierten Kaninchen-Antikérpern gegen
humanes B-TG zur Anlagerung der Antikdrper an freie Antigendeterminaten des
bereits fixierten B-TG. Anschlielend folgt eine weitere Waschung zum Entfernen
der nicht gebundenen Peroxidase-konjugierten Antikorper. Durch Zugabe eines
Substrates (Tetramethylbenzidin) fiir die Peroxidase kénnen durch Anderungen der
Farbintensitat Rickschlisse auf die Aktivitat der gebundenen Peroxidase gezogen
werden. Nach Zugabe einer Stoppldsung (einer starken Sdure) kann die
urspriingliche Konzentration an B-TG im Medium, welche mit der Farbintensitat

korreliert, photometrisch bestimmt werden.

1.3.5.4. PMN-Elastase
Die PMN-Elastase wurde quantitativ tber den PMN-Elastase-ELISA der Firma

Demeditec bestimmt.
Prinzip der Testung:

Beim vorliegenden Test handelt es sich um ein Festphasen-ELISA, welcher der
Konzentrationsbestimmung der PMN-Elastase und des a.1-Proteinase-Inhibitors im
Plasma dient. Nach Pipettierung der Proben auf eine mit polyklonalen Antikdrpern
gegen menschliche PMN-Elastase beschichtete Mikrotiterplatte kommt es nach 60-
minutiger Inkubation zu einer Bindung zwischen der PMN-Elastase und den
Antikdrpern. Im darauffolgenden Waschschritt werden die nicht gebundenen
Probenbestandteile entfernt. Im Anschluss wird ein neuer polyklonaler Antikérper
hinzugegeben, dieser ist jedoch mit Meerrettichperoxidase konjugiert und gegen
den al-Proteinase-Inhibitor gerichtet. Nach einer Inkubationsphase bindet der
peroxidasemarkierte Antikorper spezifisch an den bereits an den ersten Antikorper
gebundenen PMN-ELASTASE/al-Proteinase-Inhibitor-Komplex. In  einer

weiteren Waschung wird Uberschissiges Enzymkonjugat entfernt und nur der
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Sandwich-Komplex bleibt zuriick. Durch Zugabe von Tetramethylbenzidin
(Substrat) wird dieses nach einer Inkubation von 20 Min. von der gebundenen
Meerrettichperoxidase zu einem blauen Endprodukt umgesetzt. Im Anschluss daran
wird durch die Zugabe von Salzséure die Enzymreaktion gestoppt. Zuletzt wird die
Farbintensitat, welche proportional zu der Konzentration der PMN-Elastase ist,

photometrisch bestimmt.

Tabelle 5: Prufparameter und Testverfahren der Hamokompatibilitatstests.

Bewer-
Prof-
. tungs- Parameter Testverfahren und Hersteller
kategorie
verfahren
Koagulation | Marker flir | Thrombin-Anti- ELISA:
Thrombin- | Thrombin-I11 ) ) )
Siemens Healthcare Diagnostics
bildun Komplex (TAT
g plex ( ) Products, Marburg, Deutschland
(Koagula-
tion)
Thrombo- Anzahl der | Zahlung von | Zellzéhlgerat: Micros 60
zyten Thrombo- Blutzellen )
ABX Hematolog, Montpellier,
zyten .
Frankreich
Marker  flr | 3-Thromboglobulin | ELISA:
Thrombo- . .
Diagnostica Stago/Roche,
zyten-
y Mannheim, Deutschland
aktivierung
H&matologie | Anzahl von | Zahlung von | Zellzéhlgerat: Micros 60
weillen und | Blutzellen )
ABX Hematolog, Montpellier,
roten (Leukozyten, )
Frankreich
Blutzellen Erythrozyten)
Produkt von|PMN-Elastase ELISA:
Leukozyten- . . .
Demeditec Diagnostics GmbH,
aktivierung .
Kiel, Deutschland
Komplement- | Marker  fiir | SC5b-9 ELISA:
system Aktivierun . .
4 9 Quidel, San Diego, CA, USA
des
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terminalen
Komple-
ment-
komplex
Thrombo- SEM (Thrombozyten) Elektronenmikroskopie:
genitat . Adhésion und| _ . . .
(scanning Zeiss Evo Ls10, Firma Zeiss,
Aggregation,
electron doreg Oberkochen, Deutschland
. Leukozyten
microscopy:
Adhésion,
Elektronen-
Fibrinanlagerungen
mikroskop) gerting

1.3.6. Rasterelektronenmikroskopie

Um Hinweise auf die Thrombogenitidt der Oberflachen der unterschiedlichen
Verschlussstopfen zu erhalten, wurden die mit Humanblut inkubierten Stopfen auch
unter dem Elektronenmikroskop untersucht. Dafiir wurden die Stopfen nach 90-
mindtiger Inkubation auf der Rocking Platform in einem ersten Schritt vorsichtig
mit einer phosphatgepufferten Salzlésung (PBS; Firma PAA labaratories, Colbe,
Deutschland) gespilt um nicht anhaftende Thrombozyten zu entfernen.
Anschliefend wurden die Stopfen bei einer Temperatur von 4° Celsius in einer 2 %
Glutaraldehydldsung (in PBS) (Firma Serva, Heidelberg, Deutschland) tiber Nacht
inkubiert. Nach einer erneuten Waschung der Stopfen mit PBS zur Entfernung des
verbliebenen Glutaraldehyds wurde mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe (von
40 % bis auf 100 % Ethanol, (Firma Merck, Darmstadt, Deutschland)) eine
Entwésserung der Proben vorgenommen. Abschlieend wurden die Proben einer
Critical-Point-Trocknung (in einem Polaron E3100, Firma GaLs Instruments, Bad
Schwalbach, Deutschland) unterzogen, mit Gold-Palladium (Emitech K550X,
Firma GaLa Instruments, Bad Schwalbach, Deutschland) gesputtert und dann unter
einem Rasterelektronenmikroskop (Zeiss Evo Ls10, Firma Zeiss, Oberkochen,
Deutschland) untersucht. Dabei wurde nach Adhdsionen und Aggregationen von
Blutplattchen, sowie nach Adhdsionen von Leukozyten und Anlagerungen von
Fibrin an der Stopfenoberflache gesucht. Zur Negativkontrolle wurde von jedem
Material je ein nicht mit Spenderblut inkubierter Stopfen untersucht.
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1.3.7.  Statistische Auswertung

Die statistischen Analysen wurden mit der Statistik-Software GraphPad Prism
(Version 6, GraphPad Software, La Jolla, USA) durchgefiihrt. Aus den Daten der
Hamokompatibilitatstests wurden die Mittelwerte und die Standardabweichung
(SD) errechnet. Gepaarte Daten wurden mit dem Friedmann-Test und
nachfolgendem Dunn-Test analysiert. Nicht gepaarte Daten wurden unter der
Verwendung von einem Kruskal-Wallis-Test und darauffolgendem Dunn-Test

analysiert. Statistische Signifikanz wurde mit p< 0,05 definiert.

1.4, Testung des Stopfendesigns (Flugelanzahl)

Um Hinweise auf die bendtigte Flugelanzahl eines Verschlussstopfens zu erhalten,
wurden je zwei Stopfen mit derselben Fliigelanzahl (n = 2) an einem euthanasierten
weiblichen Schwein (60 kg) getestet. Es wurden Stopfen mit einer Fliigelanzahl von
vier, finf und sechs Fllgeln einer Prifung unterzogen. Dazu wurde das
euthanasierte Schwein zunéchst auf dem Rucken liegend ausgebunden und dann
dessen A. carotis communis freiprapariert. Anschliefend wurden von cranial nach
caudal je zwei Stopfen mit vier, funf und sechs Flugeln in die Arterie implantiert.
Die Verschlussstopfen wurden aufgrund der hoheren Anzahl an Fligeln nicht wie
in den vorherigen Versuchen in das Applikatorrohr hineingezogen, sondern bereits

ausgebreitet auf dem Applikator sitzend in die zugehdrige Schleuse vorgeschoben
(siehe Abbildung 6).

Abbildung 6: Einschub des Verschlussstopfens in die Zugangsschleuse.

Nach dem Platzieren der Verschlussstopfen mittels Seldingertechnik wurde das
Gefall dann am cranialen und caudalen Ende abgesetzt und explantiert. Daraufhin
wurde die entnommene A. carotis communis der Lange nach aufgeschnitten und
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die Lage sowie der Zustand der Verschlussstopfen uberprift.

1.5. Dichtigkeitstest/Designstudie

In einem weiteren Test wurden drei verschiedene Stopfendesigns hinsichtlich ihrer
abdichtenden Wirkung am Schweineaortenmodell getestet. Die Teststopfen in
diesem Versuch waren aus einem nichtelastischen Material (da es in diesem
Versuch ausschlief3lich um die Winkelung der Stopfen ging) und unterschieden sich

im jeweiligen Abfallwinkel ihres Grundkorpers.

Ein Schema der getesteten Verschlussstopfen mit unterschiedlichem Abfallwinkel

ist der Abbildung 7 zu entnehmen.

\ / \ ]

= F7° = 85° = 90°

Abbildung 7: Winkelungen der getesteten Stopfengrundkorper.

Zuné&chst wurde die Aorta abdominalis und ein Teil der Aorta thoracica eines zuvor
euthanasierten Schweines freiprapariert und an der cranialen Seite abgesetzt. An
der caudalen Seite des Gefal3es wurde eine Arterienklemme angebracht, in einem
Abstand von ca. 10 cm in cranialer Richtung wurde eine ca. 3 cm grofRRe Inzision an
der ventralen Gefalseite gesetzt. Das craniale Ende des Gefal3es wurde Uber einen
Konnektor (3/8”” auf 1/4°”) mittels Ligatur mit einem Schlauch (1/4°’), welcher zur
Druckregulierung diente, verbunden (siehe Abbildungen 8 und 9).
mit Blut

gefiillter
Schlauch

ventral
Fillhéhe
regelt den
Schleuse mit Appl Blutdruck

{ca. 50 mmHg)

und Stopfen/
! thoracica

Y E——

dorsal

Aorta
abdomlna
=—caudal

Abbildung 8: Schemazeichnung der Dichtigkeits/Designstudie.
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Daraufhin wurden die Zugangsschleusen mit Applikator an der dorsalen Seite,
gegenuiberliegend der zuvor gesetzten Inzision, Uber Seldingertechnik in die
GeféaBwand platziert. Die Bestiickung der Applikatoren mit den Stopfen erfolgte

aufgrund der nichtelastischen Materialeigenschaften tber die Inzision.

ar

Inzision {(Aorta ahdomnalis}
ur Stopfeneinbringung in
e GefaBwand

Abbildung 9: Schweineaortenmodell vor der Stopfenapplikation.

Durch das Zuriickziehen der Schleusen und der in diese eingesetzten bestiickten
Applikatoren konnten die Stopfen gesetzt und ausgerichtet werden. Bei der
manuellen unterstiitzenden Ausrichtung Uber das Inzisionsloch wurde darauf
geachtet, dass mdglichst kein Flugel im Stichkanal zu liegen kommt (siehe
Abbildung 10).
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ventral

Abbildung 10: Schweineaortenmodell nach Applikation der Stopfen.

Nach der Platzierung und Ausrichtung der Stopfen wurden diese mittels eines an
diesen angebrachten Sicherungsfadens unter leichtem Zug in Position gehalten. Die
zur Bestuckung der Applikatoren und zum eventuellen korrigierenden Ausrichten
der Stopfen angelegte Inzisionsstelle wurde mittels einer GefaRnaht wieder

verschlossen (siehe Abbildung 11).

Abbildung 11: Ventrale Ansicht

des Gefalles, bei jetzt vernahter
Inzisionstelle. Auf dem Bild sind
die Sicherungsfaden der
Verschlussstopfen zu erkennen.
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Eine Beurteilung der Dichtigkeit und der Lage der Verschlussstopfen wurde unter

Berlcksichtigung der folgenden Bewertungskriterien vorgenommen (siehe

Tabellen 6 und 7):

Tabelle 6: Schema fur die Dichtigkeitsbewertung.

Blutdurchlassigkeit

Bewertung der Dichtigkeit

keine Blutung

sehr gut

Sickerblutung

gut

leichte Blutung

befriedigend

mittlere Blutung

ausreichend

starke Blutung

mangelhaft

Tabelle 7: Kriterien zur Lagebewertung der Stopfen.

Lage des Stopfens nach Erdéffnung der Aorta

alle Flugel im Lumen

ein Fllgel im Stichkanal

mehrere Fliigel im Stichkanal

ganzer Stopfen nicht mehr im Stichkanal

In einem ersten Test wurde nur ein Stopfen pro Design getestet (n = 1). Dabei wurde
bei einem aufgebauten Druck von 50 + 5 mmHg auf eine Heparinisierung von
200 1U/kg KGW zuruickgegriffen. Wegen der sehr hoch gewéhlten Heparindosis
und der gewéhlten Probenanzahl von n = 1 pro Stopfendesign konnten aus diesem

Test nur erste Hinweise auf die Dichtigkeit der Verschlussstopfen gewonnen

werden.

Aufgrund dessen wurde der Test mit n = 2 pro Stopfendesign und einer niedriger
gewahlten Heparindosis (100 IU/kg KGW (Standardheparinisierung)) spater

wiederholt.
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2. In-vivo-Machbarkeitsstudie (Tiermodell)

2.1. Versuchstiere

Fur den In-vivo-Versuch standen nach Genehmigung durch das
Regierungsprésidium Tuabingen (Antragsnummer: C7/15) sechs Schafe zur
Verfligung. Es handelte sich dabei um Merinolandschafe aus Tierhaltungen in der
Umgebung von Tibingen. Die Schafe waren entweder ménnlichen Geschlechts und
kastriert oder weiblich und nicht tragend. Die Tiere wogen bei ihrer Ankunft

zwischen 56 kg und 76 kg (siehe Tabelle 8) und waren zwischen 4 und 5 Jahren alt.

Tabelle 8: Versuchstiere fir die Applikation der Verschlussstopfen.

Ohrmarkennummer Interne Nummer | Ankunftsgewicht | Geschlecht
DE0108004 9189 |1 66,8 Kg méannlich
DE 0108004 91908 |2 72,7 Kg méannlich
DE 0108006 55110 |3 56,0 Kg weiblich
DE 0108004 08228 |4 76,3 Kg weiblich
DE 0108004 26384 |5 55,1 Kg weiblich
DE 0108004 84773 |6 61,5 Kg weiblich
2.2. Haltung der Versuchstiere

Die Schafe wurden wéhrend des Versuchszeitraums in den Stallungen des Tier-OP
der Universitat Tubingen (Experimentelle Medizin) gehalten. Die Tiere waren in
3er-Gruppen in 3 m x 4 m grof3en mit Stroh eingestreuten Boxen untergebracht und
hatten tagsiber bei entsprechenden Wetterverhdltnissen Zugang zu einem
planbefestigten AulRenbereich. Um eine gewisse Eingewohnungszeit an die neue
Umgebung zu gewahrleisten, wurden die Tiere spéatestens eine Woche vor
Versuchsbeginn in die Stallungen des Tier-OPs verbracht. Die Tiere wurden 1-mal
am Tag mit Mineral- und Kraftfutter geflittert. Heu, Stroh und Wasser stand den
Schafen in den Boxen ad libitum zur Verfligung.

2.3. Zeitliche Versuchsabfolge

Mit den Ergebnissen der In-vitro-Versuche wurde vom Projektpartner ein fir die
In-vivo-Versuche geeignet scheinender Stopfen-Prototyp entwickelt und gefertigt.
Die Funktionsfahigkeit des entwickelten Stopfens sollte unter klinischen

Bedingungen im Tiermodell validiert werden. Jedem der sechs zur Verfugung
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stehenden Schafe sollten dazu insgesamt sieben Verschlussstopfen in deren linke

und rechte A. carotis implantiert werden (siehe Tabelle 9).

Tabelle 9: Geplante zeitliche Versuchsabfolge (Schafe Nr. 1-2).

Tag 0 Punktion rechte A. carotis

Tag 6 Punktion linke A. carotis

Tag 12 Punktion rechte A. carotis

Tag 18 Punktion linke A. carotis

Tag 21 Punktion rechte A. carotis

Tag 24 Punktion linke A. carotis

Tag 27 Punktion rechte A. carotis

Tag 30 Euthanasie und Explantation linke

und rechte A. carotis

Bei der Testung der ersten beiden Versuchstiere stellte sich die gewahlte Anzahl
der Punktionen pro Schaf als nicht praktikabel heraus. Aufgrund dessen wurde die
Anzahl der geplanten Punktionen pro Tier bei den noch zu untersuchenden Schafen
auf vier abgesenkt (siehe Tabelle 10).

Tabelle 10: Geplante zeitliche Versuchsabfolge (Schafe Nr. 3-6).

Tag 0 Punktion linke A. carotis

Tag 7 Punktion rechte A. carotis

Tag 14 Punktion linke A. carotis

Tag 21 Punktion rechte A. carotis

Tag 28 Euthanasie und Explantation rechte
und linke A. carotis.

2.4. Funktionsweise des neu entwickelten arteriellen Verschlusssystems
Das urspriinglich entwickelte arterielle Verschlusssystem besteht aus drei
Bestandteilen. Zum einen aus dem eigentlichen Verschlussstopfen, zum anderen
aus einem Stempel, der als Ausschubvorrichtung dient, sowie aus einer dueren
Hulle (siehe Abbildung 12).
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AuRere Hiille  AuRere Hiille
{Langsschnitt)

Verschlukstopfen -

Am Stopfen befestigter
Faden wird durch die hohle
Ausschubvorrichtung
gezogen

Stopfen gespannt in der
duRere Hiille
{Langsschnitt)

Ausschubvorrichtung

Abbildung 12: Das ursprunglich entwickelte Verschlusssystem.

