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Einleitung

I. Einleitung

1. Poroses Polyethylen in der rekonstruktiven und asthetischen Kopf-Hals-
Chirurgie

1.1. Klinische Anwendungsbereiche von PPE-Implantaten

Rekonstruktive Eingriffe nach Traumata oder Tumorresektion erfordern ebenso wie astheti-
sche Eingriffe im Bereich der kraniofazialen Chirurgie oft den (Wieder-)aufbau von struktur-
und konturgebenden Knorpel-/Knochenanteilen des Gesichtsschadels [1]. Dafiir bietet sich
neben der Verwendung von autologem Donormaterial die Verwendung von alloplastischen
Ersatzmaterialien an [2]. Der Einsatz von autologem Material ist, wenn er auch viele Vorteile
bietet, fir den Patienten meist mit einer erhéhten Morbiditat durch Hebedefekte im Spender-
areal sowie mit einer gro3eren Eingriffsdauer verbunden und erfordert auRerdem oft eine kom-
plexe mehrstufige Operationsplanung mit dementsprechend langwierigen Heilungsverlaufen
[3, 4]. Aus diesem Grund ist die Verwendung von Biomaterialien zur Augmentation von Ge-

websdefekten des kndchernen/knorpeligen Stitzgewebes weit verbreitet [1].

Besonders erfolgreich werden Biomaterialien aus Porésem Polyethylen (PPE) eingesetzt. Da-
bei erlaubt die Struktur des Implantatmaterials mit einer Porengré3e von 100-250 pm das
Einwachsen von Bindegewebsstral3en, das Einsprossen von Gefaf3en und letztendlich nach
einer Einheilungsphase von etwa 2 Wochen eine funktionale Gewebsintegration des Bioma-
terials [2, 5]. PPE, kommerziell erhaltlich unter dem Handelsnamen medpor® (Stryker Corpo-
ration, Kalamazoo, MI, USA), stellt eines der am weitesten verbreiteten und seit Jahrzehnten
standardmaRig eingesetzten Biomaterialien zum Knorpel-Knochenersatz im Bereich der kra-
niofazialen Chirurgie dar [1]. Das Biomaterial ist in zahlreichen Varianten fur verschiedene
Einsatzbereiche im klinischen Alltag verfigbar. Vorgefertigte Implantate werden unter ande-
rem als Orbitabodenersatz [6], zur Ohrrekonstruktion [7] und zur Augmentation und Modifika-
tion des Gesichtsschadels angeboten [8]. AufRerdem kann PPE intraoperativ einfach zuge-

schnitten, geformt, modifiziert und der spezifischen Anwendung angepasst werden oder es
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kénnen sogar fur bestimmte Einsatzbereiche besonders auf die Bedurfnisse des Patienten
angepasste custom-made Implantate bezogen werden [2]. Grundséatzlich ist die Biokompatibi-
litat des PPE-Biomaterials als exzellent zu bewerten und das Material wird seit mehr als 30

Jahren erfolgreich klinisch eingesetzt [9-11].

1.2. Limitationen im klinischen Einsatz von PPE-Implantaten

Trotz der hervorragenden Biokompatibilitat von PPE zeigen klinische Erfahrungswerte, dass
bestimmte Kérperregionen als Implantatlager weniger geeignet sind und Komplikationen bei
bestimmten Anwendungen héufig sind. Dabei umfasst das Komplikationsspektrum Dislokatio-
nen des Implantates aus dem vorgesehenen Implantatlager, Materialbruch, akute, subakute
oder chronische Infektionen im Implantatbereich sowie ein Freiliegen des Implantatmaterials
infolge einer insuffizienten Haut-Weichteil-Bedeckung [1, 12]. Oft ist in Folge dessen eine Ent-
fernung des eingebrachten Implantatmaterials vonnéten. In der Literatur berichtete Komplika-
tionsraten variieren je nach Anwendungsgebiet zwischen 5-20% [4, 8, 13-18]. Zu besonders
komplikationsbehafteten Eingriffen zahlen Operationen im Nasen-Rachenraum [16] sowie der
Einsatz in beispielsweise durch Voroperationen oder Bestrahlung vernarbtem Gewebe [19].
Prinzipiell lasst sich feststellen, dass Komplikationen meist dann auftreten, wenn das Implan-
tatbett in einem Bereich von natlrlicherweise oder iatrogen verminderter Blutversorgung loka-

lisiert ist [19].

Bei einigen Anwendungsbereichen wird diese Problematik umgangen, indem die lokalen Haut-
Weichteil-Verhaltnisse durch lokoregionare Lappenplastiken vor Einbringung des Biomaterials
verbessert werden. So kommt beispielsweise bei der Ohrrekonstruktion mittels PPE eine tem-
poroparietale, gefaligestielte Gewebslappenplastik zum Einsatz, um eine adaquate Weichteil-
bedeckung des Implantatmaterials zu gewahrleisten [7]. Allerdings ist ein solches Verfahren
nur moglich, sofern eine hinreichend dimensionierte Lappenplastik im rekonstruierten Areal
zur Verfugung steht, was die Applikationen bei Tumor- oder Traumarekonstruktionen und im

anatomisch kleinrAumigen Operationssitus limitiert.

-8-
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2. Mechanismen der Biointegration von PPE-Implantatmaterial

Von besonderer Bedeutung fur eine erfolgreiche Integration von porésen Biomaterialien ist die
frihe Phase der Gewebsintegration, wahrend derer sich Blutgefal3e und Bindegewebe in den
Poren des Implantates bilden [20-22]. Gerade solange das Implantat noch nicht bindegewebig
und vaskular fest ins umliegende Gewebe integriert ist, besteht ein hohes Risiko fur Kompli-
kationen wie Infektion, Dislokation oder AbstoRung, welche eine Entfernung des Implantatma-
terials notwendig machen konnen. Werden die Poren des Implantatmaterials vor einer funkti-
onellen Gewebsintegration bakteriell besiedelt, so kbnnen Mikroorganismen den korpereige-
nen Abwehrmechanismen durch Formierung eines Biofilms entkommen und diese Komplika-
tionen verursachen [23, 24]. Mit der Entwicklung von voll ausgebildeten Gefal3netzwerk- und
Bindegewebsstrukturen im Implantat wird es der kdrpereigenen Immunabwehr moglich, diese
Komplikationen zu unterbinden. Zudem wird das Implantatmaterial bei Bedarf hierdurch einer

systemischen Antibiotikatherapie zugéanglich [1].

Im Allgemeinen werden somit eine schnelle strukturelle und vaskuldre Gewebsintegration so-
wie eine maRige initiale Entziindungsreaktion als Grundvoraussetzungen fiir eine erfolgreiche

Biointegration von PPE-Biomaterialien angesehen [20, 22].

Sofort nach Implantation wird das Implantatmaterial mit den Proteinen des Wundexsudates
eingekleidet [25-27]. Als erste zellulare Komponenten werden Leukozyten aus dem Gefal3bett
des umgebenden Implantatlagers rekrutiert [28]. Sodann erfolgt die vaskuldre Erschlieung
der Poren durch endotheliale sprout-Formierung sowie abschliel3end der bindegewebige Ein-

bau des Implantatmaterials [22, 29].

2.1. Leukozytenrekrutierung

Den ersten Schritt stellt bei der Wundheilung ebenso wie bei der Biointegration eines alloplas-

tischen Implantatmaterials zunachst die Rekrutierung der Zellen des Immunsystems aus den
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MikrogefaRen des Wundbettes dar. Hierdurch werden eingedrungene Pathogene effektiv be-
kampft sowie geschadigtes Gewebe abgeraumt und umgebaut [30, 31]. Diese Rekrutierungs-
prozesse finden im Bereich der postkapillaren Venolen statt [32].

Durch infolge einer Gewebsschadigung freigesetzte proinflammatorische Faktoren, Chemo-
kine und Zytokine erfolgt eine Aktivierung der GefalRendothelzellen mit vermehrter luminaler
Expression und Translokation von Adhasionsmolekilen und Chemokinen. Hierdurch treten
Leukozyten, vor allem vermittelt tber Selektine und Integrine, in Kontakt mit den Endothelzel-
len und beginnen zunachst im GefalZlumen in Flussrichtung des Blutstromes am Endothel ent-
lang zu rollen [33-37]. Bei weiterer Leukozytenaktivierung durch auf dem Endothel prasentierte
Chemokine kommt es zu einer Verlangsamung der Rollgeschwindigkeit und schlussendlich zu
einer festen Adharenz der Leukozyten am GeféaRendothel. Diese Vorgange sind wiederum
malfdgeblich durch Integrine vermittelt [38-44]. Sodann erfolgt das Absuchen des Endothels
durch die jeweiligen Leukozyten nach einer geeigneten Durchtrittsstelle fiir die Transmigration
ins Gewebe. Dabei missen Endothelzellschicht, Basalmembran sowie Perizytenschicht
durchdrungen werden [45, 46]. Im Anschluss folgen die Leukozyten bei der Migration durch
das Interstitium Chemokingradienten, um den Ort der Gewebsschadigung zu erreichen (ver-

gleiche Abbildung 1) [30, 32, 47-50].

Aktivierung
Einfangen
\ Transendotheliale Migration
Rollen Langsames Arrest Adharenz Intravaskulares [parazellul'ar L
Rollen Kriechen
20 & & O -
C o o o o o o O
\ R S R G S J\ : {g !
Endothelzelle ‘

Basalmembran

Abbildung 1: Vereinfachte schematische Darstellung der Schritte der Leukozytenrekrutierung aus der
postkapillaren Venole ins entziindete Gewebe (modifiziert nach [30], siehe auch [32, 47-50]).
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Bei der Transmigration durch die GefaRwand ebenso wie bei der interstitiellen Migration ist
das richtige Verhaltnis von Proteolyse zur Antiproteolyse von entscheidender Bedeutung. Pro-
teasen und deren Inhibitoren interagieren mit spezifischen Rezeptoren, mediieren und modifi-
zieren das lokale Zusammenspiel verschiedener Chemokine und ermoglichen dadurch die
Zellmigration. In diesem Zusammenhang sind vor allem Matrix-Metalloproteinasen, Serin-Pro-
teasen sowie deren Inhibitoren und Interaktionspartner von zentraler Bedeutung [51, 52]. Ei-
nen entscheidenden Beitrag hierzu liefern auch die Komponenten des Plasmin-Aktivierungs-

Systems sowie das matrizellulare Bindeprotein Vitronektin (VN) [53-60].

2.2. Angiogenese

Grundsatzlich gilt eine schnelle vaskulare Erschlielung des Implantatmaterials als Grundvo-
raussetzung flr eine erfolgreiche Biointegration von PPE. Im Adulten kann eine Neuformierung
von Gefal3en einerseits Uber sprouting und andererseits Uber splitting erreicht werden. Beim
sprouting findet eine NeuerschlieBung eines Gewebsareals durch Ausbildung eines neuen
Gefal3astes, meist im Bereich der postkapillaren Venolen, statt. Beim splitting hingegen wird
ein bestehender Gefal3ast aufgeteilt [20, 61-63]. In der Regel finden diese Prozesse im Rah-
men der Angiogenese parallel statt, jedoch muss ein bisher nicht vaskulér erschlossenes Bio-
material zunachst mittels sprouting Anschluss an die Zirkulation finden, bevor Prozesse des

vaskularen remodeling stattfinden kdnnen [22].

Unter dem Einfluss proangiogener Faktoren, welche beispielsweise von Leukozyten sezerniert
oder durch Proteolyse aus der extrazellularen Matrix im umliegenden Gewebe freigesetzt wer-
den, formiert sich aus residenten Endothelzellen der umliegenden Gefalie eine sogenannte tip
cell, welche die Fuhrungsrolle im folgenden vaskuléaren sprouting tbernimmt. Typische proan-
giogene Faktoren bilden neben der Klasse des Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)
der Platelet Derived Growth Factor (PDGF), der Transforming Growth Factor (TGF beta), der
Fibroblast Growth Factor (FGF) sowie das Angiopoetin-System (ANG/TIE) [64, 65]. Zudem

beeinflussen zahlreiche weitere Mediatoren und Effektoren aus dem Bereich der Inflammation

-11 -
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und Wundheilung, auf welche im Folgenden noch néher eingegangen werden soll, die Ge-

faneubildung [66-73].