Fur den Tierversuch hingegen wurde ein aus den Erkenntnissen der In-vitro-
Versuche vom Projektpartner weiter entwickeltes Verschlusssystem verwendet
(siehe Abbildung 13). Das in den In-vivo-Testungen verwendete System besteht
letztlich nur noch aus dem eigentlichen Verschlussstopfen und einer
Ausschubrohre. Der aus einem resorbierbaren spritzgussfahigen hochelastischen
Spezial-Polymer hergestellte Verschlussstopfen ist tber ein Kugelgelenk auf die
Ausschubréhre aufgesetzt und Uber einen Sicherungsfaden fixiert. Die
Ausschubréhre kann Uber einen an ihr angebrachten Konnektor (Clip-
Mechanismus) mit einer handelsiiblichen 8F-Zugangsschleuse von der Firma
Terumo (Radiofocus Introducer Il Set) verbunden werden und so samt
Verschlussstopfen in selbige vorgeschoben werden. Uber das am oberen Teil der
Ausschubrohre angebrachte Sicherungs- und Feedbackmodul kann anschlieRend
der nun blndig am Schleusenende liegende Verschlussstopfen freigegeben und in
das GeféalRlumen vorgeschoben werden. Nach der Freigabe des Stopfens in das
Gefdll und Losung der Fixation des Sicherungsfadens wird die Schleuse samt
Ausschubrohre langsam aus der Arterie extrahiert. Unterdessen verankert sich der
Verschlussstopfen mit seinen funf Fligeln in der GeféaBwand und kann so flr einen

Verschluss der Punktionsstelle sorgen.
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Abbildung 13: In den In-vivo-Versuchen verwendetes Verschlusssystem

(hier bereits in die Zugangsschleuse eingeftihrt).

2.5. Versuchsprozedere

2.5.1. Pramedikation und Anésthesie

Einen Tag vor dem jeweiligen Eingriff wurde den Tieren ein langwirksames
Breitbandpraparat (Veracin compositum® (1 ml enthalt: 80.000 LE. (76,19 mg)
Benzathin-Benzylpenicillin, 120.000 L.E. (120 mg) Benzylpenicillin-Procain,
200.000 L.E. (258 mg) Dihydrostreptomycinsulfat, 20 mg Procainhydrochlorid.);
Dosierung: 3ml/50 kg KGW) zur antibiotischen Abdeckung verabreicht.
AuRerdem wurde jeweils eine praoperative Nahrungskarenz (12 Stunden vorher
kein Futter) eingehalten. Die Punktion der A. carotis erfolgte am sedierten Tier.
Den Schafen wurde dazu 0,05-0,1 mg/kg KGW Xylazin und zehn Minuten spéter
5 mg/kg KGW Ketamin intrasmuskular verabreicht. Zusétzlich wurde den Schafen
ein peripherer Venenkatheter in die Ohrvene gelegt, Uber den im Bedarfsfall
Propofol (3-6 mg/kg KGW) appliziert werden konnte. Eine postoperative Analgesie
wurde einerseits Uber das bereits verabreichte Xylazin und andererseits durch die
einmalige intramuskulédre Gabe von Meloxicam erreicht. Die Tiere wurden
wahrend der gesamten Narkose Uberwacht und erst bei ausreichendem Gang-,

Stand-, und Orientierungsvermdgen wieder zu ihrer Gruppe verbracht.

2.5.2. Vorbereitung der Punktionsstelle

Zur Vorbereitung des Operationsfeldes wurden die leicht anasthesierten Tiere in
Brustlage gesetzt. Daraufhin wurden die Tiere mit einer Schermaschine der Firma
Eickemeyer aus Tuttlingen an beiden Halsseiten geschoren. AnschlieRend wurde
die fur die jeweilige Punktion vorgesehene Halsseite gereinigt und mit
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Braunoderm® (100 g Lésung enthalten: 2-Propanol 50,0 g, Povidon-lod mit 10 %
verfiugbarem lod 1,0 g; B. Braun AG, Melsungen) desinfiziert. Die fir die Punktion,
die Schleusenlegung und die Stopfenapplikation bendétigten Materialien wurden auf
einem steril abgedeckten Beistelltisch ausgelegt. Die Punktion selbst erfolgte unter

sterilen Kautelen.

2.5.3.  Ablauf der Punktion und Setzen des Stopfens

Der Kopf des zu punktierenden, sedierten Schafes wurde wahrend der Dauer des
Eingriffs von einer auf einem Stuhl sitzenden Person zu der zur Punktion
kontralateral liegenden Seite nach oben uberstreckt. Eine andere Person suchte
unter sterilen Bedingungen palpatorisch die sich meist pulsierend darstellende A.
carotis communis auf. Daraufhin wurde die Arterie von derselben Person mittels
einer Hohlnadel in einem relativ kleinen Winkel von lateral craniocaudal punktiert.
Anschlielend wurde von einer weiteren Person unter Gebrauch der
Seldingertechnik eine handelsubliche 8F-Zugangsschleuse von der Firma Terumo
(Radiofocus Introducer 1l Set) in das GefaRlumen vorgeschoben. Zur Kontrolle der
korrekten Platzierung der Zugangsschleuse wurde der sich an der Schleuse
befindende Dreiwegehahn geoffnet. Bei pulsierend austretendem hellem Blut
konnte von einer korrekten Platzierung der Schleuse in der A. carotis communis

ausgegangen werden.

Nachfolgend wurde das neu entwickelte arterielle Verschlusssystem mittels des
oben beschriebenen Clip-Mechanismus auf die schon im Gefal} liegende Schleuse
aufgesteckt, um bei Extraktion der Schleuse, wie unter 2.4 beschrieben, nur den
Verschlussstopfen mit dem Ziel der Abdichtung der Punktionsstelle in der

GefalRwand zuriickzulassen.

Bis zur vollstandigen Blutstillung wurde auf den am Stopfen befestigten
Sicherungsfaden ein leichter Zug aufrechterhalten. Daraufhin wurde der
Sicherungsfaden auf Hautniveau abgetrennt und die Punktionsstelle mit einem
antibiotischen Spriihverband benetzt. Vor jeder weiteren Stopfenapplikation an
einem der Versuchstiere wurde am jeweiligen Tag des Versuches die
Durchgéngigkeit der Gefalie mittels Doppler-Sonographie (Vivid i, GE Healthcare
GmbH, Solingen), sowohl proximal als auch distal des zuletzt eingesetzten
Verschlussstopfens Gberpriift.
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2.5.4. Beobachtung und Dokumentation der Stopfenapplikationen

Auffalligkeiten und Komplikationen wéhrend der Punktionen, Schleusen- oder
Stopfenlegungen wurden neben dem Alter, dem Geschlecht und dem Gewicht der
Tiere, sowie der Ohrmarkennummern und auch dem verwendeten Stopfenmaterial

bei jedem Versuch in einem Formular protokolliert.

Die postprozedurale visuelle Uberwachung der Punktionsstelle sollte sowohl der
Erkennung von externen Blutungen, als auch dem Nachweis der Bildung von

Hamatomformationen dienen.

Zudem wurde die Zeit vom Aufsetzen des Applikationssets auf die
Zugangsschleuse bis zum vollstandigen dufReren Blutungsstillstand festgehalten.
Diese Zeitspanne wird in Anlehnung an die Literatur als Zeit bis zur Hdmostase
bezeichnet (Silber et al., 1999).

Von einer technisch erfolgreichen Stopfenapplikation wurde in dieser Arbeit
gesprochen, wenn bei liegender Zugangsschleuse, in einer Zeit von unter 5 Min.,
das Applikationsset auf die Schleuse aufgesetzt, der Stopfen in das Geféal3lumen
vorgeschoben wurde und danach die Schleuse samt Applikator, bei Zurlickbleiben
des Stopfens in der Gefalwand, wieder entfernt worden war. Und wenn zudem nach

5 Min. keine &ulerlichen Blutungen mehr sichtbar waren.

2.5.5. Euthanasie der Versuchstiere und Carotidenexplantation

Die Schafe wurden drei Tage nach dem letzten Setzen eines Stopfens (an Tag 27)
euthanasiert. Dazu wurde den zuvor sedierten (vgl. 2.5.1) Tieren nach vorheriger
intravendser Gabe von 100 1U/kg KGW Heparin eine Uberdosis Pentobarbital (100
mg/kg KGW) intravends verabreicht. Wéhrend der Explantation wurden die
Carotiden sowie die Punktionsstelle hinsichtlich auffélliger Verdnderungen

makroskopisch untersucht.

2.6. Histologie

Die explantierten Carotiden wurden nach ihrer Entnahme an deren caudalen Enden
mit einem Faden markiert und nach einer Spilung mit NaCl in ein 50 ml Falcon-
Probenrohrchen der Firma Becton, Dickinson und Company mit 4 %

Formalinldsung gegeben.
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2.6.1. Herstellung von Trenn-Dunnschliffpraparaten

Die Proben fiir die Dunnschliffpraparate wurden 48 h in 4 % Formalinlosung fixiert
und zur Entwasserung je 2 h in aufsteigender Alkoholreihe (50 %, 60 %, 70 %,
80 %, 90 % und 100 %) im offenen Probenréhrchen in einen Exsikkator gestellt.
AnschlieBend wurden die Proben 24 h abgedunkelt bei 4° Celisus zur Einleitung
der Infiltration mit Technovit 7200 VLC in ein Gemisch aus 50 % Alkohol und
50 % Technovit 7200 VLC gegeben. Nachfolgend wurden die Proben, ebenfalls fir
24 h, abgedunkelt bei 4° Celsius in reines Technovit 7200 VLC gelegt. Dann wurde
das Probenmaterial in einem daflir vorgesehenen Einbettungsbehaltnis mittels eines
Fixationsklebers (Technovit 7230 VLC) befestigt und mit Technovit 7200 VLC
ausgegossen. Daraufhin wurde das Einbettungsbehéltnis zur vollstandigen
Aushértung der Proben je 10 h unter blaues und weiRes Licht in ein
Lichtpolymerisationsgerat gestellt. Die ausgehérteten Kunststoffblocke wurden
dann mit einer Diamantbandsdge (300 CP Firma Exakt, Norderstedt) unter
Wasserklhlung solange zurechtgeschnitten, bis die zu untersuchenden
Gewebsschichten hervortraten. Auf der zu untersuchenden Seite des
Technovitblocks wurde dann mit Technovit 7210 VLC, einem Einkomponenten-
Préazisionskleber, ein Acrylglasobjektrager befestigt, wodurch mit Hilfe der
Diamantbandsége (300 CP Firma Exakt Norderstedt) Schnitte mit einer Dicke von
circa 400 pm hergestellt werden konnten. Im ndchsten Arbeitsschritt wurden die
Schnitte mit einem Tellerschleifgerat (400 Cs Firma Exakt, Norderstedt), zunachst
mit Nassschleifpapier (Kdérnung: 800; 1200) planparallel geschliffen und
anschlieBend mit 4000er Polierpapier poliert. Nach Betrachtung der Nativschnitte,
die unter dem Mikroskop zu diesem Zeitpunkt eine Schnittdicke von circa 350 pm
aufwiesen, wurden diese unter selbigem mit einem Kameraaufsatz fotografiert und

digitalisiert.

2.6.2. Herstellung von Paraffinschnitten

Die Proben flr die Paraffinschnitte wurden 24 h in 4 % Formalinldsung fixiert und
dann in 70 % Alkohollésung zum Einbetten in das pathologische Institut der
Universitat Tubingen verbracht. Die Entwasserung und die Einbettung in Paraffin
erfolgten dort maschinell. Die Paraffinblocke wurden in einer Schnittdicke von 2
pum geschnitten und anschliefend auf einen mit Poly-L-Lysin beschichteten

Objekttrager aufgezogen.
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2.6.3. Histologische Farbungen

2.6.3.1. Hamalaun-Eosin-(HE-)Farbung

Die HE-Farbung ist die am héaufigsten angewendete und bekannteste Farbung der
Histologie. Sie stellt eine Ubersichtsfarbung dar und dient der Unterscheidung von
Zellkernen und Cytoplasma. Der basische Kernfarbstoff Hamalaun sorgt fir eine
Blaufarbung der Zellkerne, wohingegen das saure Eosin fiir eine Rotfarbung des

Cytoplasmas sorgt.

Von den Schnitten der Kunststoff- und Paraffinblécke wurden HE-Férbungen
angefertigt. Zundchst wurden die Praparate dazu in Xylol (5 Min.) entparaffiniert.
Darauf folgte zur Rehydrierung der Praparate eine absteigende Alkoholreihe in
Ethanol (100 %, 90 %, 70 %, 50 % fir jeweils 5 Min.). Nach einer Spulung der
Proben in destilliertem Wasser wurden die Objekttrager zur Kernfarbung der
Préparate in eine Hdmatoxylin-L6sung nach Mayer (9 Min.) gegeben. Nach einem
flinfzehnminltigen Wasserbad zur Stabilisierung der blauen Farbe wurden die
Proben zur Anfarbung des Cytoplasmas in Eosin (2 Min.) gegeben. Darauf folgte
eine kurze aufsteigende Alkoholreine (90 %, 100 %) zur Dehydrierung der
Préparate. Nach einem anschlieBenden Xylolbad (5 Min.) zur Entfernung des

Alkohols wurden die Praparate mit Euckit® und einem Deckglaschen eingedeckt.

2.6.3.2. Masson-Trichrom-Farbung

Bei der Masson-Trichrom-Féarbung kommen drei Farbstoffe zur Anwendung. Diese
Farbung dient vor allem dem besseren Erkennen von Kollagenfasern, welche sich
am Ende der Farbeprozedur blau darstellen. Das Cytoplasma stellt sich in dieser
Farbung rot und die Kerne stellen sich blau-schwarz/grau-violett dar (Aescht et al.,
2010).

Von jedem Paraffinblock wurden zusatzlich Masson-Trichrom geféarbte Schnitte
angefertigt. Zunachst wurden die Schnitte 5 Min. in Xylol entparaffiniert und in
einer absteigenden Alkoholreihe mit Ethanol (100 %, 90 %, 70 %, 50 % fir jeweils
5 Min.) und einem 5-minutigen Bad in destiliertem Wasser rehydriert.
AnschlieBend wurden die Proben fiir 5 Min. in eine Celestinblaulésung gegeben
und im Anschluss mit Aqua dest. gespuilt. Daraufhin wurden die Proben 5 Min. lang
in einer Hdmatoxylin-LAsung nach Mayer gefarbt und danach unter Leitungswasser
10 Min. geblaut (Auswaschen des tiberschiissigen Hamatoxylins). Dann wurden die

Schnitte 5 Min. in Saurefuchsinlésung gebadet und danach wiederum mit Aqua
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dest. gespult. Im ndchsten Schritt wurden die Objekttrager fur 5 Min. in 1 %
Phosphormolybdénsaure gegeben. Nach dem Abtropfen der Objekttrager folgte
eine ebenfalls 5 Min. dauernde Féarbung in Methylblau-Ldsung. Im letzten Schritt
der Férbeprozedur wurden die Proben nach erneuter Spilung mit destiliertem

Wasser 2 Min. in 1 % Essigsaure gebadet.

2.6.4. Histomorphologische/Histopathologische Beurteilung

Die Beurteilung der histologischen Paraffin- und Dunnschliffpraparate wurde
qualitativ-deskriptiv durchgefihrt. Dabei wurden die 0 bis 30 Tage alten Préparate
unter besonderer Berlcksichtigung der  GeféaBmorphologie, entzlndlicher
Infiltrate, Hamorrhagien, der Lage der Implantate, der Ausbildung von Thromben,
dem Einwachsverhalten der  Verschlussstopfen in die Gefalwand
(Neointimabildung/Reendothelialisierung), des Degradationsverhaltens des
Stopfenmaterials und hinsichtlich der Wundheilung ausgewertet. Die histologische
Befundung wurde mittels eines Durchlichtmikroskops (Optiphot — 2, Nikon, Tokio;
Photomakroskop M400, Wild, Heerbrugg) unter 4- bis 40-facher VergroRerung
vorgenommen. AnschlieBend erfolgte mit der Uber einen Aufsatz mit dem
Mikroskop verbundenen Fotokamera (Dslr, Nikon, Tokio) und unter Verwendung
der Bildbearbeitungssoftware (EOS Utility, Canon, Tokio) die Digitalisierung der
histologischen Préaparate.
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V. ERGEBNISSE

1. In-vitro-Tests

1.1. Testung der Ruckstellkraft und des Spannverhaltens

Die Resultate der Testung (siehe Abbildung 14) beztiglich des Riickstellvermogens
und des Einzugverhaltens der Stopfen fiihrten zu einer Konzentration von
urspriinglich 10 Materialien auf dann nur noch sechs Materialien (MEUV 7, MEUV
11, MQ 3, MQ 3 violett, MQ 2 violett), die in noch ausstehenden Versuchen im
Hinblick auf weitere Parameter (siehe unten) getestet werden sollten. Bei der
Auswahl wurde neben einer guten Rickstellkraft auch auf einen mittleren bis

starken Kraftaufwand beim Einziehen des Stopfens in den Testapplikator geachtet.

Spannverhalten
A
wenig Zug -m
erforderlich
mittlerer zug MEUV 12 LCT
erforderlich violett GEZ012HG
starker Zug m
erforderiich W
Rickstellkraft

hefriedigende oute
Rickstellkraft Riickstellkralt

Abbildung 14: Ergebnisibersicht der Spann- und Rickstelltestungen

(Die grin markierten Materialien wurden flr weitere Testungen
bertcksichtigt.)
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1.2. Flussmodell

Vier der getesteten Verschlussstopfen (MQ 2 violett, MQ 3, MQ 3 violett, MEUV
12 violett) lieBen sich nach Entfernung der GefalRzugangsschleuse unter leichtem
Zug am Sicherungsfaden in der GeféalRwand sicher verankern, aber auch bei einem
mittleren Kraftaufwand nicht aus dieser herausziehen. Das Stopfenmaterial MEUV
2 wies bis auf den etwas leichteren Einzug in die Gefdlwand die gleichen
Eigenschaften wie die anderen Materialien auf. Nur der Verschlussstopfen aus dem
Material MEUV 12 liel3 sich bereits unter relativ geringem Kraftaufwand aus dem
GefaR herausziehen (siehe Tabelle 11).