Die tip cell vermag uber Filopodia einen Gradienten von proangiogenen Faktoren zu ermitteln
und somit die gerichtete Angiogenese zu dirigieren. Die Verlangerung des neu gebildeten Ge-
falRastes Ubernehmen die sogenannten stalk cells, ebenfalls aus dem UrsprungsgefaR rekru-
tierte Endothelzellen. Bei der Kommunikation zwischen tip- und stalk cells spielt der Delta-like
4 [ notch-Pathway eine bedeutende Rolle. Nicht abschlieRend geklart ist, ob tip cells die stalk
cells durch gerichtete Migration ins Gewebe ,ziehen® oder die tip cells von den proliferierenden
stalk cells durch das Gewebe ,geschoben” werden [64, 74, 75]. Parallel hierzu erfolgt die For-

mierung eines Lumens im sich neu formenden GefalRast (vergleiche Abbildung 2).

A B

Lumenformierung

Endothelzellen
Perizyten

Proangiogene
/ Wachstumsfaktoren

@7 Leukozyt

tip cell

Rekrutierung von
Perizyten

tip cell

Basalmembran

Blutfluss

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Prozesse beim endothelialen sprouting: A) Initiierung
der Angiogenese und tip cell Formierung, B) Elongation des sprouts tber stalk cells, Formierung des
Lumens und Rekrutierung von Perizyten, C) Remodeling und Netzwerkkonsolidierung (modifiziert
nach [59]).
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Die Rolle von Perizyten sowie die zeitlichen Ablaufe deren Proliferation und Migration bei den
Prozessen des sproutings bleibt nach wie vor umstritten, jedoch ist die Umkleidung des Ge-
faknetzwerkes mit Perizyten von essentieller Bedeutung fur die Ausbildung und Aufrechter-
haltung eines funktionellen Gefal3netzwerkes [76, 77].

Nach Etablierung einer funktionellen Gefal3perfusion erfolgt ein remodeling der neu gebildeten
mikrovaskularen Gefal3netzwerke sowie die Schaffung einer den lokalen Bedirfnissen ange-

passten Netzwerkarchitektur.

2.3. Bindegewebige Integration

Im letzten Schritt der Biointegration erfolgt parallel zur Vaskularisation des Implantatmaterials
die bindegewebige Verkniipfung und Vernetzung des alloplastischen Materials mit dem um-
gebenden Implantatlager. Dies ist von essentieller Bedeutung, um sekundare Dislokationen
des Implantates mit darauffolgender Implantatprotrusion und Implantatextrusion durch die
Haut zu verhindern [78, 79]. Die Bildung von kollagenem und ossifizierendem Bindegewebe in
den Implantatporen ist seit langem bekannt und sowohl tierexperimentell als auch anhand von
explantierten Gewebeproben am menschlichen Patienten gut belegt [80-84]. Ausgehend vom
umgebenden Wundgewebe werden Fibroblasten analog zu Endothelzellen zur Migration in die
Poren des Impantatmaterials stimuliert. Diese sorgen Uber die Deposition von extrazellularen
Matrixkomponenten, allen voran Kollagen, flr den bindegewebigen Einbau des Implantatma-

terials [85-88].

3. Tissue engineering an PPE-Implantatmaterial

Aufgrund der zuvor beschriebenen Limitationen der Anwendung von PPE-Implantaten im Be-
reich der kraniofazialen Chirurgie kamen in den letzten Jahren verschiedene Ansatze aus dem

Bereich des tissue engineering zur Verbesserung der Eigenschaften des Implantatmaterials

-13 -
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zum Einsatz. Erklartes Ziel dabei war es, die Ablaufe der hdchst relevanten frihen Integrati-
onsphase von PPE-Biomaterial zu verbessern und insbesondere zu beschleunigen, um das
Zeitfenster, in dem Komplikationen, welche den Operationserfolg gefahrden, auftreten kénnen,
zu verschmalern. Hiermit soll eine bessere Vertraglichkeit und eine geringere Komplikations-
rate insbesondere bei unglnstigen Priméarvoraussetzungen flr eine Biointegration des Implan-
tatmaterials erreicht werden und somit der klinische Einsatzbereich dieses Implantatmaterials

erweitert werden [23].

In diesem Zusammenhang wurden bisher verschiedene Ansétze verfolgt. Einerseits wurde das
PPE-Implantatmaterial mit verschiedenen Zellpopulationen oder Bindegewebsbruchstiicken
vitalisiert. So konnte das Implantatmaterial erfolgreich mit zuvor isolierten Chondrozyten, Adi-
pozyten und Fibroblasten vitalisiert werden, wobei jedoch nur eine eingeschrankte Verbesse-
rung der Biokompatibilitét erreicht werden konnte. Zudem konnte gezeigt werden, dass eine
Vorbesiedelung des Implantatmaterials mit zuvor aus Fettgewebe isolierten mikrovaskularen
Fragmenten maoglich ist und in vivo zur Vaskularisation des Implantatmaterials beitragt [20, 89-
93]. Andererseits wurden bioaktive Beschichtungen mit Chemokinen und Wachstumsfaktoren

(MALP-2, EGF, FGF, VEGF) erfolgreich zum Einsatz gebracht [23, 83, 94-96].