Tabelle 11: Zusammenstellung der Ergebnisse des Flussmodell-Versuchs.

Getestetes Verhalten und | Bild des Stopfens im GefaR nach

Stopfenmaterial Lage im Gefal Entnahme aus dem Flussmodell

Lasst sich nach
leichtem Zug in die
Gefallwand ziehen.
MQ 2 violett Ein Herausziehen
des Stopfens aus
der GefalRwand
unter  mittlerem
Zug st nicht
moglich.

Siehe oben.

MQ 3

Siehe oben.

MQ 3 violett
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MEUYV 12 violett

Siehe oben.

Lasst sich etwas

leichter als die

MEUV 2 anderen Stopfen in
die Gefallwand
ziehen.

Sonst siehe oben.

MEUV 12 Lasst sich nach

leichtem Zug in die
Gefallwand ziehen.
Der Stopfen l&sst
sich durch méRigen
Zug aus  der
Gefallwand

herausziehen.
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1.3. Hamokompatibilitatstest

1.3.1. Erythrozyten

Die Erythrozytenanzahl betrug vor dem Kontakt mit dem Stopfenmaterial im Mittel
(arithmetisches Mittel vom Blut der 3 Spender vor der Inkubation) 4,23 + 0,43 x10°
/ul (Baseline-Wert) (siehe Abbildung 15). In der Kontrollgruppe (Blut ohne
Verschlussstopfen) wurde nach 90 Min. eine mittlere Anzahl an Erythrozyten von
4,10 + 0,24 x10%pul ermittelt. MEUV 11 wies mit 4,20 + 0,34 x10%/ul eine
geringfugig hohere Anzahl an Erythrozyten als die Kontrollgruppe auf. Alle
anderen Proben nahmen Werte knapp unterhalb des Kontrollwertes an. Es konnten
jedoch keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den getesteten

Materialien und der Kontrollgruppe (90 Min.) festgestellt werden.
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Abbildung 15: Mittelwerte der Erythrozytenzahl + SD (n=3) [108/ul] nach 90-
minutiger Inkubation unterschiedlicher Materialien auf einer Rocking
Platform in humanem Vollblut.
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1.3.2. Leukozyten

Der Baseline-Wert der Leukozytenanzahl betrug 4,60 + 0,17 x10%/ul (siehe
Abbildung 16). Bei den Proben mit den Stopfenmaterialien MEUV 7, MQ 3 und
MQ 2 violett bestand nach 90-minttiger Inkubation mit einem Wert von 4,00 +
0,578 x103/ul keine Veranderung zur Kontrollgruppe. Die Proben MEUV 11, MQ
2 und MQ 3 violett wiesen eine geringfiigig niedrigere Leukozytenanzahl als in der
Kontrollgruppe auf. Zwischen den Proben mit den Stopfenmaterialien und der
Kontrollgruppe konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden.
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Abbildung 16: Mittelwerte der Leukozytenzahl + SD (n=3) [10%/ul] nach 90-
mindtiger Inkubation unterschiedlicher Materialien auf einer Rocking
Platform in humanem Vollblut.
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1.3.3.  Thrombozyten

Der Mittelwert der im Zellcounter ermittelten Thrombozytenanzahl lag bei allen
Blutproben unter dem Baseline-Wert von 203,67 + 40,28 x103/ul (siehe Abbildung
17). Auch die Kontrollgruppe hatte nach 90 Minuten mit einem Wert von 165,00 +
38,20 x103/ul ein geringeres Niveau als der Baseline-Wert. Die Proben MEUV 11
und MQ 2 blieben mit einer Thrombozytenzahl von 156,00 + 8,00 x103/ul und
151,33 + 21,73 x10%/ul unter dem Wert der Kontrollgruppe (nach 90 Min.). Die
ubrigen Proben blieben nach 90-mindtiger Inkubation mit dem Stopfenmaterial
knapp Uber dem Kontrollwert (nach 90 Min.). In keinem der Probenrdhrchen
konnten aber im Vergleich mit der Kontrollgruppe statistisch signifikante

Unterschiede in Bezug auf die Thrombozytenzahl ermittelt werden.
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Abbildung 17: Mittelwerte der Thrombozytenzahl + SD (n=3) [10%/ul] nach
90-minutiger Inkubation unterschiedlicher Materialien auf einer Rocking
Platform in humanem Vollblut.
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1.3.4. B-Thromboglobulin (B-TG)

Die B-TG-Konzentration betrug bei der Kontrollgruppe nach 90 Min. Inkubation
856,88 £ 436,50 IU/ml (siehe Abbildung 18). Der Baseline-Wert lag bei 43,23 *
13,532 1U/ml. Den niedrigsten Wert nach 90 Min. erzielte die Probe mit dem
Stopfenmaterial MQ 2 violett mit 626,91 + 221,92 IU/ml. Der héchste Wert mit
1091,20 + 876,51 IU/ml wurde im Blut der Probe MQ 2 gemessen. Trotz sichtbarer
Unterschiede zwischen einigen Materialien und der Kontrollgruppe konnten keine
statistisch signifikanten Differenzen festgestellt werden.
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Abbildung 18: Mittelwerte der pB-TG-Konzentrationen £ SD (n=3) [IU/ml]
nach 90-mindtiger Inkubation unterschiedlicher Materialien auf einer
Rocking Platform in humanem Vollblut.
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1.3.5.  Thrombin-Anti-Thrombin-Komplex (TAT)

Die TAT-Konzentration, die einen Marker fir die Aktivierung der plasmatischen
Gerinnung darstellt, hatte bei den drei Spendern vor dem Kontakt mit dem
Stopfenmaterial einen mittleren Baseline-Wert von 3,82 + 1,47 ug/l (siehe
Abbildung 19). Die Kontrollgruppe zeigte nach 90 Min. in der Rocking Platform
einen mittleren Wert von 142,74 + 153,73 pg/l. Die Probe MQ 3 wies mit 96,26 +
98,93 g/l von allen mit Stopfenmaterial versehenen Proben die niedrigste mittlere
TAT-Konzentration nach 90 Min. auf. Wohingegen die Probe MQ 3 violett mit
162,85 + 174,05 pg/l die hochste mittlere TAT-Konzentration aufwies. Statistisch
konnten keine Unterschiede zwischen den Materialproben und der Kontrollgruppe

ausfindig gemacht werden.
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Abbildung 19: Mittelwerte der TAT-Konzentrationen + SD (n=3) [ug/l.] nach
90-minutiger Inkubation unterschiedlicher Materialien auf einer Rocking
Platform in humanem Vollblut.
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1.3.6. SC5b-9 (Terminaler Komplementkomplex (TCC)

Die SC5b-9 Konzentration, ein Indikator fiir das MaR der Aktivierung des
Komplementsystems im Probenblut, hatte einen mittleren Baseline-Wert von
100,36 + 21,51 ng/ml (siehe Abbildung 20). Nach 90 Min. auf dem
Horizontalschuttler (Rocking Platform) wies die Kontrollgruppe eine
Konzentration von 532,29 + 191,68 ng/ml auf. Die Konzentrationen aller mit
Stopfenmaterial versehener Proben lag nach 90 Min. iber dem Kontrollwert, wobei
die Probe MEUV 7 mit 666,00 = 119,97 ng/ml die geringste Konzentration
gegenuber der Kontrollgruppe aufwies und MEUV 11 mit 770,41 + 242,78 ng/ml
die hochste Konzentration. Signifikante Differenzen zwischen den Proben mit dem

Verschlussstopfenmaterial und der Kontrollgruppe bestanden nicht.
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Abbildung 20: Mittelwerte der SC5b-9-Konzentrationen £ SD (n=3) [ng/ml]
nach 90-mindtiger Inkubation unterschiedlicher Materialien auf einer
Rocking Platform in humanem Vollblut.
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1.3.7. PMN-Elastase

Bei der PMN-Elastase handelt es sich um eine in den azurophilen Granula der PMN
(polymorphkernigen Granulozyten) lokalisierte Proteinase. Diese und andere
Proteinasen werden von den neutrophilen Granulozyten zur Verdauung von
untergegangenem Gewebe und korperfremdem Material verwendet. Die PMN-
Elastase-Konzentration kann als Indikator fir die Aktivierung der Granulozyten
verwendet werden. Die PMN-Konzentration aller Proben (inklusive
Kontrollgruppe) war nach 90-mindtiger Inkubation im Vergleich zum Baseline-
Wert deutlich erhoht. Der mittlere Baseline-Wert betrug 58,75 + 13,57 ug/l (siehe
Abbildung 21). Die Kontrollgruppe (nach 90 Min.) wies einen Wert von 432,47 +
186,64 ug/l auf. Am weitesten tber dem Wert der Kontrollgruppe lag mit 585 +
217,91 pg/l die Konzentration der Probe MEUV 7. Die niedrigste Konzentration an
PMN-Elastase hatte die Probe MQ 3 mit einem Wert von 371,83 + 132,80 ug/l.

Auch hier konnten keine signifikanten Unterschiede zur Kontrollgruppe errechnet

werden.
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Abbildung 21: Mittelwerte der PMN-Elastase-Konzentrationen £ SD (n=3)
[Hg/l] nach 90-minutiger Inkubation unterschiedlicher Materialien auf einer
Rocking Platform in humanem Vollblut.
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1.3.8. Rasterelektronenmikroskopisches Bildmaterial

Die Betrachtung und Auswertung des rasterelektronenmikroskopischen
Bildmaterials visualisierte eine meist lokale, aber zum Teil auch diffuse Adhé&sion
von Thrombozyten, Erythrozyten, Fibrinfaden und auch Leukozyten auf der
Oberflache der zuvor in Humanblut inkubierten Verschlussstopfen (siehe Tabellen
12-14 sowie Abbildungen 22-24) . Die Adhasionen der Blutzellen waren jedoch
vom jeweiligen Stopfenmaterial unabh&ngig und sind somit auf den jeweiligen
Blutspender zuruckzufthren.

Tabelle _12: Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Verschlussstopfen

nach 90-minudtiger Inkubation mit Spenderblut (Ansicht von ventral; 40x
VergroRRerung).

Material Spender 1 Spender 2 Spender 3

MEUV 7

MEUV 11

MQ 3

MQ 2

MQ 3
violett

MQ 2
violett
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Tabelle 13: REM-Aufnahmen der Verschlussstopfen nach Inkubation (90

Min.) mit Spenderblut (Ansicht von dorsal; 40x Vergrof3erung).

Material

Spender 1

MEUV 7

Kein Bild

Spender 2

MEUV 11

Kein Bild

MQ 3

MQ 2

MQ

violett

MQ

violett

Spender 3
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Tabelle _14: REM-Aufnahmen der nicht mit Spenderblut inkubierten

Negativkontrollen (Ansicht von ventral; 40x Vergroéf3erung).

Material

Negativkontrolle

MEUV 7

MEUV 11

Kein Bild

MQ 3

MQ 2

MQ 3 violett

MQ 2 violett
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Abbildung 22: Punktuelle Besiedlung der Stopfenoberflache (MQ 2 violett,
inkubiert mit Blut von Spender 1) mit Erythrozyten (500x Vergroéf3erung).

Abbildung 23: Erythrozyten und Fibrinfaden auf MEUYV 11-Stopfen (Spender

1) (2000x Vergrolierung).
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Abbildung 24: Erythrozyten und Fibrinfaden auf MEUV 11-Stopfen (Spender
1) (5000x Vergroferung).

1.4, Stopfendesign (Fltgelanzahl)

Alle Stopfen verschlossen erwartungsgeman die zuvor mit der Punktionsnadel und
der Schleuse gesetzte Lasion in der GefaBwand (siehe Abbildung 25). Sdmtliche
Verschlussstopfen lagen nach der Implantation mit ihren Fligeln der GefaRwand
an und waren auch durch leichte bis mittlere Zugkrafte am Faden nicht aus der
Acrterie herauszuziehen. Wéahrend der Explantation des Geféalles wurde jedoch der
Sicherungsfaden eines 4-fliigeligen Stopfens durch einen versehentlichen
Scherenschlag durchtrennt. Daraufhin kam es zu einer Dislokation des Stopfens in
das GefalRlumen. Zudem kam es bei einem der 6-fliigeligen Verschlussstopfen zum

Abbruch eines Fligels.

Abbildung 25: Lage von Verschlussstopfen mit unterschiedlicher

Flugelanzahl.
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1.5. Dichtigkeitstest/Designstudie
Ergebnisse der ersten Testung:

In der Bewertung des ersten Dichtigkeitstests (siehe Tabellen 15 und 16) konnten
lediglich zwei der drei Stopfen miteinander verglichen werden (Abbildungen 26
und 27), da nur der 77°-Verschlussstopfen sowie der 85°-Verschlussstopfen eine
ahnliche (vergleichbare) Position im GefaR aufwiesen. Der 90°-Stopfen wurde

nicht korrekt implantiert und konnte deshalb nicht berlcksichtigt werden.

Abbildung 26: Blutaustritt beim Dichtigkeitstest mit unterschiedlichen
Winkelungen der Stopfenbasis (Ansicht von oben).

Tabelle 15: Ergebnistabelle des ersten Dichtigkeitstest.

Winkelung Grad der Blutung | Bewertung Dichtigkeit
Stopfen
77° starke Blutung (im | mangelhaft
Strahl)
85° Sickerblutung gut

Abbildung 27: Lage der Stopfen nach dem ersten Dichtigkeitstest (Ansicht der
Gefallinnenseite).
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Tabelle 16: Ergebnisse der Lagebewertung nach dem ersten Dichtigkeitstest.

Winkelung Stopfen Lage des Verschlussstopfens nach Eroffnung
des Gefales

77° ein Fligel im Stichkanal

85° ein Flugel im Stichkanal

Da das Ergebnis aufgrund der sehr gering gewdhlten Fallzahl (n = 1) pro
Stopfenmaterial nur sehr bedingt aussagekraftig ist, konnten aus diesem

Materialpriifungsversuch nur erste Hinweise gewonnen werden.

Ergebnisse der 2. Testung:

Bei einem zweiten mit einer erhdhten Fallzahl (n = 2) pro Stopfenmaterial
durchgefiihrten Test kam es bei allen implantierten Stopfen zu einer leichten
Blutung (siehe Abbildung 28). Daher wurden alle sechs untersuchten

Verschlussstopfen in der Kategorie Dichtigkeit mit ,,befriedigend” beurteilt.

Abbildung 28: Blutaustritt beim zweiten Dichtigkeitstest.

Nach der Eroffnung des Gefales konnte lediglich bei einem der 85° Stopfen alle
Flugel im Lumen vorgefunden werden. Bei allen anderen Verschlussstopfen befand

sich jeweils einer der Fliigel in der GefalRwand (siehe Abbildung 29).
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Abbildung 29: Lage der Stopfen nach dem zweiten Dichtigkeitstest

(Ansicht der GefaRinnenseite).

2. In-vivo-Tests

2.1. Versuchsbeobachtungen

Insgesamt wurden bei sechs Schafen 29 Versuche unternommen jeweils eine derer
beiden Carotiden zu punktieren, dann (ber Seldinger-Technik eine
Zugangsschleuse zu legen und letztlich einen die Punktionsstelle verschlieenden

Verschlussstopfen in der Gefallwand zurtickzulassen (siehe Tabellen 17-22).

In drei der 29 Falle war eine Schleusenlegung nicht moglich, da die
Zugangsschleuse aufgrund eines zu groBen Gewebewiderstands nicht
vorgeschoben werden konnte. Bei einem weiteren Schaf konnte zwar die
GeféaRzugangsschleuse gelegt werden, jedoch wurde durch einen zu starken Zug am
Sicherungsfaden der mit diesem verbundene Verschlussstopfen wieder aus dem

Gefal herausgezogen.

25 der 29 Stopfenapplikationen waren technisch erfolgreich (Definition siehe
Material und Methodenteil). Wobei wiederum bei vier der 25 erfolgreichen
Stopfenapplikationen jeweils nicht die geplante Punktionsseite mit einer Schleuse
besttickt werden konnte, da entweder die Punktion (3x) selbst oder das VVorschieben

der Schleuse (1x) nicht moglich war.

Bei 21 der 25 technisch erfolgreichen Stopfenapplikationen gelang es, bei bereits
liegender GeféaRzugangsschleuse in einem Zeitraum unter 90 s sowohl die
Applikationsvorrichtung auf die Schleuse aufzustecken, diese in das GefaR
vorzuschieben, daraufhin die Schleuse samt Applikator wieder aus dem Geféal3

herauszuziehen und dabei die Punktionsstelle mit dem Verschlussstopfen zu
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verschliel3en, sodass ein kompletter Stopp der &ulerlich sichtbaren Blutung erreicht

war. Nur bei drei Applikationen betrug die Zeit bis zur Hamostase zwischen 90-

180 s und lediglich in einem der 25 Félle dauerte es langer als 180 s, bis ein

aulerlich sichtbarer Blutungsstopp erreicht war.

Von den 25 technisch erfolgreichen Applikationen wurden nach der Explantation

der Gefélle 16 Stopfen (64 %), die in der GefalRwand verankert waren, aufgefunden.

flinf Stopfen (20 %) lagen im umliegenden Gewebe und weitere vier Stopfen (16 %)

wurden weder im Gewebe noch in der Gefalwand aufgefunden.

Tabelle 17: Beobachtungen Versuchstier Nr. 1 (Schaf 1).