Allen diesen Ansatzen gemein ist, dass multiple exogene Faktoren in das System eingebracht
werden. In der Klinischen Anwendung wirft dies Fragen beziglich der Sicherheit der vorge-
schlagenen Verfahren auf [97, 98]. Aul3erdem sind die eingesetzten bioaktiven Beschichtungs-
prozesse mehrschrittig und aul3erst komplex, was eine Anwendung im klinischen Alltag weiter
erschwert [23]. Aus diesem Grund bestehen aktuelle Bestrebungen im Bereich des tissue en-
gineering, mit minimaler Manipulation endogener biologischer Prozesse durch ein fine tuning”
den Heilungserfolg zu beschleunigen. Dabei werden korpereigene Systeme zur Modulation
der Wundheilung und Angiogenese insofern modifiziert, dass endogene Faktoren aktiviert

bzw. verstarkt werden und somit durch einen minimalen Eingriff in biologische Prozesse eine

Verbesserung der Gewebsintegration des Implantatmaterials erreicht wird [21, 89, 99].
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Klinisch bereits erfolgreich eingesetzt wird ein Verfahren, bei dem PPE-Implantate fir be-
stimmte Anwendungen mit oxydierter Zellulose und Patientenblut, das eine Vielzahl von un-
spezifischen Wirkfaktoren, unter anderem aus dem Bereich des fibrinolytischen Systems, ent-

halt, beschichtet werden [100, 101].

4. Zielmechanismen fir tissue engineering an PPE

Die Biointegration eines alloplastischen Implantates stellt einen héchst komplexen Vorgang
dar, bei dem eine Vielzahl von molekularen Mechanismen zum Tragen kommt. Besonderes
Augenmerk soll hierbei im weiteren Verlauf auf Prozesse der Fibrinolyse im Wechselspiel mit

immunologischen Reaktionen, Angiogenese und Wundheilung gelegt werden.

4.1. Das fibrinolytische System

Blutgerinnung, Entziindungsreaktion und Wundheilung sind drei biologische Prozesse, deren
Interaktionen und Kooperation in den letzten Jahren immer deutlicher zu Tage treten. In die-
sem Zusammenhang wurde gezeigt, dass Komponenten des fibrinolytischen Systems neben
ihrem klassischen Aufgabenbereich, der Auflésung von Blutgerinnseln, bedeutende Funktio-

nen bei akuten und chronischen Entziindungsreaktionen innehaben [48, 102-104].

Die Serin-Protease Plasmin bildet das Schlisselenzym im fibrinolytischen System. lhre pri-
mare Aufgabe ist es, Fibrin-Polymere aufzuspalten und damit Uber Aufrechterhaltung eines
Gleichgewichtes zwischen Hamostase und Fibrinolyse eine suffiziente Gewebsperfusion si-
cherzustellen [105, 106]. Plasmin wird aus seinem Pro-Enzym Plasminogen durch proteolyti-
sche Aktivierung Uber seine Aktivatoren urokinase-type Plasminogen Activator (UPA) und
tissue Plasminogen Activator (tPA) freigesetzt [55, 105, 107]. Deren Aktivitat ist mafigeblich
durch den zur Klasse der Serpine gehérenden Plasminogen Aktivator Inhibitor 1 (PAI-1) regu-

liert (vergleiche Abbildung 3) [108].
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Plasminogen

tPA

uPA

Plasmin PAI-1

Fibrinpolymere \ VN

Fibrinabbauprodukte

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Interaktionen im fibrinolytischen System (modifiziert nach
[48]).

Neben dem klassischen Funktionsbereich im fibrinolytischen System wird die Bedeutung des
Plasminogen-Aktivierungs-Systems bei nicht fibrinolytischen Prozessen wie Zellmigration,
-adhasion und -proliferation, Angiogenese sowie inflammatorischen Prozessen immer deutli-
cher [48, 66-71, 102, 103, 109-111]. Hierbei kommt zum Tragen, dass Plasmin, die Zielpro-
tease des Plasminogen-Aktivierungs-Systems, Bestandteile der endothelialen Basalmembran
wie Laminin, Thrombospondin und Fibronektin auftrennen kann und zudem Matrix-Metallopro-
teinasen (MMPSs) in ihre biologisch aktive Form Uberfiihrt. Diese wiederum spalten zahlreiche
weitere Strukturproteine und beeinflussen hierdurch Prozesse der perizellularen Proteolyse
bei Zellmigration, -invasion, Inflammation und weiteren physiologischen und pathophysiologi-
schen Prozessen [72].

Jedoch sind auch weitere, von der Plasminaktivierung unabhangige, spezifische rezeptorver-
mittelte Funktionen der Komponenten des Plasminogen-Aktivierungs-Systems bekannt. Hier
ist beispielsweise anzufihren, das uPA, vermittelt Uber den uPA-Rezeptor, chemotaktisch auf
bestimmte Leukozytensubpopulationen wirkt und — hier jedoch unabhangig vom uPA-Rezep-

tor - Leukozyten im Bereich der Mikrozirkulation rekrutiert [59, 102]. tPA hingegen vermittelt
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eine Leukozytenrekrutierung sowohl Uber proteolytische als auch Uber nicht-proteolytische
Funktionen [103]. PAI-1 beeinflusst, vermittelt Gber die Interaktion mit VN, Zelladhasion und

Migration [53, 66, 112].

Weiterhin wurde in diesem Kontext bereits gezeigt, dass der Serin-Protease Plasmin aufgrund
dieses facettenreichen Interaktionsprofils eine bedeutende Rolle bei Integrationsprozessen
von Biomaterialien zukommt [113]. Die Bedeutung des Plasminogen-Aktivierungs-Systems im

Kontext der Biointegration von PPE wurde bis dato jedoch nicht nédher betrachtet.

4.2. Vitronektin

Vitronektin (VN) ist ein multifunktionales Glykoprotein, welches das hdmostatische System mit
Zellfunktionen vaskularer Zellen funktionell verknlpft [56, 114, 115]. Das Plasmaprotein wird
zudem durch Extravasierung préferentiell in Bereichen einer Gewebsschadigung durch
Trauma oder Entziindungsreaktionen angereichert [73, 114]. Dabei ist VN (ber eine Modula-
tion von Zellmigration und —proliferation fur viele Prozesse im Bereich von Entziindungsreak-
tionen, Angiogenese und Wundheilung von fundamentaler Bedeutung [60, 116]. AuRerdem
interagiert VN intensiv mit Plasminogen sowie dem Plasminogen-Aktivierungs-System, insbhe-
sondere PAI-1, uPA und dem uPA-Rezeptor, sowie vielen Wachstumsfaktoren aus dem Be-
reich Angiogenese und Wundheilung, wie beispielsweise VEGF, EGF, FGF sowie TGF-beta

[57, 73, 116-120] (vergleiche Tabelle 1).