Versuchstag Punktionsseite | Zeit vom Aufsetzen des | Komplikationen
Applikationssets auf  die
Zugangsschleuse  bis  zum
vollstandigen auleren
Blutungsstillstand
<90s Zwischen | >90s
90-180s

Tag 0 rechts X keine

Tag 8 links X keine

Tag 16 rechts Beim Ziehen der Schleuse und Entfalten des
Stopfens versehentliches Herausziehen des
Verschlussstopfens aus der A.

Der Stopfen ist nur in der Unterhaut platziert
und nicht im GefaR.

Tag 21 links/rechts Punktion gelingt sowohl links als auch rechts,
jedoch ist es nicht méglich, die Schleuse
vorzuschieben. (eventuell auf Narbengewebe
zurlickzufiihren).

Tag 24 links X keine

Tag 28 links X rechte A. carotis wurde getroffen, der
Seldinger-Draht konnte aber nicht
vorgeschoben werden.
dann Wechsel auf linke Seite, dort dann
Schleusenlegung komplikationslos.

Tag 32 links X rechts war eine Punktion nicht méglich, aber
auf der linken Seite komplikationslos.

Tag 36 rechts X keine

Tag 38 Explantation
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Tabelle 18:

Beobachtungen Versuchstier Nr. 2 (Schaf 2).

Versuchstag | Punktionsseite | Zeit vom  Aufsetzen des | Komplikationen

Applikationssets auf die

Zugangsschleuse  bis  zum

vollstandigen aulReren

Blutungsstillstand

<90s Zwischen >90s

90 -180

Tag 0 links X rechts gelingt die Punktion nicht
Tag 6 rechts X mehrere Punktionen notwendig
Tag 12 links X keine
Tag 13 Exitus/ Explantation

Tabelle 19:

Beobachtungen Versuchstier Nr. 3 (Schaf 3).

Versuchstag | Punktionsseite | Zeit vom  Aufsetzen des | Komplikationen
Applikationssets auf die
Zugangsschleuse  bis  zum
vollstandigen aulReren
Blutungsstillstand
<90s Zwischen >90s
90-180s
Tag 0 links X keine
Tag 7 rechts X wenig Blutfluss aus der Schleuse (nicht sicher
ob im GefaR)
Tag 14 links X keine
Tag 21 rechts/links Punktion war sowohl links als auch rechts
moglich, jedoch nicht das Vorschieben der
Schleuse
Tag 28 rechts X keine
Tabelle 20: Beobachtungen Versuchstier Nr. 4 (Schaf 4).
Versuchstag | Punktionsseite | Zeit vom  Aufsetzen des | Komplikationen
Applikationssets auf die
Zugangsschleuse  bis  zum
vollstandigen auleren
Blutungsstillstand
<90s | Zwischen >90
90-180s
Tag 0 links X keine
Tag 7 rechts X keine
Tag 14 links/rechts Schleuse nicht vorschiebbar.
Tag 21 links X keine
Tag 28 rechts X keine
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Tabelle 21: Beobachtungen Versuchstier Nr. 5 (Schaf 5).

Versuchstag | Punktionsseite | Zeit vom  Aufsetzen des | Komplikationen

Applikationssets auf die
Zugangsschleuse  bis  zum
vollstandigen auleren

Blutungsstillstand

<90s Zwischen >90s
90-180s
Tag 0 links X keine
Tag 7 rechts X keine
Tag 14 rechts X keine
Tag 21 links X keine

Tabelle 22: Beobachtungen Versuchstier Nr. 6 (Schaf 6).

Versuchstag | Punktionsseite | Zeit vom  Aufsetzen des | Komplikationen

Applikationssets auf die

Zugangsschleuse  bis  zum

vollstandigen auleren

Blutungsstillstand

<90s | Zwischen >90s

90-180s
Tag 0 rechts X links gelingt die Punktion nicht
Tag 7 links X keine
Tag 14 rechts X relativ starke Blutung
Tag 21 links X keine
2.2. Zustand der Tiere wahrend und nach der Stopfenlegung

Bei einem der Tiere kam es zu einer narkosebedingten Aufgasung des Pansens,
dieser wurde mit dem Legen einer oro-ruminalen Sonde gegengesteuert. Bei einer
anderen Punktion kam es beim selben Tier noch vor dem Legen der
Zugangsschleuse zu einem Herzstillstand. Nach erfolgter Renanimation und der
Gabe von Adrenalin setzten der Herzschlag und die Atmung jedoch nach kurzer
Zeit wieder ein und das Tier Uiberlebte ohne einen Schaden davonzutragen. Schaf 2
verendete einen Tag nach der an ihm durchgefiihrten 3. Punktion. Das Tier wies
nachmittags einen stark aufgegasten Pansen auf, wurde (leider erfolglos) behandelt
und ist dann vermutlich (keine Sektion durchgefiihrt) an den Folgen der

Pansentympanie verstorben. Die am vorherigen Tag durchgefuhrte Punktion war
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vollig komplikationslos verlaufen. Bei allen anderen Stopfenlegungen zeigten die
Tiere ihren klinischen Allgemeinzustand betreffend keine Auffalligkeiten. Auch
jeweils am Tag nach der Punktion waren die durchgefihrten Kklinischen
Untersuchungen unaufféllig. Lediglich waren bei zwei Tieren nach jeweils einer
Punktion, palpatorisch kleinere Verdickungen (< 2 cm) im Halsbereich feststellbar,
die wohl auf Blutungen, verursacht durch Fehlpunktionen, zurtickzufuhren sind.
Der Gewichtsverlauf der Versuchstiere unterlag wéhrend des Versuchszeitraums
nur kleineren Schwankungen. Zudem konnte bei allen Tieren mittels der Doppler-
Sonographie vor der jeweiligen Stopfenapplikation die Durchgangigkeit der A.

carotis festgestellt werden.

2.3. Makroskopische Beurteilung der Carotiden

Bei der makroskopischen Betrachtung der noch in situ befindlichen Arterien
wurden keine signifikanten Komplikationen, wie groRere &ufRerlich sichtbare
H&matome in der Umgebung der Punktionsstelle oder Gefalilazerationen
beobachtet. Lediglich im Gewebe um die null und zwei Tage alten Stopfen herum
waren kleinere frische Blutungen zu erkennen, die wohl auf die Punktion bzw. die

Punktionsversuche fur die Schleusenlegung zurlickzuftihren waren.

2.4. Histomorphologische Beurteilung

Es wurden alle GefaRabschnitte (n = 16) in denen ein Verschlussstopfen in der
Gefadllwand zum Liegen gekommenen war histomorphologisch beurteilt. Zudem
wurden exemplarisch zwei der funf im umliegenden Gewebe vorgefundenen
Stopfen einer Beurteilung unterzogen. Unabhangig vom jeweiligen Versuchstier
konnte somit eine kontinuierliche Beurteilung der Verschlussstopfen in einem
Zeitraum von 0 bis 30 Tagen (im Tier) auf histologischer Ebene durchgefiihrt
werden (siehe Tabelle 23).
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Tabelle 23: Ubersichtstabelle tiber verfiigbares histologisches Material.

Tage im Tier Anzahl der Stopfen pro Tag
30 Tage 2X

23 Tage 2x + 1 Gewebe
16 Tage 1x

14 Tage 2x

13Tage Ix

10 Tage 1x

9 Tage 2x + 1 Gewebe
7 Tage 2x

3 Tage 1x

2 Tage 1

0 Tage 1x

24.1. 0Tageim Tier

Abbildung 30: 0 Tage alter Stopfen (Schaf Nr. 2) (a) Nativ-
Dunnschliffpraparat (b) & (c) HE-Dunnschliffpraparat.

Im vorliegenden HE-Kunststoffpréparat (siehe Abbildung 30) konnte eine frische
Blutung festgestellt werden. Ob tatséchlich eine zellulare Entziindungsreaktion als
Reaktion auf die Prozedur im Gewebe vorliegt, konnte am vorliegenden Material
nicht definitiv beurteilt werden. Die im Préparat vorgefundenen neutrophilen
Granulozyten wurden als Erythrozyten assoziiert bewertet, die im Rahmen der

Blutung, verursacht durch die Punktion, angeschwemmt wurden.
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2.4.2. 2 Tage im Tier

Abbildung 31: 2 Tage alter Stopfen (Schaf Nr. 3) HE-Paraffinpraparat.
In diesem Paraffinschnitt (siehe Abbildung 31) stellte sich eine ausgepragte

perivasale Blutung mit Zeichen einer beginnenden Organisation dar. Im Bereich
des Granulationsgewebes wurde ein gering- bis mittelgradiger Gehalt an teilweise
zerfallenden neutrophilen Granulozyten festgestellt. Auf dem Fremdkdrper im
Lumen aufsitzend zeigten sich Anteile eines Thrombus mit bereits zerfallenden
neutrophilen Granulozyten (Kerntrimmern). Unterhalb des Kunststoffmaterials,
zur Gefalwand hin, war ebenfalls eine in Organisation stehende Blutung
festzustellen. Das Granulationsgewebe unterhalb des Polymerstopfens lie
teilweise einen granulomatosen Effekt vermuten, wobei sich jedoch Kkeine
Riesenzellen darstellten, sodass eine granulomatése Entzindung nicht sicher
festgestellt werden konnte. Die Tunica media der Gefallwand mit ihren vitalen
Myozyten wurde an der Stelle unterhalb des Polymerstopfens intakt vorgefunden,
wobei aber die Wand des Gefalies an dieser Stelle diffus neutrophil granulozytér
durchsetzt war. Im Randbereich des Stopfens war fokal ein kleines Ulcus des
Endothels sichtbar. Die dem Kunststoff gegentiberliegende GefaBwand wurde mit
allenfalls leicht reaktiv verdnderten Endothelzellen als unaufféllig bewertet.

Die entziindliche Reaktion und die GefalBwandveranderung mit einem wohl
frischen Thrombus und bereits zerfallenden neutrophilen Granulozyten sowie einer
beginnenden Granulationsgewebsbildung bei einer noch diffusen Infiltration mit

neutrophilen Granulozyten blieb somit auf den Eingriffsbereich beschrankt.
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Abbildung 32: 2 Tage alter Stopfen (Schaf Nr. 3) M.tr-Paraffinpraparat.

In dem Masson-Trichrom gefarbten Paraffinschnitt (siehe Abbildung 32) wurde im
Bereich der Blutung eine Aufspaltung der Gefélimedia, ahnlich wie bei einem
Aneurysma dissecans, festgestellt. Im Dissektionsspalt war eine Ansammlung von
alterem Blut vorzufinden. Der lumenseitige Anteil der Gefalwand zeigte sich
degenerativ verdndert und stellte sich auch in der Trichrom-Farbung nicht im
ublichen Rot, sondern eher blaulich (Hinweis auf Kollagen) angefarbt dar. Die
glatten Muskelzellen der Media in dem dissezierten luminalen Anteil der
Gefallwand wurden somit wohl zerstort oder haben sich umdifferenziert. Die
Membrana elastica interna schien in diesem luminalen Dissektionsanteil der Media
jedoch regelhaft subintimal weiterzulaufen. Somit war die dissektionsartige
Aufspaltung der Media im Bereich der Perforationsstelle wohl auf eine von dieser

ausgehenden Wihlblutung zurtickzufthren.

2.4.3. 3 Tageim Tier

Abbildung 33: 3 Tage alter Stopfen (Schaf Nr. 1) (a) Nativ-
Dunnschliffpraparat (b) HE-DUnnschliffpraparat.

In diesem Kunststoffpraparat (siehe Abbildung 33) zeigte sich abermals eine
ausgedehnte perivasale Blutung, die sich jedoch nicht bis in den Bereich der Media
erstreckte. An der Gefalwand war die scharf perforierte Durchtrittsstelle des
Verschlussstopfens zu erkennen. Soweit eine Beurteilung aufgrund der
Schnittdicke des Kunststoffpraparates moglich war, zeigten sich bei diesem
Préparat keine besonderen Auffalligkeiten (z. B. Dissektion) an der Gefalwand.
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Der Verschlussstopfen scheint jedoch zu weit intraluminal zu liegen.

24.4. 7 Tage im Tier

Abbildung 34: 7 Tage alter Stopfen (Schaf Nr. 1) (a) Nativpraparat (b) HE-
Dunnschliffpraparat.

In diesem sieben Tage alten Praparat (siehe Abbildung 34) wurde insbesondere
perivasal im Randbereich des Polymerstopfens eine ausgepragte granulierende,
bereits fortgeschrittene fibrosierende Entziindung vorgefunden. In der GefaRwand
im Bereich des Stopfens konnte eine Granulationsgewebsbildung beobachtet
werden. Die ubrigen Gefdwandanteile machten jedoch einen vollstandig

unauffélligen Eindruck.

Abbildung 35: 7 Tage alter Stopfen (Schaf Nr. 2) (a) Nativpraparat (b) HE-
Dunnschliffpraparat.

Aufgrund der Dicke des vorliegenden Kunststoffpraparates (siehe Abbildung 35)
war eine definitive Beurteilung dieses Schnittes nicht mdglich. Im Randbereich des
Stopfens zeigte sich wohl wiederum eine Granulationsgewebsbildung. Es konnte
nicht gesichert festgestellt werden, ob es intraluminal zur Ausbildung eines

Thrombus gekommen ist und ob das GefaR intra vitam noch offen war.
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2.4.5. 9 Tage im Tier

Abbildung 36: 9 Tage alter Stopfen (Schaf Nr. 5) HE-Paraffinpraparat.
In diesem HE-Paraffinschnitt (siehe Abbildung 36) zeigte sich perivasal

insbesondere im Randbereich des extravasal gelegenen Stopfenanteils eine
ausgepragte bereits starker fibrosierte Granulationsgewebsbildung. AuRerdem
konnten insbesondere im Randbereich der Stopfen aufgelagerte in Organisation
stehende Thrombusanteile gesichtet werden. Ferner konnten ebenfalls in
Organisation stehende Thrombusanteile im Raum zwischen der Unterseite des
Stopfens und der GeféaRintima festgestellt werden. Der vorliegende Schnitt lieferte
keinen Anhaltspunkt fir das Vorliegen einer Dissektion oder eines
Dissektionspaltes. Die Perforation des Stopfens durch die GefaBwand gelang
scharf. Bei der Ubrigen Gefdlwand kam es zu keinen nennenswerten
Veranderungen durch den durchgefuhrten Eingriff. Das Gefalumen erschien
offen, es kam jedoch eventuell zu einer leichten Einengung des Lumens durch den
Verschlussstopfen selbst und durch den aufgelagerten, insbesondere im

Randbereich in Organisation stehenden Thrombus.

Abbildung 37: 9 Tage alter Stopfen (Schaf Nr. 5) M.tr-Paraffinpraparat.
Auch in der Masson-Trichrom-Farbung (siehe Abbildung 37) des gerade

beschriebenen Schnittes zeigte sich die glattwandig und scharf erfolgte Perforation
der GefaBwand bei der Stopfenlegung. Eine Bindegewebsneubildung zwischen
dem Stopfen und der Media des angrenzenden Gefalles war nur in geringem
Ausmald erkennbar.
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Abbildung 38: 9 Tage alter Stopfen (Schaf Nr. 5) (andere Schnittebene) M.tr-
Paraffinpraparat.

Im vorliegenden Préparat (siehe Abbildung 38) zeigte sich bereits perivasal eine
verstarkte Fibrose. Im Bereich des intraluminalen Stopfenanteils war ein auf der
Oberfl&che des Stopfens in Organisation stehender Thrombus mit herdférmig vom
Randbereich her beginnender Neointimabildung zu erkennen. Unterhalb des
Stopfens, zur eigentlichen Gefalwand hin, zeigte sich wiederum eine ausgedehnte
Blutung mit Granulationsgewebsbildung und Fibrose. Die Tunica media der
GeféaBwand wies vor allem im Randbereich unterhalb des Stopfens, erkennbar
durch verstérkte Fibrose-Areale, eine Schadigung auf. Moglicherweise kam es im
Randbereich des Stopfens zu einer Blutung zwischen dem Gefalumen und dem
perivasalen Raum, da in diesem Préparat der Polymerstopfen nur im Bereich der

Flugel zu sehen war und die Gefalwand sehr stark bindegewebig veréndert

erschien.

Abbildung 39: 9 Tage alter Stopfen (Schaf Nr. 6) HE-Paraffinpraparat.
In diesem HE-Paraffinpraparat (siehe Abbildung 39) war eine ausgepragte

perivasale Fibrose mit reichlich Siderophagen, vereinbar mit der Organisation einer
ausgedehnten paravasalen Blutung, zu erkennen. Intravasal, im Bereich des
Stopfens, waren fragliche Anteile eines relativ frisch wirkenden Thrombus zu
sehen. Unterhalb des Stopfens im Bereich der GefédBwand zeigte sich ein
umschriebenes neutrophil granulozytéres Infiltrat, welches eher an eine Reaktion
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denken lieRRe, die eventuell zwei bis mdglicherweise acht Stunden alt ware.

Abbildung 40: 9 Tage alter Stopfen (Schaf Nr. 6) M.tr-Paraffinpraparat.
In der Masson-Trichrom-Férbung dieses Praparats (siehe Abbildung 40) zeigte sich

ebenfalls die ausgeprégte perivasale/paravasale Fibrose mit fokalen Siderophagen.
AuRerdem war im perivasalen Bereich eine noch ausgedehnte Blutung zu erkennen,
wobei es sich entweder um eine erneute Blutung, also um eine zweiseitige Blutung,
handelte oder aber um noch nicht organisierte Restanteile der alten
punktionsbedingten Blutung. Am wahrscheinlichsten erschien jedoch eine erneute
Blutung. Unterhalb des Flugels, im dem Bereich zur GefaBwand hin, war ein relativ
frisch wirkender Thrombus mit noch gut erhaltenen neutrophilen Granulozyten zu

erkennen. Die GefaBwand selbst wirkte insgesamt, auch unter den Fligeln,

weitestgehend unauffallig.