-17 -



Einleitung

Wachstumsfaktoren

Epidermal Growth Factor (EGF), basic Fibroblast Growth Factor (bFGF), Insulin-like Growth
Factor Il (IGF-1I), IGF-binding protein 2-5 (IGFBP-2-IGFBP-5), Hepatocyte Growth Factor
(HGF), Transforming Growth Factor B1, 2 (TGF-1, 2), Vascular Endothelial Growth Factor
A (VEGF A), Angiopoietin-1, 2

Chemokine

Interleukin 2, 3, 4, 5, 6, 7, 12, C-C Motiv Chemokine

Proteasen/Inhibitoren

Plasminogen Activator Inhibitor 1 (PAI-1), Gelatinase A (MMP-2), Matrilysin (MMP-7), Ma-
trix Metalloproteinase-26 (MMP-26), Plasminogen, Anti-Thrombin ll|

Strukturproteine

Fibrinogen, Integrin 1, 3, 6, 8, a8, Kollagen a1A, a2A

Rezeptoren

Tumor necrosis factor receptor 11B (TNF-R 1IB), urokinase type Plasminogen Activator Re-
ceptor (UPAR)

Tabelle 1: Ausgewahlte, im Kontext von Inflammation, Angiogenese und Wundheilung relevante Inter-
aktionspartner von VN (modifiziert nach [114]).

Die Funktion von VN —insbesondere im Wechselspiel mit dem Plasminogen-Aktivierungs-Sys-
tem — bei der funktionellen Gewebsintegration von PPE ist jedoch bisher weitgehend unbe-

kannt.
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5. Fragestellung

Auf Grundlage der dargestellten Zusammenhénge soll im Rahmen der vorliegenden Arbeit
beantwortet werden, welche Bedeutung die Hauptbestandteile des fibrinolytischen Systems
(UPA, tPA, PAI-1) sowie das Glykoprotein VN fur die Biointegration von Implantaten aus PPE

besitzen.
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Il. Material und Methoden

1. Vorbemerkung

Die im Folgenden beschriebenen Experimente wurden im Zeitraum von 11/2010 bis 11/2015
in den Einrichtungen des Instituts flr Chirurgische Forschung im Walter-Brendel-Zentrum flr
Experimentelle Medizin der Ludwig-Maximilians-Universitéat Minchen durchgefuhrt. Die ent-
sprechenden Tierversuche wurden unter Aktenzeichen 55.2-1-54-2532-115-10 durch die Re-

gierung von Oberbayern genehmigt.

Die Versuchsdurchfiihrung und —auswertung erfolgten verblindet, erst nach Abschluss der
Auswertung wurden die Versuchsnummern wieder den entsprechenden Versuchsgruppen zu-

geordnet.

2. Versuchstiere

Zur Durchfiihrung der In-vivo-Versuche kamen weibliche Mause unterschiedlicher Zuchtlinien
als Versuchstiere zum Einsatz. Die Mause wurden mit einem Koérpergewicht von etwa 25-30g
im Alter von etwa 8-16 Wochen fiir die Experimente eingesetzt. Bis zum Experiment wurden
die Tiere in der hauseigenen Tierhaltung bei einer Umgebungstemperatur von 24°C und einer
Luftfeuchtigkeit von 50% in Gruppen von 3 bis 5 Tieren in Makrolonkafigen gehalten. Wahrend
der eigentlichen Versuchsphase fiir die In-vivo-Experimente wurden die Mause in Einzelkafi-
gen untergebracht. Die Tiere erhielten freien Zugang zu Standard-Tierfutter (Sniff Spezialdia-
ten GmbH, Soest, Deutschland) und Wasser. Auf die strikte Einhaltung eines 12-Stunden Tag-

Nacht-Rhythmus sowie die Vermeidung von Stressfaktoren wurde geachtet.

Zur Analyse der Bedeutung von uPA fir die Biointegration von PPE kamen uPA-defiziente
Mause (generiert aus kryokonservierten Embryonen auf dem C57BL/6J-Hintergrund durch

The Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine, USA; und zur Verfliigung gestellt von Sandip
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Kanse, seinerzeit Institut fir Biochemie, Justus-Liebig-Universitat GieRen, GielRen, Deutsch-

land) zum Einsatz.

Zur Analyse der Bedeutung von tPA fiur die Biointegration von PPE wurden tPA-defiziente
Mause (generiert aus kryokonservierten Embryonen auf dem C57BL/6J-Hintergrund durch

The Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine, USA) untersucht.

PAI-1-defiziente Mause (generiert aus kryokonservierten Embryonen auf dem C57BL/6J-Hin-
tergrund durch The Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine, USA) wurden zur Analyse der

Bedeutung von PAI-1 fur die Biointegration von PPE eingesetzt.

Die Bedeutung von VN fur die Biointegration von PPE wurde anhand von VN-defizienten M&u-
sen (generiert aus kryokonservierten Embryonen auf dem C57BL/6J-Hintergrund durch The

Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine, USA) analysiert.

Als Kontrollgruppen sowie zur Analyse der Auswirkungen einer funktionellen Oberflachenbe-
schichtung von PPE mittels uPA, tPA, PAI-1, VN sowie DFP-uPA und NE-tPA kamen Mause

vom Wildtyp (WT) C57BL/6J (Charles River, Sulzfeld, Deutschland) zum Einsatz.