Abbildung 41: 9 Tage alter im Gewebe liegender Stopfen (Schaf Nr. 4) HE-
Paraffinpraparat.

Der Stopfen dieses Praparates (siehe Abbildung 41) kam im Gewebe und nicht in
einem GefaR zum Liegen. Im Randbereich des Stopfens war eine diinne Lage von
Makrophagen sichtbar, welche versuchte den Fremdkérper abzubauen. An die
Makrophagen angrenzend zeigte sich ein bereits starker fibrosiertes, wohl auch
makrophagenreiches  Granulationsgewebe. Riesenzellen im Sinne einer
granulomattsen Entziindung waren nicht aufzufinden. Auf der Stopfenoberflache
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war fokal altes Blut mit reichlich zerfallenden neutrophilen Granulozyten zu
erkennen. Es scheint aber eher so zu sein, dass das Fremdmaterial weniger
neutrophile Granulozyten anzieht, sondern eher Makrophagen. Eine ausgeprégte
eitrige Entziindung scheint also durch den Stopfen nicht ausgeldst worden zu sein
und die dem Stopfen aufsitzenden neutrophilen Granulozyten waren wohl eher

blutungsassoziiert.

2.4.6. 10 Tage im Tier

Abbildung 42: 10 Tage alter Stopfen (Schaf Nr. 1) HE-Dunnschliffpraparat.
Soweit dies am vorliegenden, relativ dicken HE-Kunststoffpraparat (siehe

Abbildung 42) zu beurteilen war, kann hier von einer hochgradigen paravasalen
Granulationsgewebsbildung mit einer bereits verstarkten Fibrose gesprochen
werden. Die GefaBwand selbst wirkte relativ unaufféllig. Intraluminal im
Randbereich des Stopfens und des Fadenmaterials konnte mit grof3er
Wahrscheinlichkeit von einem bereits in Organisation stehenden Thrombus

ausgegangen werden.

24.7. 13 Tage im Tier

1

Abbildung 43: 13 Tage alter Stopfen (Schaf Nr. 2) (a) HE-Dunnschliffpraparat

(b) Nativ-Duinnschliffpraparat.

Soweit dies am wiederum relativ dicken Schnittpraparat (siehe Abbildung 43) zu
beurteilen war, konnte im Randbereich des Stopfens, extravasal, eine ausgepragte,
bereits starker fibrosierte Granulationsgewebsbildung festgestellt werden.
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Intraluminal zeigte sich auf dem Stopfen und dem Fadenmaterial aufsitzend
moglicherweise ein Thrombus. Sichere Zeichen einer Organisation waren an
diesem Prédparat aber nicht definitiv zu erkennen. Die stopfennahe Gef&Bwand

erschien jedoch vollig unauffallig.

2.4.8. 14 Tage im Tier

Abbildung 44: 14 Tage alter Stopfen (Schaf Nr. 1) HE-Dunnschliffpraparat.
An diesem erneut relativ dicken HE-Kunststoffpréparat (siehe Abbildung 44)

konnte die korrekte Lage der Fligel des Stopfens (der GefaBwand direkt anliegend)
visualisiert werden. Extravasal im Randbereich des Stopfens konnte zudem
wiederum eine ausgepragte fibrosierende Granulationsgewebsbildung beobachtet
werden. Intraluminal war in diesem Préparat keine Ausbildung eines Thrombus zu
erkennen. Die an den Stopfen unmittelbar angrenzende aber auch die weiter entfernt

gelegene Gefallwand erschien weitestgehend unauffallig.

Abbildung 45: 14 Tage alter Stopfen (Schaf Nr. 1) HE-Dunnschliffpraparat
(andere Schnittebene).

An diesem relativ dicken Schnittpréparat (siehe Abbildung 45) war wiederum eine
gute Lage der Stopfenfliigel zu erkennen. Die Fligel waren von einem bereits
starker fibrosierten Granulationsgewebe umgeben. Zudem fanden sich definitiv
keine Hinweise auf eine ausgedehnte Thrombose bzw. Thrombosierung des

GeféRes. Das GefaRlumen war weitestgehend frei und extravasal konnte erneut eine
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verstarkte Granulationsgewebsbildung gezeigt werden.

2.4.9. 16 Tage im Tier

Abbildung 46: 16 Tage alter Stopfen (Schaf Nr. 6) (a) HE- und (b) M.tr-
Paraffinpraparat.

Extravasal im Bereich des Stopfens konnte eine ausgedehnte Blutung und eine
bereits stérker fibrosierende Granulationsgewebsbildung beobachtet werden. In
einem an das Stopfenmaterial angrenzenden Bereich waren in der Tunica media
herdférmige Fibrosen zu erkennen. Zudem zeigte sich eine ebenfalls relativ
kurzstreckige und flache Intimafibrose. Zentral im Lumen des GefaRes konnte ein
dislozierter Stopfenteil (siehe Abbildung 46), umgeben von dinnem
thrombotischem Material mit einer fokalen Ausbildung von Riesenzellen,
dargestellt werden. Die Riesenzellen sind als Ausdruck einer
fremdkdrpergranulomatdsen Entziindung zu sehen. Die tibrige GefalRwand erschien

jedoch unauffallig.

2.4.10. 23 Tage im Tier

Abbildung 47: 23 Tage alter Stopfen (Schaf Nr. 5) HE-Paraffinpraparat.
Im vorliegenden HE-Préparat (siehe Abbildung 47) konnte perivasal im Bereich

des Fremdmaterials eine ausgedehnte Blutung mit bereits verstérkt fibrosiertem
Granulationsgewebe und einer herdférmigen Siderose beobachtet werden.
Intraluminal waren die Flugel auch hier nicht direkt der Gefalwand aufsitzend,
sondern durch ein jetzt bereits ausgebildetes Granulationsgewebe von der

ehemaligen Intima getrennt. AuBerdem war eine dem Stopfenfliigel luminal
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aufsitzende Fibrose mit Neointimabildung zu erkennen.

Abbildung 48: 23 Tage alter Stopfen (Schaf Nr. 6) HE-Paraffinpréaparat.
Auch in diesem HE-Schnitt (siehe Abbildung 48) zeigte sich abermals eine

ausgepragte perivasale Fibrose im Randbereich des Fremdkorpers und im Bereich
des Fadenmaterials. Die Gefallwand wies im Bereich unterhalb des Fligels eine
Granulationsgewebsbildung auf und zudem konnten in diesem Bereich Reste eines
Thrombus beobachtet werden. Das Bindegwebe unterhalb des Stopfens war bereits
teilweise mit einer Endothelschicht iberzogen. Eine Reendothelialisierung an der
Oberflache des Verschlussstopfens konnte jedoch noch nicht festgestellt werden.
An der Stopfenoberflache konnte wohl frisches Fibrin gesehen werden. Die

sonstige Gefalwand wirkte weitestgehend unauffallig.

Abbildung 49: 23 Tage alter im Gewebe liegender Stopfen (Schaf Nr. 3) HE-
Paraffinpraparat.

In diesem HE-Préparat (siehe Abbildung 49) wurde erneut ein nicht in der
GefaBwand sondern im umliegenden Gewebe zum Liegen gekommener Stopfen
beurteilt. In unmittelbarer Nachbarschaft an ein Fettgewebe stellte sich reichlich
Fremdmaterial und eine angrenzende fremdk&rpergranulomatése Entziindung mit
herdférmiger Riesenzellbildung dar. Daran angrenzend konnte ein starker
fibrosiertes Granulationsgewebe mit einer ausgepragten Siderose, welche wohl
durch eine stopfen- bzw. punktionsbedingte Blutung entstanden ist, gesehen

werden.
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2.4.11. 30 Tage im Tier

Abbildung 50: 30 Tage alter Stopfen (Schaf Nr. 4) (a) HE- (b) M.tr-
Paraffinpraparat.

Soweit dies am vorliegenden HE-Praparat (siehe Abbildung 50) und Masson-
Trichrompréparat zu beurteilen war, konnte hier ein GefaBwanddefekt, der bereits
mit Granulationsgewebe und ausgepréagter Fibrosierung gefullt war, festgestellt
werden. Im Granulationsgewebe war fokal Stopfenmaterial zu sehen. Auch zum
Lumen hin war das Stopfenmaterial von Granulationsgewebe (iberzogen, sodass

hier wohl am ehesten ein organisierter Thrombus vorlag.

Das Gefall wirkte zumindest deformiert und leicht oval verandert. Dies kdnnte
mdoglicherweise auch auf ein Schnittartefakt zurlckzufihren sein. Die zu
erwartende Struktur eines GefalRes nach einer Stopfeneinlage und einer
Organisation des Stopfens mit rundem Lumen und mit nur noch fokal an einer leicht

fibrosierten Intima erkennbaren Manipulation, lag hier definitiv nicht vor.
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Abbildung 51: 30 Tage alter Stopfen (Schaf Nr. 6) (a) (c) (d) HE- (b) M.tr- (e-
f) EvG-Paraffinpraparat.

In den vorliegenden Praparaten (siehe Abbildung 51) ist der Stopfen nahezu zentral
angeschnitten worden. Im Bereich der Durchtrittsstelle durch die Media war die
Gefallwand nur fokal durch Granulationsgewebe verandert. Ansonsten erfolgte die
Perforation der GefaBwand bei der Stopfenlegung glattwandig und scharf. Zudem
war der sich mit seinen Fligeln volumings in das Gefalllumen vorwdlbende
Verschlussstopfen zu erkennen. Auf einer Seite lag der Stopfenfliigel direkt dem
Geféallendothel der urspriinglichen Intima an, wohingegen auf der anderen Seite
eine leichte Dislokation von der urspriinglichen Intima vorlag. Der Polymerstopfen
war luminal sowohl mit bereits starker fibrosiertem Granulationsgewebe
unterfiittert, als auch mit diesem Uberzogen. Das Granulationsgewebe an der
Oberflache des Stopfens wies zudem bereits eine Neoendothelialisierung auf. Im
extravasalen  Bereich war auflerdem eine hochgradig fibrosierte
Granulationsgewebsbildung mit einer ausgepragten Siderose zu erkennen.
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V. DISKUSSION

Die Grundlage der Diskussion wird von den Ergebnissen aus den In-vitro- und In-
vivo-Testungen, die im Rahmen dieser préklinischen Machbarkeitsstudie
durchgefuhrt worden sind, gebildet. Die Ergebnisse werden interpretiert und soweit
mdoglich mit den anderen schon auf dem Markt befindlichen Verschlusssystemen
verglichen. In der hier vorliegenden Arbeit wurden zunachst in diversen In-vitro-
Versuchen vom Projektpartner zur Verfligung gestellte Materialien hinsichtlich der
Hamokompatibilitat, des Designs und weiterer Materialeigenschaften untersucht,
um dann resultierend aus diesen Ergebnissen einen Verschlussstopfen-Prototyp in
einem In-vivo-Versuch zu testen. Mit den Ergebnissen sollten nicht nur die
Praktikabilitat und die Biokompatibilitat des Devices gezeigt werden, sondern auch
erste Hinweise auf die Sicherheit und die Effektivitdt des Verschlusssystems

gewonnen werden.

Ein im klinischen Alltag eingesetztes arterielles Verschlusssystem sollte
idealerweise folgendes Anforderungsprofil erfullen: Neben einem schnellen,
sicheren und effektiven Verschluss der Punktionslasion sollte das Closure Device
auch eine gewisse Anwenderfreundlichkeit an den Tag legen. Zudem sollten durch
das Verschlusssystem maoglichst wenig Irritationen an der Punktionsstelle und im
umliegenden Gewebe verursacht werden (Treitl et al., 2013; Hoffer & Bloch, 2003).

Clip-basierte, Naht-basierte, sowie bioresorbierbare Verschlusssysteme sind nach
intraarteriellen Eingriffen die am hé&ufigsten angewendeten Systeme fir den
anschlieBenden Verschluss der Punktionslasion in der GefaRwand. Nichtsdestotrotz
treten bis heute in jeder dieser Produktklassen immer noch Komplikationen auf
(Kranokpiraksa et al., 2010).

Die Devices kdnnen bei ihrer Anwendung z. B. Blutungen, Pseudoaneurysmen,
arteriovendse Fisteln, Fremdkorperreaktionen, sowie Infektionen an der
Punktionsstelle und arterielle Okklusionen verursachen (Azmoon et al., 2010;
Gonze et al., 1999; Hoffer & Bloch, 2003; Kranokpiraksa et al., 2010; Tavris et al.,
2012).

In der Literatur wird des Weiteren nach vorausgegangener arterieller Manipulation
(z. B. durch die Schleusenlegung) zumindest beim Schwein von einer erhohten

Neigung zu einem Angiospasmus ausgegangen (Hofmann et al., 2003; Lam et al.,
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1987; Sanghi et al., 2008).

Die durch die Manipulation moglicherweise plotzlich auftretende Kontraktion der
GefaBmuskulatur bedingt nicht nur eine transiente Verengung des GefaRlumens,
sondern hat gegebenenfalls Auswirkungen auf die Effektivitdit des

GefaRverschlusses (Dichtigkeit).

Dazu ergéanzte Bailey (2008), dass von extravaskularen Verschlusssystemen das

kleinste Risiko flr einen Gefélispasmus auszugehen scheint.

Das Auftreten von Komplikationen wird je nach Device aufgrund deren
unterschiedlich komplexer Handhabung auch von der Erfahrung des Operateurs mit
dem jeweiligen Verschlusssystem beeinflusst. In der Literatur sind individuelle
Lernkurven fir verschiedene Systeme beschrieben (Eggebrecht et al., 1999;
Cremonesi et al., 1998; Warren, Warren & Miller, 1999; Resnic et al., 2012; Rashid
& Bailey, 2007; Boschewitz et al., 2013; Balzer et al., 2001).

Um die Komplikationen weiter zu minimieren, die Kosten fir die Devices zu
senken und deren Handhabung zu erleichtern werden viele der bereits bestehenden
Systeme weiterentwickelt oder komplett neuartige Losungsansatze vorgestellt. Bis
zu deren klinischem Einsatz am Patienten sind neben In-vitro-Versuchen auch In-
vivo-Pilotstudien am Tiermodell unerldsslich. Relativ zu den zahlreichen grof3
angelegten klinischen Studien gesehen gibt es aber bis jetzt nur eine kleine Anzahl
an tierexperimentellen Studien, in denen vaskulédre Verschlusssysteme zum Einsatz
kamen. Neben Schweinen (Isfort et al., 2014; Sanghi et al., 2008; Leppéniemi et
al., 1997; Hofmann et al., 2003) wurden in diesen Studien auch Hunde (Gershony,
Brock & Powell, 1998; Gargiulo et al., 2007) als entsprechende Tiermodelle

herangezogen.

1. In-vitro-Testungen
Ruckstellkraft und Spannverhalten

Um eine erste VVorauswahl eines geeigneten Materials fiir die weiteren In-vitro-
Versuche zu erhalten wurde sowohl die Rickstellkraft als auch die Schwere des
Einzugs in einen Testapplikator bestimmt. Die Ruckstellkraft des

Verschlussstopfens ist diejenige Kraft, die der Verschlussstopfen nach dem
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Durchschub durch die Zugangsschleuse aufbringt, um wieder zuriick in seine
ursprungliche Lage vor dem Ausschieben zu gelangen und gibt somit Aufschluss
uber die Rickverformbarkeit des Verschlussstopfenmaterials. Als Spannverhalten
wurde das Einzugsverhalten/Einschubverhalten des Verschlussstopfens in ein
Testrohrchen bezeichnet. Letztlich wurden durch diesen Versuch sechs der zehn
zur Verfugung stehenden Materialien fiir die nachfolgenden Testungen selektiert.
Da sowohl eine ausreichende Riickverformbarkeit, aufgrund der sonst fehlerhaften
oder unzureichenden Abdichtung der GeféRlasion, als auch ein nicht zu leichtes
Einschubverhalten/Einzugverhalten wegen einer sonst eventuellen schlechteren
Handhabung gewdinscht ist, wurden nur Stopfen mit einer guten Ruckstellkraft und
einem starken und mittleren Kraftaufwand beim Einschub fir die weiteren In-vitro-

Prifungen berticksichtigt.
Flussmodell

Um einen sicheren Verschluss der Punktionslasion nach Entfernung einer
arteriellen Zugangsschleuse zu gewahrleisten, darf der Verschlussstopfen auch bei
einem versehentlich etwas hoheren Kraftaufwand wahrend des Zuges am
Sicherungsfaden nicht aus der GefaBwand herausgezogen werden. Ein Auszug des
Stopfens vom intra- in den extravasalen Raum kann zum NichtverschlieBen der
Punktionsstelle und zu Lazerationen an der Gefalwand fiihren. Die dadurch
unkontrollierte Blutung misste dann je nach verwendeter SchleusengroRe und
Gefallwandverletzung entweder mit manueller Kompression oder durch einen
GefaBchirurgen gestoppt werden und wirde unweigerlich zu einem verlangerten
Krankenhausaufenthalt und zu einem erhdhten Risiko anderer bereits genannter
Komplikationen fuhren. Eine Testung bezuglich des Einzugverhaltens der
Verschlussstopfen in die GefaRl&sion zeigte, dass lediglich eines der
Stopfenmaterialien bei hoherem Kraftaufwand aus der Gefallwand herauszuziehen
war. Zudem sollte der Einzug in die Punktionslasion nicht automatisch beim Ziehen
der Schleuse geschehen, oder bereits durch einen sehr leichten Zug am
Sicherungsfaden, da bei einem zu einfachen Einzug der Widerstand der Gefalwand
auf den Verschlussstopfen nicht ausreichend groR ist. Dies hétte zur Folge, dass der
Operateur aufgrund der dadurch fehlenden haptisch fiihlbaren Ubertragung auf den
Sicherungsfaden keine Feedbackmdglichkeit Giber die Lage des Verschlussstopfens

bekommen wiirde.
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Hamokompatibilitatstests

Weil die Wechselwirkungen zwischen Blut und Fremdmaterial noch nicht
vollstandig geklart sind, stellen In-vitro-H&mokompatibilitatstests stets eine
Herausforderung dar (Harrison, 2000; Sanak, Jakieta & Wegrzyn, 2010).

Die internationale Standardisierungs-Organisation (ISO) hat international
akzeptierte Standards fiir die praklinischen Testungen von medizinischen Devices
entwickelt. In der ISO-Norm 19993 sind die Teststandards fir implantierte Devices
in Tieren festgehalten (Swindle, Smith & Helke, 2013; ISO 19993).

Auch die Empfehlungen der FDA (Food and Drug Administration) sind
groftenteils an die ISO-Norm angelehnt. Dariiber hinaus werden bei Devices, die
aus neuartigen Materialien bestehen, weiterreichende Tests empfohlen (Swindle,
Smith & Helke, 2013).

Bei den in der In-vivo-Studie getesteten Stopfenmaterialien handelte es sich aber
um bereits zugelassene Materialien, sodass weiterfiihrende Tests nach den FDA-
Statuten nicht vonnéten waren. Bei den an die ISO-Norm 19993-4 angelehnten
Uberpriifungen bestimmter Hamokompatibilitatsparameter konnten weitestgehend
keine gravierenden Abweichungen zu den nicht mit den Stopfenmaterialien in
Kontakt  gebrachten  Kontrollgruppen  festgestellt werden. Bei den
Hamokompatibilitastests diente eine Rocking Platform zur kontinuierlichen
Bewegung der mit den Stopfen und dem Spenderblut versehenen Probenréhrchen

und stellte somit ein einfaches Blutzirkulationsmodell dar.

Dieses Zirkulationsmodell wurde schon mehrfach erfolgreich z. B. bei der
Hamokompatibilitatsprifung von Stents oder bei der Testung von Konnektoren fir
extrakorporale Zirkulationssysteme angewendet (Wendel et al., 2002; Sinn et al.,
2011; Schleicher et al., 2012).

Ein In-vitro-Blutzirkulationsmodell stellt eine attraktive Mdoglichkeit dar,
Materialien fir den spateren intravasalen Einsatz hinsichtlich ihrer
Hamokompatibilitat zu testen. Dabei ist es unter der Verwendung von humanem
Blut mdoglich, sowohl die Temperatur als auch die Antikoagulation zu
standardisieren. Aufgrund des modellbedingten Fehlens der Nieren- und
Leberaktivitdt konnen Aktivierungsprodukte ohne die Clearance-Eigenschaften
dieser Organe bei einem zusétzlichen Fehlen der die Aktivierung hemmenden
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Endothelzellen leichter akkumulieren. Dies erklart die Tatsache, dass im In-vitro-
Versuch Reaktionen zwischen Blut und Priifmaterial schneller als in einem In-vivo-
Modell ablaufen. In diesem Zusammenhang wird, die H&mokompatibilitét
betreffend, in In-vitro-Zirkulationsmodellen auch von einem worst-case-Szenario

ausgegangen (van Oeveren, 2013).
Thrombozyten

Unmittelbar nach dem Kontakt zwischen Blut und einer Fremdoberflache kommt
es zu einer Adsorption von Plasmaproteinen, was zu einer Veranderung der
biokompatiblen Eigenschaften des Fremdmaterials fihren kann. In weiteren
Schritten kommt es daraufhin zu einer Anheftung von Thrombozyten an die bereits
an der Fremdoberflache befindlichen Plasmaproteine. AulRerdem werden weitere
benachbarte Thrombozyten aktiviert und der Thrombus durch Fibrin stabilisiert
(Jung, Braune & Lendlein, 2013; Baier & Dutton, 1969; Seyfert & Jung, 2000; van
Oeveren, 2013; Shenkman et al., 2000; Gemmell, 2001; Sanak, Jakieta & Wegrzyn,
2010).

Scherstress spielt sowohl bei der Aktivierung als auch bei der Adhé&sion von
Blutzellen eine entscheidende Rolle. Wenn Blut einem erhdhten Scherstress oder
den Oberflachen von Fremdmaterialien ausgesetzt ist, kann dies zur Schadigung
von Erythrozyten und Thrombozyten fiihren. Dabei halten Erythrozyten hoheren
Scherkraften stand als Thrombozyten, wobei die Thrombozytenbeschadigung nicht
nur von der Hohe der Scherkraft, sondern auch von der Dauer der Scherwirkung
abhangt (Yoganathan, 1995; Keller, 1981; Anderson et al., 1978; van Oeveren,
2013).

Die Adhéasion von Thrombozyten ist ein sehr schnell ablaufender Prozess. Es
kommt innerhalb von Sekunden bis Minuten zur Anlagerung an Oberflachen von

Fremdmaterialien (Goodman et al., 2005; van Oeveren, 2013).

Die bestimmte Thrombozytenzahl aller Proben aus den Hamokompatibilitatstests
dieser Arbeit, die mit einem der Stopfenmaterialien bestiickt waren und auch die
Kontrollgruppe wiesen nach 90-mindtiger Inkubation auf der Rocking Platform
eine geringere Anzahl an Thrombozyten als der Leerwert (Kontrollgruppe nach 0
Min.) auf. Lediglich die Proben MQ 2 und MEUV 11 zeigten eine geringere Anzahl
an Thrombozyten im Vergleich zur Kontrollgruppe (nach 90 Min).
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Aufgrund der Tatsache, dass es auch bei den Kontrollgruppen zu einem dhnlichen
Absinken der Thrombozytenzahl wie bei den mit den Stopfenmaterialien
versehenen Proben gekommen ist, kann von einer modellinduzierten Reduzierung
der Thrombozyten ausgegangen werden. Die Reduzierung der Blutplattchenanzahl
wurde also einerseits durch die Scherkréfte und anderseits durch die dadurch
erleichterte Anlagerung der Blutplattchen an die Wand der Probenréhrchen
hervorgerufen. Dabei scheinen die Effekte des Stopfenmaterials eine eher
untergeordnete Rolle gespielt zu haben.

Hamatologie (Erythrozyten/ Leukozyten)

Leukozyten, insbesondere Monozyten und neutrophile Granulozyten, haben eine
starke Neigung sich an Oberflachen anzuhaften; sie interagieren mit Thrombozyten,
dem Komplementsystem, dem Gerinnungs- und dem fibrinolytischen- System und
des Weiteren sind sie Hauptmediatoren von Entziindungsreaktionen (Alain Carré,
2011; Gorbet & Sefton, 2004). Aus der moglichen Adhésion von Leukozyten an
die aus dem Plasma resorbierte Proteinschicht auf den kiinstlichen Oberflachen von

Fremdmaterialien kann ein Abfall der Leukozytenzahl resultieren.

Der direkten Anlagerung von Erythrozyten an kinstliche Oberflachen wird
hingegen eine eher geringe Bedeutung beigemessen. Erythrozyten spielen im
Prozess der Hdmostase und der Thrombosebildung eine eher passive Rolle (Hanson
& Tucker, 2012).

Um die Zelladhédsionen am Stopfenmaterial zu quantifizieren wurde mittels eines
Zellcounters die Leukozyten- und Erythrozytenzahl vor und nach der Inkubation
bestimmt. Sowohl bei den Erythrozyten als auch bei Leukozyten lagen alle Werte
(inklusive Kontrollgruppe) nach 90-minatiger Inkubation unter dem Leerwert. Die
Proben mit den Stopfenmaterialien entsprachen jedoch den Kontrollwerten oder
wichen nur geringfiigig von diesen ab. Somit kann auch hier von einem

modellbedingten Absinken der Zellzahlen ausgegangen werden.

Die oben gezeigte relativ geringe Adhasion von Erythrozyten, Thrombozyten und
Leukozyten an das Stopfenmaterial Ilasst darauf schlieBen, dass vom
Stopfenmaterial keine oder nur eine sehr geringe inflammatorische und
thrombotische Reaktion zu erwarten ist. Die Aktivierung der Thrombozyten, der
Granulozyten und des Gerinnungssystems wurden durch Messungen der B-TG, der

PMN-Elastase und der TAT-Konzentration genauer untersucht.
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TAT (Thrombin-Anti-Thrombin-Komplex)

Der Kontakt zwischen Blut und der Oberflache von Fremdmaterial startet die
intrinsische Blutgerinnung, wobei tber die Faktoren XII, X1 und Xa Prothrombin
zu Thrombin umgewandelt wird, wodurch wiederum eine Umwandlung von
Fibrinogen zu Fibrin vermittelt wird. Das generierte Thrombin wirkt neben
Fibrinogen u. a. noch auf weitere physiologisch vorkommende Substrate ein
(Protein C, Thrombozyten, etc.) und wird durch Komplexbildung mit Antithrombin
I11 neutralisiert. Somit stellt die TAT-Plasma-Konzentration einen guten Marker flr
die Thrombinbildung dar. Folglich indiziert ein Anstieg der TAT-Konzentration ein
Anstieg der Thrombin-vermittelten Gerinnung (Wendel et al., 2002; Aytemiz et al.,
2014; Pelzer, Schwarz & Heimburger, 1988).

Uber die TAT-Konzentration kénnen somit Riickschlisse auf die vom
Stopfenmaterial ausgehenden thrombotischen Risiken gezogen werden. Die TAT-
Konzentration lag nach der Inkubation auf der Rocking Platform nur bei der Probe
mit dem Stopfenmaterial MQ 3 violett Gber dem Wert der Kontrollgruppe. Somit
kann angenommen werden, dass von allen Materialien, bis auf MQ 3 violett,
ahnlich niedrige Uber die TAT-Konzentration ableitbare thrombotische Risiken

ausgehen.

Die Erhohung der TAT-Konzentration kann zu einem gewissen Teil auch auf die
Heparinisierung (1 1U/ml) zurlickzufiihren sein (Gulba et al., 1988; Seitz et al.,
1988).

B-Thromboglobulin

Bei einer Hyperaktivitat der Thrombozyten, die zum Beispiel durch Kontakt mit
kinstlichen Oberflachen ausgeltst werden kann, kommt es zur Ausschittung von
B-Thromboglobulin. Das thrombozyten-spezifische Eiweimolekil wird aus den
alpha-Granula der Blutplattchen freigesetzt und daher kann die B-TG-
Konzentration im Blutplasma als Indikator fir die Plattchenaktivierung
herangezogen werden. Die Thrombozytenaktivierung kann zudem unter anderem
auch durch Adenosindiphosphat und Thrombin ausgeldst werden (Begg et al.,
1978; Zahavi & Kakkar, 1980; Aytemiz et al., 2014; Chandrasekar & Tanguay,
2000).

Eine Studie aus dem Jahr 2013 (Aytemiz et al.,, 2014) in der verschiedene
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GeféaBprothesen in einem Chandler-Flussmodell, mit dem Blut von drei Spendern,
untereinander verglichen wurden, lieferte f-Thromboglobulinwerte zwischen 600-
1000 1U/ml. Der gemessene Wertebereich ist somit vergleichbar mit dem unserer
Studie. Die Inkubation in dem unterschiedlich aufgebauten Inkubationsmodell
(Rocking vs. Chandler) betrug im Gegensatz zu unserem Versuch jedoch nur 60
Min.

Bei der Testung der Beschichtung von 15 Membran-Oxygenatoren in einem Herz-
Lungen-Maschinen-Modell (Zimmermann et al., 2004) kam es bei den
unbeschichteten Oxgenatoren nach 90-mindatiger Zirkulation zu einem 4000 %igen
Anstieg der B-Thromboglobulin Konzentration im Vergleich zur Ausgangsposition.
Bei den beschichteten Oxygenatoren betrug der Anstieg knapp 2000 %. Bei beiden
Oxygenatoren ist jedoch die im Unterschied zur Versuchsanordnung dieser Arbeit

andere Relation von Oberflache zu Blutvolumen zu beachten.

In einer weiteren Studie (Wendel et al., 2002) wurden zunéchst beschichtete
(Haparin/Silikon) sowie nicht beschichtete Polycarbonat-Konnektoren in einem
Chandler-Modell fiir 120 Min. inkubiert. Dabei lagen die B-TG-Werte bei den
beschichteten Konnektoren zwischen 900-1200 ng/ml und bei den unbeschichteten
bei circa 1500 ng/ml. Nach Reinigung der Konnektoren in physiologischer
Kochsalzlésung wurden diese mit dem Blut derselben Spender aus dem Chandler-
Versuch fur 60 Min. auf einer Rocking Platform inkubiert. AnschlieBend wurden
die B-Thromboglobulinwerte erneut bestimmt. Die beschichteten Konnektoren
wiesen nach 60 Min. Inkubation mit 500-700 ng/ml niedrigere Werte auf als die
beschichteten mit 1500 ng/ml.

Bei der Versuchsreihe eines Blutspenders der hier vorliegenden Arbeit kam es bei
allen getesteten Stopfenmaterialien zu einem deutlich hoheren B-TG-Wert als bei
den anderen Spendern. Der interindividuelle Unterschied wurde bei der
Bestimmung der B-TG-Konzentration der Probe MQ 2 besonders deutlich. Die
Konzentration bei diesem Spender war hier circa 4-mal hoher als bei den anderen

Spendern.

In anderen Studien werden je nach getestetem Material, Inkubationszeit und
Zirkulationsmodellmethode aber auch Werte zwischen 1000-6000 IU/ml erreicht
(Zimmermann et al., 2007; Zhou et al., 2010; Hoffmann et al., 2006; Tepe et al.,
2006).
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SC5b-9

Durch den Kontakt mit Fremdoberflichen kann es zur Aktivierung des
kaskadenartigen Komplementsystems kommen (Janatova, 1988; Tang, Wu &
Timmons, 1998).

Die Aktivierung erfolgt dabei Uiber den klassischen Weg, den Lektin-Weg, oder den
sogenannten alternativen Weg. Die Aktivierung des Komplementsystems fiihrt
letztlich zur Bildung eines aus den Komplementfaktoren C5-C9 bestehenden
Terminalen Komplementkomplexes (TCC). Uber den Membran-Attack-Komplex,
der eine Form des terminalen Komplementkomplexes darstellt, kommt es durch
eine selektive Veranderung der Permeabilitdt der Zellmembran auf indirektem
Wege zum Untergang der Zielzelle (Miller-Eberhard, 1984; Lachmann &
Thompson, 1970; Gotze & Muller-Eberhard, 1970; Kolb et al., 1972; Ward et al.,
1985).

Des Weiteren kann der TCC neben Thrombozytenaktivierung auch eine
Leukzytenadhé&sion bewirken (Hsu, 1997; Kottke-Marchant et al., 1987).

Die Bestimmung der Konzentration des TCC im Rahmen der
H&mokompatibilitdtsuntersuchungen der Stopfenmaterialien diente somit als
Indikator fur das MaR der Komplementaktivierung und wurde schon in zahlreichen
anderen Blutvertraglichkeitsprifungen unterschiedlicher Materialien verwendet.

In einer Arbeit zur Hamokompatibilitdt von Biomaterialien wurden von Ecker
(2002) die Auswirkungen auf die Komplementaktivierung im menschlichen Plasma
nach dem Kontakt mit Fremdmaterial untersucht. Dazu wurden mit
unterschiedlichen Materialien (u.a. Titan, PVC, Titan-Teflon, Remanium)
beschichtete Wellplatten mit dem Blut von humanen Spendern fir 2 h auf einer
Rocking Platform inkubiert. Im Anschluss wurde die SC5b-9-Konzentration im
Probenblut bestimmt. Die Werte nach 120-min(tiger Inkubation bewegten sich im
Bereich zwischen 1500 und 2000 pg/l. Interessanterweise kam es dabei zwischen
den gemessenen Werten nach 60 Min. (450 bis 750 pg/l) und 120 Min. zu einem
starken Anstieg (Ecker, 2002).

Bei einer anderen Arbeit aus dem Jahr 2003 wurden in einem Chandler-Modell
nicht beschichtetes und Heparin-beschichtetes PVC 120 Min. inkubiert um
Aufschlisse ber dessen Hamokompatibilitdt zu erhalten. Dabei stieg die
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Konzentration der Probe des mit Heparin beschichteten PVCs auf 882,94 + 224,28
ng /l und die des nicht beschichteten auf 1495,5 + 555,19 ng/l (Hauser, 2003).

Aus der bereits erwdhnten (siche B-TG) Studie aus dem Jahr 2014, in der
verschiedene Gefalprothesen in einem Chandler-Modell 60 Min. inkubiert wurden,
konnten hinsichtlich der SC5b-9 Konzentration Werte zwischen 450-800 ng/ml
entnommen werden (Aytemiz et al., 2014).

In einer weiteren Studie wurden mit six-armed star-shaped poly(ethylene glycol-
stat-propylene glycol)molecules (Star PEG) rotationbeschichtete Glasscheibchen
unterschiedlicher Dicke, in Wellplatten, fiir 1 Stunde auf einer Rocking Platform
inkubiert. Die anschlieRende Bestimmung der SC5b-9 Konzentration lieferte auch
hier Werte weit Gber 1000 ng/ ml (Hoffmann et al., 2006).

Somit liegen die  Werte der SCb5b-9-Konzentrationen aus den
Hamokompatibilitatstestungen der Stopfenmaterialien im Vergleich zu den anderen

Studien eher im unteren bis mittleren Bereich.
PMN-Elastase:

Bei der PMN-ELASTASE handelt es sich um eine in den azurophilen Granula der
PMN (Polymorphkernigen Granulozyten) lokalisierte lysosomale Proteinase
(Butler, Rocker & Westaby, 1993; Dewald et al., 1975; Ohlsson & Olsson, 1974).

Diese und andere Proteinasen werden von den neutrophilen Granulozyten zur
Verdauung von untergegangenem Gewebe und korperfremdem Material beim

Ablaufen einer Entzlindungsreaktion verwendet.