3. Narkose

Vor Durchfiihrung aller operativen Eingriffe wurden die Versuchstiere durch eine Injektions-
narkose mittels Ketamin/Xylazin (Ketavet 100mg/ml, Pfizer, NY, USA sowie Rompun 2%.
Bayer, Leverkusen, Deutschland) anasthesiert. Dazu wurde zunachst eine Kurznarkose mit-
tels Isoflouran (5,0 Vol.%; Forene ®, Abbott GmbH, Wiesbaden, Deutschland) und N20O bei
einer inspiratorischen Sauerstofffraktion von 0,35 in einer Begasungskammer eingeleitet. Im
Anschluss wurde die eigentliche Narkose durch intraperitoneale Injektion von Ketamin
(100mg/kg Korpergewicht (KG)) und Xylazin, (10mg/kg KG) und Kochsalzldsung im Verhaltnis
2,5:0,5:7 eingeleitet. Die Aufrechterhaltung der Narkose erfolgte durch regelmafiige intraperi-

toneale Injektion von Ketamin (100mg/kg KG) und Kochsalzlésung im Verhaltnis 3:7. Uber den
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gesamten Narkosezeitraum wurde die Korpertemperatur der Versuchstiere durch die Lage-
rung auf einer geeigneten Warmeplatte konstant gehalten. Zudem erfolgte eine Versorgung
der Augen zum Schutz vor Austrocknung mittels Dexpanthenol-haltiger Nasen- und Augen-

salbe (Bayer, Leverkusen, Deutschland).

4. Modell der transparenten Ruckenhautkammer

Das gut in der internationalen Fachliteratur etablierte Modell der transparenten Ruckenhaut-
kammer bietet eine exzellente Mdglichkeit zur repetitiven fluoreszenzgestitzten Darstellung
von Vorgéngen der GefaRneubildung und Gewebsintegration von Biomaterialien sowie der
leukozytédren Rekrutierung im neu gebildeten GefalZnetzwerk in einem chronischen In-vivo-
Versuch. Das Design der Beobachtungskammer sowie die Durchfiihrung der chirurgischen
Praparation erfolgte in der durch Lehr [122] beschriebenen Modifikation zur Erstbeschreibung
durch Algire [123]. Das Modell der transparenten Ruckenhautkammer ist fir den Einsatz bei

zahlreichen Labornagetieren beschrieben [124][125].

4.1. Kammerdesign

Die Beobachtungskammer besteht aus zwei spiegelsymmetrischen Titanplattchen, die mit drei
Bohrungen zur Fixierung mittels dreier Fixierungsschrauben sowie zuséatzliche Bohrungen zur
Fixierung mittels Nahten versehen sind. Der untere Bereich ist zur Anpassung an die anato-
mischen Gegebenheiten am Mausriicken gewinkelt gefertigt. Im zentralen Kammerbereich ist
eine zirkulare, 12 mm im Durchmesser messende Beobachtungsoéffnung angebracht, welche
durch einen mit der Kammer verpressten Titanring den Verschluss der Beobachtungsoffnung
mittels Deckglaschen und Sprengring erlaubt. Zusatzliche Aussparungen zur Gewichtserspa-
rung sind im inferioren Kammerbereich angebracht. Die Fixierungsschrauben werden mittels
Muttern an der ruckwartigen Kammerhélfte befestigt und die zirkulare Beobachtungsoéffnung

der vorderen Kammerhalfte mittels Deckglas (Durchmesser 11,8 mm, Starke 1 mm, Hecht
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Assistent, Sondheim, Deutschland) verschlossen. Die Distanz beider Kammerhalften wird mit-
tels Distanzhilsen auf einen Abstand von 4mm fixiert, um eine Gewebstraumatisierung der

zwischen den Kammerhalften zu liegen kommenden Haut zu vermeiden. Das Gesamtgewicht

der einsatzfertigen Kammer betragt etwa 5 g (vergleiche Abbildung 4 und 5).

Abbildung 5: MaRRstabgerechte schematische Darstellung einer Maus mit Rickenhautkammer.

4.2. Chirurgische Technik

Zur mikrochirurgischen Praparation der transparenten Ruckenhautkammer wurde zun&chst

nach wie oben beschriebener Anésthesie die Rickenhaut der Maus im Operationsgebiet durch
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Rasur und Behandlung mit Enthaarungscreme (elca®med, Asid Bonz, Deutschland) von Fell
befreit. AnschlieRend wurde die Rickenhaut mittels 72%iger Ethanollésung (Cutasept®, Bode
Chemie, Hamburg) desinfiziert und das Versuchstier auf einer steril abgedeckten Warmeplatte
gelagert. Alle folgenden Operationsschritte erfolgten unter streng sterilen Bedingungen. Zuerst
erfolgte unter Diaphanoskopie die Markierung der Gefafdversorgung der dorsalen Rickenhaut
Uber die Arteriae costales, welche in der folgenden Praparation geschont wurden. Sodann
wurde die Rickenhaut im Operationsgebiet mittels zweier Haltenahte (Ethibond Excel 5-0,
Ethicon, USA) im kranialen und kaudalen Bereich aufgespannt. Im Anschluss erfolgte die Im-
plantation der Rickseite der Riickenhautkammer an der dem Operateur abgewandten Seite
der aufgespannten dorsalen Rickenhautfalte. Hierzu wurde die Haut an der Lokalisation der
beiden inferioren Fixierungsschrauben mittels einer 14 G Nadel (Abbocath-T 14 G, Hospira,
Minchen, Deutschland) allschichtig perforiert und die beiden Fixierungsschrauben durch
beide aufgefalteten Seiten der Riickenhaut gefuhrt. Daraufhin erfolgte die Fixierung der Kam-
mer im Bereich des superioren Hautrandes an den entsprechenden Fixierungsléchern am obe-
ren Kammerrand mittels Hautnahten in Einzelknopftechnik (Ethibond Excel 5-0, Ethicon, USA).
AnschlieRend wurde, ebenfalls unter Diaphanoskopie, das zu entfernende Hautareal im Be-
reich des zirkularen Beobachtungsfensters angezeichnet. Danach wurde das Versuchstier um-
gelagert, so dass das Operationsgebiet horizontal vor dem Operateur zu liegen kommt. Unter
l4afacher VergroRerung mittels Operationsmikroskop (Wild M650, Wild AG, Herbrugg,
Schweiz) erfolgte die allschichtige Entfernung der dem Operateur zugewandten Seite der auf-
gefalteten Ruckenhaut sowie die mikrochirurgische Darstellung des Musculus cutaneus maxi-
mus der Gegenseite. Wahrend des gesamten Operationsverlaufs wurde auf eine standige Be-
netzung des Gewebes mit steriler isotonischer Kochsalzlésung geachtet. Im Anschluss wurde
die Beobachtungskammer durch Fixierung der gegenseitigen Kammerhélfte an der oberen
sowie den beiden unteren Fixierungsschrauben verschlossen. Dabei wurde auf eine vollstan-
dige Bedeckung des freiliegenden Ruckenmuskels durch das Deckglaschen sowie eine kom-

plette Adharenz des Gewebes am Deckgldschen geachtet. AbschlieRend erfolgte eine erneute
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Kontrolle der Praparation auf Gewebstraumatisierungen und Blutungen unter dem Operations-

mikroskop.