Gewohnlicherweise ist die Wirkung der Proteinase dabei auf den Intrazellularraum
des Phagolysosoms beschrankt. Je nach Ausmal} der Entziindungsreaktion und der
damit verbundenen Granulozytenstimulation kann es im Rahmen der Phagozytose
und dem Zerfall von PMN aber auch zu einer partiellen Sezernierung der Proteinase
in den Extrazellularraum kommen, welche dann durch einen alphal-Proteinasen-
Hemmer inhibiert wird. Kommt es jedoch zu einer tberschiefenden Ausschiittung
der Elastase in den extrazellularen Raum, reicht die Konzentration des alphal-
Protinasen-Hemmers nicht mehr aus um die Aktivitat der Proteinase zu regulieren.
In diesem Fall kann es durch die PMN-Elastase zur Schadigung von Gewebe
kommen (Petersen, 2010; Schmidt-Rhode, Sturm & Schulz, 1990).

In dieser und anderen Arbeiten wurde die PMN-Elastase daher als Indikator fiir die
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durch das Fremdmaterial hervorgerufene Aktivierung von Granulozyten

herangezogen (Hind et al., 1988).

Die PMN-Elastase-Werte der Spender lagen vor der Inkubation in dem von der
Literatur  genannten  Wertebereich (50-120 ng/l)  eines  normalen
Patientenkollektivs (Duswald, 1983; Dudenhausen, Langner & SO0nmez, 1987;
Schmidt-Rhode, Sturm & Schulz, 1990).

Der nach 90-minditiger Inkubation mit 432,47 £+ 186,64 ug/l relativ hohe Leerwert
weist abermals auf eine modellinduzierte Backgroundaktivierung hin, die aber auch
in anderen dhnlichen Versuchsaufbauten in dieser GroRenordnung aufgetreten ist
(Ecker, 2002).

REM (Rasterelektronenmikroskop)

Die im Elektronenmikroskop teilweise festgestellten geringgradigen fokalen und
lokal-diffusen Anlagerungen von Erythrozyten, Thrombozyten, Fibrinfaden und
Leukozyten auf der Stopfenoberflaiche wurde in allen untersuchten
Materialgruppen beobachtet. Die Auswertung der einzelnen REM-Bilder zeigte
jedoch keine nennenswerte materialspezifische Abhéangigkeit der zelluldaren

Besiedelung, sondern vielmehr eine spenderabh&ngige Adhéasion der Blutzellen.
Stopfendesign und Fligelanzahl

Fur den Tierversuch dieser Arbeit wurde ein Verschlussstopfen mit fiinf Fligeln
und einer 85° Winkelung des Grundkdrpers ausgewdhlt. Die 85° Winkelung zeigte
in den In-vitro-Prifungen die besten Dichtigkeitseigenschaften. Die Ausstattung
des Verschlussstopfens mit funf Fligeln resultierte ebenfalls aus den Erfahrungen
der Stopfendesigntests und den Testungen zur Fliigelanzahl. Denn sowohl beim
Verschlussstopfen mit sechs Fligeln, als auch beim Verschlussstopfen mit vier
Flugeln kam es wéhrend der In-vitro-Versuche zu Komplikationen. Beim 6-
fltigeligen Verschlussstopfen kam es zum Abbruch eines der Fligel und bei den 4-
flugeligen Stopfen wurden ein oder mehrere Fligel im Punktionskanal

aufgefunden.
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2. In-vivo-Testungen

Im Rahmen der vorliegenden Machbarkeitsstudie wurde fiir die erste In-vivo-
Testung eines neuartigen Verschlusssystems aus einem hochelastischen

bioresorbierbaren Spezialpolymer auf das Tiermodell Schaf zuriickgegriffen.

Das Schaf gilt einerseits aufgrund seiner vergleichbaren GroRenverhaltnisse zum
GefaBsystem des Menschen andererseits auch wegen seines dahnlichen
Gerinnungssystems (&hnlicher als Hund und Schwein) als geeignetes Modell zu
Untersuchungen und Testungen, die das kardiovaskuldre System betreffen
(Narayanaswamy, Wright & Kandarpa, 2000; McMillen, 2001). Aufgrund der im
Vergleich zu anderen Spezies relativ hohen Thrombozytenanzahl und einem
weniger stark ausgepragten fibrinolytischen System wird jedoch beim Schaf von

einer Tendenz zur Hyperkoagulabilitat ausgegangen (Byrom et al., 2010).

Eine Studie aus dem Jahr 2009 bescheinigte diesem Tiermodell die Eignung fur die

Testung von vaskularen Verschlusssystemen (Ni et al., 2009).

Durch die 25 (von 29) im In-vivo-Versuch technisch erfolgreichen Anwendungen
des neuen Verschlusssystems konnte erstmals dessen grundsatzliche

Anwendbarkeit am lebenden Organismus unter Beweis gestellt werden.

Da 84 % der 25 Verschlussvorgange in unter 90 s gelangen, konnte auch die
Fahigkeit des Verschlusssystems einen schnellen duRerlich sichtbaren
Blutungsstopp zu erreichen im Rahmen dieses Versuchs gezeigt werden. Dies
entspricht in etwa dem Ergebnis aus der ersten Tierstudie (an Aorta/A. illiaca beim
Schwein) des Marktfihrers fir vaskuldare Verschlusssysteme, Angio-Seal®
(Kansey et al., 1991). Dennoch fallt ein Vergleich der ,,Zeit bis zu Himostase® mit
den anderen auf dem Markt verfligbaren Systemen schwer, da diese hé&ufig
entweder unterschiedliche Definitionen fir diese Zeitspanne oder verschiedene
Methoden fur ihre Feststellung verwenden (Gargiulo et al., 2007; Lochow & Silber,
2004; Sanborn et al., 1993; Wong et al., 2009). Beispielsweise wird in einer
weiteren Studie (A. femoralis Hundemodell), in der Angio-Seal® mit einem
anderen System verglichen wird, allein dessen reine Anwendungsdauer mit 39 + 7
Min. beziffert und somit die vertffentlichte Dauer aus der oben genannten
Tierstudie relativiert (Gargiulo et al., 2007). Nichtsdestotrotz sind laut Literatur
mittlerweile aber auch mehrere andere Systeme verfiigbar, die unmittelbar nach

ihrer Anwendung (< 1 Min.) fur eine vollstdndige H&mostase sorgen (Kamusella,
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Wissgott & Andresen, 2012; Schulz-Schupke et al., 2014).

Lediglich in einem von vier Fallen, in dem ein Verschluss der Punktionsstelle in
der hier vorliegenden Studie nicht moglich war, konnte dies auf das
Verschlusssystem oder dessen fehlerhafte Anwendung zuriickgefiihrt werden. In
den drei anderen Fallen gelang es aufgrund eines erhdhten Gewebewiderstandes
nicht, nach erfolgter Punktion Uber Seldingertechnik, eine GefalRzugangsschleuse
zu legen. Da der in dieser Studie getestete Verschlussstopfen im Gegensatz zu
anderen Systemen aber ber eine bereits fur einen vorangegangen Eingriff gelegte
handelsiibliche Gefallzugangsschleuse in das GefalRlumen vorgebracht werden soll,
kann die fehlerhafte Schleusenlegung hier nicht auf einen Mangel bzw. Fehler des

Verschlusssystems zurtickgefihrt werden.

Durch eine operative Verlagerung der A. carotis in ein subkutanes Level, wie in
einer Studie aus dem Jahr 2011 (Gouvéa et al., 2011) beschrieben, wiirde bei der
Punktion bzw. Schleusenlegung ein geringerer Gewebewiderstand vorherrschen

und der GefaRzugang wére dadurch erheblich erleichtert.

Die bei zwei Tieren jeweils einen Tag nach einer an ihnen durchgefiihrten Punktion
palpatorisch festgestellte Verdickung im Halsbereich ist mit einer hohen
Wahrscheinlichkeit durch eine Fehlpunktion im Rahmen der Schleusenlegung
verursacht worden. In dieser Studie konnten keine sonstigen mit dem getesteten
Verschlusssystem in Verbindung zu bringenden klinischen Auffélligkeiten an den

Versuchstieren festgestellt werden.

Die wahrend einer der Stopfenlegungen aufgetretene Pansentympanie bei einem
der Versuchstiere wurde vermutlich durch eine ruminale Atonie hervorgerufen,
welche wiederum durch eine narkosebedingte Hemmung eines zerebralen

Reflexzentrums verursacht worden ist (Leek, 1983).

Zum Abgasen des betroffenen Versuchstieres wurde eine oro-ruminale Sonde
verwendet. Auf eine prophylaktische  Sondenlegung wahrend den
Stopfenapplikationen wurde aber aufgrund des dadurch mdglichen verstarkten
gastro-0sophagealen Reflux verzichtet (Hossain et al., 1988).
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Histologische Beurteilung

Bis zum jetzigen Zeitpunkt gibt es nur eine geringe Anzahl an Studien, die sich mit
den histologischen Ereignissen an der Verschluss- bzw. Punktionsstelle nach dem

Gebrauch eines arteriellen Verschlusssystems beschaftigen.

In dieser Arbeit wurde erstmalig auf histologischer Ebene eine kontinuierliche
Beurteilung der vaskuldren Verschlussstelle in einem Zeitraum zwischen 0 und 30

Tagen durchgefuhrt.

Bei den bisher durchgefiihrten histologischen Studien wurden die Schnitte entweder
sofort (Hofmann et al., 2003), 7 Tage (Sanghi et al., 2008), 28 Tage (Hofmann et
al., 2003; Gargiulo et al., 2007), 30 Tage (Sanghi et al., 2008; Silver, 2003), 60
Tage (Sanghi et al., 2008) oder 90 Tage (Leppéniemi et al., 1997) nach der
Stopfenapplikation angefertigt.

Dabei wurde sowohl bei Silver (2003) als auch bei Hofmann et al. (2003), wie in
dieser hier vorliegenden Arbeit eine 8F Zugangsschleuse verwendet, wohingegen
Sanghi et al. (2008) und Gargiulo et al. (2007) auf 6F Zugangsschleusen

zurlickgegriffen haben.

In einer Studie aus dem Jahr 2007 konnte unmittelbar nach der Anwendung zweier
Verschlusssysteme eine Verkleinerung des GefalRdiameters festgestellt werden, die
jedoch beim nahtbasierten Perclose-System im Gegensatz zum Angio-Seal-System

nach 28 Tagen nicht mehr sichtbar war (Gargiulo et al., 2007).

Wenngleich bei einigen der in dieser Arbeit angefertigten Schnitten ein verringerter
GefaBdurchmesser subjektiv, nicht quantitativ, angenommen werden konnte,
handelt es sich hierbei hochstwahrscheinlich um explantations- bzw.
schnittbedingte  Artefakte. Zur diesbezlglichen Beurteilung wére eine
Angiographie, wahrend der Implantation und nach Ablauf der jeweiligen

Beobachtungszeit hilfreich gewesen.

Eine Verkleinerung des GefalRdurchmessers konnte einer der Griinde fur das in
einigen Praparaten beobachtete intraluminale Abbrechen eines Stopfenfliigels und
seine Dislokation sein. Andererseits konnte dies jedoch auch auf Manipulationen
des GefaRes wéhrend der Explantation zurtickzufihren sein. AuRerdem ist nattrlich
auch ein materialbedingtes Abbrechen der Stopfenfliigel aufgrund einer zu friihen

Degradation bei einem noch nicht eingewachsenen (reendothelialisierten) Stopfen
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denkbar.

Auch bei bereits zugelassenen Verschlusssystemen wurde tber Dislokationen der
Verschlusseinheiten berichtet. Beispielsweise wird in einer Veroffentlichung aus
dem Jahr 1998 ein Fall beschrieben, bei dem ein Angio-Seal®-System nicht nur mit
seinem Polymeranker, sondern auch mit seinem extravasalen Anteil, einem
Kollagenpfropf, vollstandig intravasal zu liegen kam und zu einem akzidentiellen

Verschluss der A. femoralis communis des Patienten flhrt (Silber et al., 1998).

Nach dem Ziehen einer arteriellen Zugangsschleuse kommt es beim Verschluss der
Punktionsl&sion sowohl bei den Verschlusssystemen als auch bei der manuellen
Kompression zumindest fir kurze Zeit zu unterschiedlich stark ausgeprégten

perivaskularen Blutungen aus der Punktionsstelle.

Nach einer Schleusenextraktion kommt es in Abhéangigkeit von dem
Antikoagulationsstatus des Patienten innerhalb von Minuten zur Ausbildung eines
Thrombus. Durch den Kontakt mit Kollagen, das durch die Verletzung der
Arterienwand freiliegt, kommt es zu einer Thrombozyten-Adhésion und zur
Anlockung von Erythrozyten. Die Aggregation sowie die Aktivierung der
Thrombozyten flihrt dann Gber die Freisetzung humoraler Faktoren zur Férderung
einer Proliferation und Migration von glatten Muskelzellen in den Thrombus.
Durch die Infiltration des Thrombus mit inflammatorischen Zellen kommt es
wiederum zu einer Abrdumung der Erythrozyten, Thrombozyten und des Fibrins.
Die Produktion von extrazellularer Matrix durch die glatten Muskelzellen fiihrt zur
Wiederherstellung der GefaBwand (Hoffer & Bloch, 2003; Jorgensen et al., 1967,
Clowes, 1989).

Die durch die Schadigung des Gefalkendothels oder aber auch durch den direkten
Kontakt zwischen der Fremdoberflache eines Implantats mit dem Blutstrom
mdogliche Formation eines Thrombus stellt eine gefiirchtete Komplikation an der
Implantationsstelle dar. Durch die Thrombenformation kann es unter Umstéanden
zu einem GefaRverschluss oder einer Thrombembolie kommen (Sigler, Paul &
Grabitz, 2005; van Kampen & Gibbons, 1979; Krumsdorf et al., 2004).

Eine Studie aus dem Jahr 2010, bei der in einem Schafmodell die Thrombusbildung
nach Kathetereingriffen und anschliefender manueller Kompression untersucht
wurde, konnte jedoch zeigen, dass histologisch 30 Min. nach der Explantation in

32 von 38 Fallen ein intraluminaler Thrombus festgestellt werden konnte. Darunter
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waren 9 polypoide intraluminale Gerinnsel, die zwischen 3-4 mm groR waren (siehe
Abbildung 52) (Kim et al., 2010).

Abbildung 52: (c) und (d) Polypoide Thromben nach manueller Kompression;
(aus Kim et al. (2010)).

Auch in der vorliegenden Arbeit konnten in einem groRen Teil der Préparate

intraluminale Thromben beobachtet werden. Die Thromben waren vor allem im
Randbereich und unter den Verschlussstopfen, aber auch den Verschlussstopfen
aufsitzend vorzufinden. Dennoch gilt es festzuhalten, dass die vorgefundenen
Thromben nicht prominent intraluminal lagen und somit zu keiner wesentlichen
GefaBverengung fihrten. Einzige Ausnahme war das in Abbildung 43 sichtbare
Préparat: Der im Schnitt zu sehende Thrombus dirfte jedoch auf eine Verletzung
der dem Stopfen gegentberliegenden GefélBwand zuriickzufiihren sein. Zu dieser
Verletzung ist es wahrscheinlich wéhrend des Legens der Zugangsschleuse
gekommen. In der Studie von Kim und Kollegen (Kim et al., 2010) wurden des
Weiteren auch Dissektionen der Gefalwand beobachtet. Die Autoren der Studie
gehen davon aus, dass die Dissektionsverletzungen auf die verwendete 8F
Zugangsschleuse zurtickzufuhren ist. Auch in der hier vorliegenden Studie, bei der
eine arterielle Zugangsschleuse gleicher GroRRe verwendet wurde, kam es bei einem
der Praparate (siehe Abbildung 32) zu einer Dissektion der Gefalwand, welche
wohl durch eine durch die Schleusenlegung von der Perforationsstelle ausgehende
Wihlblutung verursacht worden ist.

Aufgrund der antithrombotischen Eigenschaften von Endothelzellen ist es
wiinschenswert, dass es nach der intravasalen Implantation eines Biomaterials zu
einer raschen Reendothelialisierung kommt (Sigler, Paul & Grabitz, 2005;
Radomski, Palmer & Moncada, 1987).

Bei der histologischen Beurteilung der VVerschlussstopfen aus der hier vorliegenden
Studie konnte bei einem neun Tage alten Prdparat der Beginn einer
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Neointimabildung und bei den élter als 23 Tage alten Préparaten eine

Reendothelialisierung gezeigt werden.

Die Zusammensetzung einer ,,normalen Fremdkorperreaktion® im Rahmen der
Wundheilungsreaktion nach der Implantation eines Biomaterials ist abhangig von
der Beschaffenheit und dem Material des Implantats. Granulationsgewebe, sowie
Fremdkorperriesenzellen sind daran in unterschiedlichen Anteilen beteiligt
(Anderson, 2013).

Bei der histopathologischen Beurteilung der HE-Schnitte der Akutpraparate (0-3
Tage alt) konnten im perivasalen Bereich frische punktionsbedingte Blutungen, die
bei den dlteren Préparaten (3-30 Tage) in granulierend fibrosierende Entziindungen

Ubergegangen waren, festgestellt werden.

In dieser Studie konnte bei nahezu allen ab zwei Tage alten Préparaten eine lokale
Ausbildung eines Granulationsgewebes im Rahmen einer Wundheilungsreaktion
gezeigt werden. Fremdkorperriesenzellen konnten hingegen nur bei einem 16 Tage
alten Préparat (siehe Abbildung 46), bei dem es zu einer Dislokation eines
Flugelanteils gekommen ist und bei einem 23 Tage alten Préparat (siehe Abbildung
49), mit einem im Gewebe zum Liegen gekommenen Verschlussstopfen, gesehen
werden. Die in einigen Praparaten vorzufindenden neutrophilen Granulozyten sind
entweder im Rahmen der durch die Punktionsldsion entstehenden Blutung
angeschwemmt worden und oder waren an einer Abrdumreaktion (resorptiven
Entzindung) beteiligt. Eine ausgeprégte eitrige Entziindung konnte jedoch nicht

festgestellt werden.