Die Versuchstiere wurden bis zum vollstdndigen Erwachen aus der Narkose gewarmt und re-
gelmafig kontrolliert. Die Haut im Bereich des Operationsgebietes wurde zum Schutz vor Aus-
trocknung und Gewebsschadigung mittels Dexpathenol-haltiger Nasen- und Augensalbe

(Bayer, Leverkusen, Deutschland) versorgt.

Vor Implantation des PPE-Implantates erfolgte eine erneute Kontrolle der Kammerpréparation
unter dem Operationsmikroskop. Ausschlief3lich Tiere mit Kammerpraparationen ohne lokale
Infektzeichen, Einblutungen oder sonstige Gewebstraumatisierungen wurden in den Versuch
eingeschlossen. Zur Implantation des PPE-Implantates erfolgte bei den Versuchstieren unter
wie oben beschriebener Narkose und unter streng sterilen Bedingungen die Entfernung des
das Beobachtungsareal bedeckenden Deckglaschens. Sodann wurde das Implantat in das
Gewebe des gegenseitigen Rickenmuskels eingebracht. AnschlieRend wurde die Beobach-
tungskammer durch ein neues steriles Deckglaschen verschlossen. Dabei wurde auf eine voll-

standige Adhéarenz des Wundareals am Deckglaschen geachtet.

Die Versuchstiere wurden tber den gesamten Verlauf des Experiments regelmafig hinsicht-
lich ihres allgemeinen korperlichen Gesamtzustandes sowie der Unversehrtheit der Kammer-
praparation untersucht. Tiere, bei denen die Beobachtungskammern im weiteren Versuchs-
verlauf Zeichen einer Gewebstraumatisierung, Einblutung oder Infektion aufwiesen, wurden

vom Experiment ausgeschlossen.

Die Tiere tolerierten die Beobachtungskammer tber den gesamten Verlauf des Experiments
sehr gut und zeigten keine Zeichen einer Beeintrachtigung des allgemeinen Wohlbefindens

(d.h. gestorte Nahrungsaufnahme, gestorter Tag-Nacht-Rhythmus, Gewichtsverlust).

5. Schwanzvenenkatheter

Die Applikation von Fluoreszenzfarbstoffen fiir die Intravitalmikroskopie erfolgte tiber die Ka-

theterisierung der Schwanzvene. Hierzu wurde ein entsprechender Katheter aus einer 30 G
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Kandle (Sterican 30 G, B Braun, Melsungen, Deutschland) sowie einem Polypropylenkatheter
(Innendurchmesser 0,28mm, Portex, Lythe, GroRRbritannien) gefertigt. Hiermit wurde nach
Stauung die Vena caudalis mediana punktiert. Uber den einliegenden Katheter konnten so-
dann wahrend der intravitalmikroskopischen Untersuchung repetitiv Fluoreszenzfarbstoffe ap-

pliziert werden.

6. Implantate

Das verwendete Implantatmaterial (Medpor®, Stryker Corporation, Kalamazoo, Ml, USA) ist
gemal dem Verwendungszweck in verschiedenen Formen und Grol3en kommerziell verfug-
bar. Zum Einsatz kamen vorgefertigte Implantatblatter der Starke 0,25 mm, die auf eine GroRRe
von 3x3 mm zugeschnitten wurden. Die Porengro3e betrégt nach Herstellerangabe zwischen
100 und 250 pum (vergleiche Abbildung 6). Nach Zuschnitt wurden die Implantate erneut einer
Dampfsterilisation im gangigen Sterilisationsprogramm fur Kunststoffe unterzogen (121 °C,

1bar, 40 min).

0

1,0 2,0 3,0 )
T AR v

Abbildung 6: Pordses Polyethylen Sheet mit einer Porengréf3e von etwa 100 — 250 um.

Vor Implantation wurden die Implantate je nach Versuchsgruppe entweder in steriler physiolo-
gischer Kochsalzldsung gebadet oder einem Matrigel®-basierten Beschichtungsprotokoll un-

terzogen.
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7. Implantatbeschichtung

Zur Untersuchung der Auswirkungen einer bioaktiven Oberflachenbeschichtung des Implan-
tatmaterials mit rekombinantem oder modifiziertem rekombinantem uPA, tPA, PAI-1 oder VN
kam ein Matrigel-basiertes Beschichtungsprotokoll unter Verwendung von wachstumsfaktor-
reduziertem Matrigel (GFR-BD Matrigel, Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) zum Ein-

satz.

Matrigel stellt einen Extrakt extrazellularer Matrixkomponenten des Engelbreth-Holm-Swarm-
Maussarkomes dar, der bei 4°C in flussiger Form vorliegt, bei Kdrpertemperatur jedoch zu
einem festen Gel polymerisiert. Dementsprechend wurden die sterilen Implantate in einer ste-
rilen Petrischale unter konsequenter Kiihlung in 50ul GFR-Matrigel eingebettet und im An-
schluss fir 60 Minuten auf 37°C erwarmt, um eine vollstandige Polymerisation der Matrixkom-

ponenten zu erreichen.

Zuvor wurde das GFR-Matrigel, je nach Versuchsgruppe, mit den zu untersuchenden Protei-
nen angereichert. Dabei kam jeweils 1pg rekombinantes murines uPA, Diisopropylfluorophos-
phat (DFP)-uPA, tPA, non-enzymatic-tPA, PAI-1 oder 5ug VN (Sino Biological, Peking, China
sowie Molecular Innovations, Novi, MI, USA) zum Einsatz. Diese Dosis hatte in Vorversuchen
der Arbeitsgruppe signifikante Auswirkungen auf die Leukozytenrekrutierung im Musculus-cre-

master-Assay der Maus gezeigt [102, 103].