3. Limitationen und Schlussfolgerungen

Trotz der Tatsache, dass eine Extrapolation der Ergebnisse eines Tiermodells auf
den Menschen niemals vollstindig mdglich ist, zeigte diese Studie die
grundsatzliche Anwendbarkeit und Funktionalitit des neu entwickelten
Verschlusssystems an einem lebenden Organismus. Es muss jedoch erwéhnt
werden, dass Patienten, die sich kardiovaskuldren Eingriffen unterziehen, haufig
unter zusatzlichen Komorbiditaten, wie z. B. Diabetes oder Bluthochdruck leiden,
welche bei den Versuchstieren so nicht vorgelegen haben. Des Weiteren waren die

Arterien der Versuchstiere im Gegensatz zu vielen Patienten, bei denen eine
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GefaBzugangsschleuse angewendet wird, frei von arteriosklerotischen
Verénderungen, was sich letztlich positiv auf den Heilungsprozess nach einer
Schleusenlegung auswirken kann. Dem ist jedoch entgegenzuhalten, dass der
Gefalldurchmesser der A. carotis des Schafes etwas Kleiner als der einer
menschlichen Femoralarterie ist (Byrom et al., 2010), was sich mdglicherweise
wiederum aufgrund der auf eine humane Femoralarterie abgestimmten
GroRenverhaltnisse des angewendeten Verschlusssystems negativ auf den

Heilungsprozess beim Versuchstier auswirken kann.

Aullerdem gilt es festzuhalten, dass die Anwendung bildgebender Verfahren
(Angiographie) wahrend der Versuche hilfreich gewesen ware, um die Prozedur der
Schleusenlegung und der Stopfenapplikation zu erleichtern. Mdglicherweise waren
dadurch weniger Manipulationen der GefaRe und des umliegenden Gewebes
hervorgerufen worden. Zusétzlich hatte dadurch die Lage der Verschlussstopfen
intra vitam wéhrend des Versuchszeitraums in Follow-up-Untersuchungen

dargestellt werden konnen.

Dennoch reichte die limitierte Anzahl von sechs Versuchstieren dieser Pilotstudie
aus um aufzuzeigen, dass mit dem neu entwickelten Verschlusssystem
grundsatzlich ein effektiver, sicherer Verschluss einer arteriellen Punktionslasion
nach einer Schleusenlegung maglich ist. Das System hat die Fahigkeit, eingefiihrt
uber eine bereits liegende Schleuse, unter 90 s fir eine vollstandige &aufRerlich
sichtbare Blutstillung zu sorgen. Im 30 Tage alten Schnittpraparat wurde zudem ein
von Neoendothel (berzogener in die Gefalwand eingewachsener
Verschlussstopfen vorgefunden. Dartiber hinaus waren keine durch die
Stopfenapplikation bedingten Verénderungen des Allgemeinbefindens der Tiere
feststellbar.

Dennoch ware es wiinschenswert, dass in weiteren Studien die Verlasslichkeit und

die Sicherheit des Systems genauer eruiert und validiert wird.

Durch den flr die Materialauswahl des In-vivo-Versuchs durchgefuhrten In-vitro-
Teil dieser Studie kann aufgrund der darin enthaltenen
H&mokompatibilitdtsuntersuchungen davon ausgegangen werden, dass von dem
eingesetzten Stopfenmaterial fiur den intravasalen Einsatz beziiglich der

Blutvertraglichkeit nur geringe Risiken auszugehen scheinen.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Entwicklung, Evaluierung und Validierung einer Vorrichtung zum
Schnellverschluss von Gefal3punktionen nach perkutanen transluminalen,

kardiologischen und radiologischen Eingriffen

In dieser praklinischen Machbarkeitsstudie wurden zundchst zahlreiche In-vitro-
Tests durchgefiihrt, in denen die Materialauswahl, das Design, die
H&mokompatibilitat und auch die Handhabbarkeit mehrerer, in Zusammenarbeit
zwischen dem UKT (Universitatsklinikum Tabingen) und dem ITV (Institut far
Textil- und Verfahrenstechnik) in Denkendorf (Projektpartner) entwickelter
Varianten eines neuartigen arteriellen Verschlusssystems tberprift wurden. Im
Anschluss wurde vom ITV auf der Grundlage der Erkenntnisse der In-vitro-Tests
ein Verschlusssystem-Prototyp des Applikators mit Verschlussstopfen (bestehend
aus einem hochelastischen und resorbierbaren Spezialpolymer) hergestellt. Dieser
Verschlusssystem-Prototyp wurde anschlieBend erstmalig im Rahmen dieser
Pilotstudie in vivo in einem Schafmodell eingesetzt. Dadurch sollten sowohl die
Praktikabilitat als auch die biokompatiblen Eigenschaften des Devices gezeigt
werden und erste Hinweise auf die Sicherheit und die Effektivitdt des neu
entwickelten Devices gewonnen werden. Im Zuge der In-vitro-Tests wurde
zunachst das Spann- und Ruckstellverhalten von zehn sich in ihrer
Materialzusammensetzung unterscheidenden Verschlussstopfen beim Einzug in
einen Testapplikator bewertet. Sechs der zehn Materialien wurden anschliel}end
aufgrund ihrer geeigneten Spann- und Rickstellkraft fir weitere In-vitro-Tests
herangezogen. In einem weiteren In-vitro-Versuch wurden sechs verschiedene
Stopfen aus unterschiedlichen Materialien in einem Schweineaorten-Flussmodell
implantiert und hinsichtlich ihrer Verankerung in der GefaRwand bewertet. Dabei
zeigte nur der Stopfen mit dem Material MEUV 12 eine unzureichende
Verankerung. Aufgrund der Ergebnisse der ersten beiden Tests wurde eine
Vorauswahl getroffen und mit je drei Stopfen von sechs unterschiedlichen
Materialien (MEUV 7, MEUV 11, MQ 3, MQ 2, MQ 3 violett, MQ 2 violett) eine
H&mokompatibilitatsprufung  durchgefiihrt.  Zundchst wurden dazu die
Verschlussstopfen 90 Min. bei 37° Celsius in leicht heparinisiertem (1 U pro ml
Blut) humanen Vollblut auf einer Rocking Platform inkubiert. Im Anschluss
erfolgte die Bestimmung der Konzentrationen der H&mokompatibilitatsparameter

im Probenblut. Dabei diente der Thrombin-anti-Thrombin-Komplex (TAT) als
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Marker fur die Koagulation, der terminale Komplementkomplex (SC5b-9) als
Marker fir die Aktivierung des Komplementsystems, die PMN-Elastase als
Hinweisgeber fiir eine Aktivierung von Leukozyten und B-Thromboglobulin als
Marker fur die Aktivierung von Thrombozyten. Dartiber hinaus wurden auch die
Erythrozyten-, Leukozyten- und Thrombozytenzahlen bestimmt. Dabei konnte bei
keinem der Verschlussstopfen nach 90-minutiger Inkubation eine signifikante
Differenz zur Kontrollgruppe (Blut ohne Stopfen) festgestellt werden. Die dennoch
feststellbaren Differenzen zwischen den Baseline-Werten (Probenblut nicht
inkubiert) und den Werten nach den Inkubationen waren auf modellinduzierte
Backgroundaktivierungen zurlickzufiihren. Diese Ergebnisse deckten sich auch mit
der nach der Inkubation durchgefiihrten rasterelektronenmikroskopischen
Untersuchung der Verschlussstopfen, an denen meist nur eine lokale Adh&sion von
Thrombozyten, Erythrozyten, Fibrinfaden und Leukozyten festgestellt werden
konnte. AulRerdem wurden in weiteren Versuchen mit Schweineaorten-Modellen
sich in der Anzahl ihrer Fligel oder in der Winkelung ihrer Grundkoper
unterscheidende Verschlussstopfen getestet. Dabei kam es wahrend der Testung bei
einem der 6-flugligen Stopfen zum Abbruch eines Fligels. Bei der Testung der
Stopfenwinkelung ergaben sich beziglich der Dichtigkeit nur geringfligige
Unterschiede. Mit dem aus den Erkenntnissen der Vorversuche vom ITV
hergestellten Verschlussstopfen-Prototyp (Material MQ 2, ein kurz resorbierbares
hochelastisches Spezialpolymer, ausgestattet mit funf Fligeln und einer 85°
Winkelung des Grundkérpers) wurde letztlich eine In-vivo-Machbarkeitsstudie an
sechs Merinoschafen durchgefihrt. Dabei wurden insgesamt 29 Versuche
unternommen eine Gefalzugangsschleuse tber Seldingertechnik in eine der beiden
Carotiden der Versuchsschafe einzubringen, das Verschlusssystem uber die
liegende Schleuse vorzuschieben und nach der Entfernung der Zugangsschleuse nur
den Verschlussstopfen in der GefdBwand zuriickzulassen. Dabei waren 25 der 29
Stopfenapplikationen technisch erfolgreich. Bei 21 der technisch erfolgreichen
Stopfenapplikationen gelangen das Einfihren des Verschlusssystems und der
anschliefende Verschluss der Punktionsstelle mit dem zurtickgelassenen
Verschlussstopfen in einer Zeit unter 90 s. In nur drei Fallen dauerte der
Applikations- und Verschlussvorgang zwischen 90 und 180 s und lediglich in einem
Fall Gber 180 s. Innerhalb des Versuchszeitraums (30 Tage pro Schaf) wurden die
Implantationen der Verschlussstopfen bei den einzelnen Schafen in

unterschiedlichen Zeitabstdnden vorgenommen. Ein Schaf verstarb einen Tag nach
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der  dritten  Stopfenlegung, die  komplikationslos  verlaufen  war,
hdchstwahrscheinlich an einer Pansentympanie. Die anderen Schafe waren bis auf
die an zwei Versuchstieren festgestellten, kleineren (< 2 cm) Verdickungen im
Halsbereich wahrend des Versuchszeitraums Klinisch unauffallig. Bei der
Explantation der Carotiden konnten 16 (64 %) der 25 technisch erfolgreichen
Stopfenapplikationen in der GefalRwand, finf (20 %) im umliegenden Gewebe und
vier (16 %) gar nicht aufgefunden werden. Durch die Herstellung von Diinnschliff-
und Paraffinpraparaten und deren anschliefender Farbung (HE- und Masson-
Trichrom-Farbung) konnte erstmalig eine kontinuierliche histologische Beurteilung
der Verschlussstopfen in der GefaBwand im Zeitraum zwischen 0-30 Tagen
vorgenommen werden. Eine beginnende Neointimabildung konnte das erste Mal an
einem neun Tage alten Prdparat gesehen werden und ab den 23 Tage alten
Préparaten konnte eine Reendothelialisierung der Verschlussstopfen beobachtet
werden. Bei den Akut-Praparaten (0-2 Tage) konnten frische punktionsbedingte
Blutungen, in den dlteren Préparaten in einen granulierend-fibrosierenden Zustand
Ubergegangene Entziindungen festgestellt werden. In einigen Préparaten konnten
kleinere intraluminale dem Verschlussstopfen aufsitzende Thromben gefunden
werden. Ein Préparat wies eine vermutlich bei der Schleusenlegung verursachte
Dissektionsverletzung der Gefdlwand auf. Des Weiteren konnte in wenigen
Préparaten eine Dislokation bzw. ein Abbrechen eines Verschlussstopfens

beobachtet werden.

UberschieRende Fremdkorperreaktionen sowie ausgeprégte eitrige Entziindungen
konnten in keinem der Préparate festgestellt werden. Fremdkdrperriesenzellen
konnten lediglich bei einem der im Gewebe zum Liegen gekommenen Praparate

und bei einem der Schnitte mit disloziertem Flugelanteil aufgefunden werden.

Bis auf die in einigen Féllen schwierige Schleusenlegung und den etwas kleineren
GefaBRdurchmesser der A. carotis des Schafes im Vergleich zu der A. femoralis des
Menschen erwies sich das Schaf als geeignetes Modell zur Testung eines arteriellen

Verschlusssystems.

Aufgrund der geringen Stichprobe dieser Machbarkeitsstudie waren jedoch vor dem
klinischen Einsatz weitere In-vivo-Testungen mit einem noch ausgereifteren, auf

die GefalRgrolie besser angepassten Verschlusssystem winschenswert.
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VIl. SUMMARY

Development, evaluation and validation of a quick-acting closure-device for
vascular punctures after percutaneous transluminal cardiological and

radiological surgical procedures

Initially in this preclinical feasibility study numerous in vitro tests were performed,
where choice of material, design, hemocompatibility and operability of several
variants of an innovative arterial closure device were examined. These devices had
been developed by UKT (University Hospital Tubingen) in collaboration with ITV
(Institute of Textile Technology and Process Engineering Denkendorf). Based on
the results of the in vitro tests ITV manufactured a closure device prototype of the
applicator with sealing plug (consisting of a highly elastic and resorbable
specialized polymer) which afterwards was used for the first time in vivo in a sheep
model within this pilot study. Hereby practicability as well as biocompatibility of
the device should be proofed. Furthermore initial safety and efficacy hints of the

newly developed device had to be obtained.

In the course of the in vitro tests at first the tensioning and resilience performance
of ten closure devices differing in the composition of their materials were evaluated
during the retraction in a test applicator. Six of the initially tested ten materials were
later used for further tests because of their suitable tensioning and resilience

qualities.

In another in vitro test six distinct plugs consisting of different materials were
implanted in a porcine aorta model and evaluated in regard to their fixation in the
vessel wall. Thereby only the plug consisting of the MEUV 12 material was
insufficiently fixed. Because of the results of the first two tests a preselection was
made, so that a hemocompatibility test with plugs consisting of six different
materials (MEUV 7, MEUV 11, MQ 3, MQ 2, MQ 3 violet, MQ 2 violet), three
plugs each, could be performed. To start with, the closure-plugs were incubated for
90 minutes at 37° C in slightly heparinized human whole blood (1 1U per ml blood)
on a Rocking platform. Thereafter the concentrations of the parameters of
hemocompatibility in the blood samples were determined. In the process the
thrombin-anti-thrombin complex (TAT) served as a marker of coagulation, the
terminal complement complex (SC5b-9) served as a marker for the activation of the

complement system, PMN elastase served as whistleblower for an activation of
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leukocytes, and B-thromboglobulin served as a marker for platelet activation. In
addition, the erythrocyte, leukocyte and platelet counts were determined. After 90
minutes of incubation none of the sealing-plugs showed a significant difference to
the control group (blood without plug). The still detectable differences between the
baseline values (blood samples not incubated) and the values after the incubations
were due to model induced background activations. These results were consistent
with the scanning electron microscopic examination of the sealing plug performed
after incubation, where mostly only a local adhesion of platelets, erythrocytes,
fibrin and leukocytes was found. In addition, in further experiments with porcine
aorta models sealing plugs that differed in the number of their wings or in the
angulation of their basic twill were tested. During the test one wing of one of the
six-winged plugs was broken. When tested the plug angulation arose with respect
to the tightness only minor differences. The findings of these preliminary tests
enabled the ITV to produce a closure device prototype (MQ2 material, a short-
resorbable highly elastic special polymer, equipped with five wings, 85° angulation
of the body) which then was used for our in vivo feasibility study on six merino
sheep. Here, 29 attempts have been made to introduce a vascular access port via
Seldinger technique in one of the two carotid arteries of the experimental sheep, to
advance the closure system over the already defined lock and, after removal of the
access lock, to leave only the closure plug in the vessel wall. 25 of the 29 plug
applications were technically successful. In 21 of the technically successful
applications plug insertion of the closure system and the subsequent closure of the
puncture site with the abandoned plugs succeeded in a time under 90 seconds. In
only three cases the application and closing process took between 90 and 180
seconds and only in one case more than 180 seconds. Within the trial period (30
days per sheep) the implantations of the closure plugs have been made at different
intervals at each sheep. One sheep died one day after the third surgery (that had

been performed without complications) most likely due to a ruminal tympany.

The other sheep were clinically silent during the trial period except smaller (< 2

cm) thickening in the neck recorded on two animals.

In the explantation of the carotides 16 (64%) of the 25 technically successful plug
applications were found in the vessel wall, five (20%) were found in the
surrounding tisse, and four (16%) were not found at all. Through the production of

the thin section and paraffin preparations and their subsequent staining (HE and
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Masson’s trichrome staining) for the first time a continuous histological evaluation
of the sealing plugs in the vessel wall in the period between 0 and 30 days could be
made. An incipient neointimal formation was the first time to be seen on a nine-
day-old specimen, and from the 23-day-old and older specimens a re-
endothelialization of the closure plugs could be observed. In the acute preparations
(0-2 days) fresh puncture-induced bleedings were to be detected, in the older
specimens in granulating-fibrotic conditions devolved inflammations were
ascertained. In some preparations minor intraluminal thrombi, located on the plug,
were found. A preparation had a dissection-injury of the vessel wall, probably
caused during the initial surgical procedure (introduction of the vascular access
port). Furthermore, a dislocation or breaking off of the plug could be observed in a

few preparations.

Excessive foreign body reactions and pronounced purulent inflammations were
observed in any of the preparations. Foreign body giant cells were found in one
preparation where the plug was situated in the tissue and in one section with a

displaced part of a wing.

Except for the sometimes difficult introduction of the vascular access port and the
slightly smaller vessel diameter of the carotid artery of sheep compared to the
human femoral artery, the sheep proved an appropriate model for testing an arterial

closure system.

Due to the small sample of this feasibility study, however, further in vivo testing
with a more mature and better to the vessel size adapted closing system would be

desirable prior to clinical use.
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