8. Intravitalmikroskopie

Die intravitalmikroskopischen Untersuchungen wurden an einem Auflicht-Epifluoreszenzmik-
roskop (Zeiss Axiotech Vario, Carl Zeiss GmbH, Goéttingen, Deutschland) mit Quecksilber-
Kurzbogenlampe (HBO 103 W2, Carl Zeiss GmbH, Géttingen, Deutschland) durchgefihrt.
Zum Einsatz kamen dabei Trockenobjektive in den VergrofRerungen x4, x10, sowie x20 (Plan-
Neofluar®, Carl Zeiss GmbH, Goéttingen, Deutschland). Uber einen Reflektorschieber mit Fil-

terset 09 (Exzitation 450-490nm, Emission 514nm) und Filterset 14 (Exzitation 510-560nm,
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Emission 590nm) (Carl Zeiss GmbH, Goéttingen, Deutschland) konnten die Filtersatze fir die
entsprechenden Fluoreszenzmarker angewahlt werden, zudem konnte zur Orientierung eine
konventionelle Durchlicht-Mikroskopie durchgefuihrt werden. Das Versuchstier konnte auf ei-
nem manuell steuerbaren, skalierten Objekttisch (Marzhauser, Wetzlar, Deutschland) in x-y-
Richtung bewegt werden. Somit war das repetitive Aufsuchen der untersuchten regions of in-
terest (ROI) moglich. Die intravitalmikroskopischen Aufnahmen wurden Uber eine SIT-Video-
kamera (C2400-08, Hamamatsu, Herrsching, Deutschland) sowie einen Videozeitgenerator
(VGT 33, FOR-A-Company Ltd., Tokio, Japan) mittels eines digitalen Videorekorders (Sony

DVCAM DSV 45P, Sony, Kdéln) zur anschlieBenden Offline-Analyse aufgezeichnet.

Zur intravitalmikroskopischen Untersuchung der mikrovaskuléren Parameter wurden die wa-
chen Versuchstiere zunachst in einer Polyethylenrdhre fixiert und auf eine spezialangefertigte
Mikroskopierbihne (beides Effenberger, Miinchen, Deutschland) verbracht, welche die Lage-
rung der Tiere unter dem Fluoreszenzmikroskop erlaubte. Sodann wurden die entsprechenden
Fluoreszenzfarbstoffe liber einen einliegenden Schwanzvenenkatheter appliziert. Gegebenen-
falls war bei Verblassen der Marker wahrend der Untersuchung jederzeit eine erneute Appli-

kation mdglich.

Zur Visualisierung des Gefal3netzwerkes im Implantat sowie im umliegenden Gewebe kam
FITC-markiertes hochmolekulares Dextran (500 kDa) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) zum
Einsatz. Hiermit kann aufgrund der guten Wasserldslichkeit des Dextrans das Blutplasma dar-
gestellt werden, eine Extravasation findet aufgrund der hohen Molekilgréf3e nicht statt. Somit
konnen Parameter der Himodynamik und der mikrovaskularen Architektur bestimmt werden.
Das Exzitationsmaximum des Fluoreszenzmarkers betragt 490nm, das Emissionsmaximum
liegt dabei bei 520nm. Der Marker wurde in einer Konzentration von 5% in physiologischer

Kochsalzlésung geldst, pro Untersuchung wurden am Versuchstier etwa 0,07ml appliziert.

Leukozyten-Endothelzellinteraktionen wurden unter Verwendung von Rhodamin 6 G zur Leu-
kozytenmarkierung (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) visualisiert. Rhodamin 6 G wird nach in-

travasaler Applikation vor allem von den Mitochondrien von Leukozyten aufgenommen, und
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markiert diese somit zuverlassig. Eine deutlich geringere Aufnahme dieses Fluoreszenzmar-
kers war auch in Endothelzellen zu beobachten. Somit kann das Verhalten leukozytarer Zellen
im Bereich der Blutbahn analysiert werden. Das Exzitationsmaximum von Rhodamin 6 G liegt
bei 525nm, das Emissionsmaximum bei 555nm. Hier wurde der Marker in einer Konzentration
von 0,5% in physiologischer Kochsalzldsung gelést und pro Untersuchung ebenfalls etwa

0,07ml appliziert.

Zur intravitalmikroskopischen Untersuchung wurden jeweils 9 ROIls ausgewahlt, anhand der
Koordinaten markiert und zu Folgeuntersuchungen wiederum aufgesucht. Dabei wurde je 1
ROI im Zentrum des Implantates, 4 ROIls in der Peripherie des Implantates sowie 4 ROIs im

unmittelbar das Implantat umgebenden Gewebe gewahlt (vergleiche Abbildung 7).

Die Aufnahmezeit pro ROI betrug je Filtersatz 30 Sekunden, zwischen den Aufnahmezeitpunk-
ten wurde streng darauf geachtet, die Lichtexposition des Untersuchungsareals zu vermeiden,

um mogliche fototoxische Effekte auszuschliel3en.

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Auswahl der intravitalmikroskopisch untersuchten ROlIs,
ROI I-V decken den Implantatbereich ab, wohingegen sich ROI VI — IX im Implantatlager befinden.
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9. Analyse der Intravitalmikroskopischen Untersuchungen

Die aufgezeichneten Videodaten aus den intravitalmikroskopischen Untersuchungen wurden

offline computerassistiert ausgewertet.

Zunachst wurden die mikrovaskularen Parameter sowie die Leukozyten-Endothelzellinterakti-
onen mit Hilfe der Anwendung Caplmage (Zeintl, Heidelberg, Deutschland [127]) analysiert.
Hierzu wurde der digitale Videorekorder mittels einer Bildverarbeitungskarte sowie einer RS-
232-Schnittstelle mit dem Auswertecomputer verbunden. Nach Eichung Uber eine durch das
Mikroskopsystem aufgenommenen 10 pm Skala konnten die entsprechenden Messungen er-

folgen.

Zur Analyse der mittleren GefaRdurchmesser wurden je ROI 20 GefaRdurchmesser ermittelt

und hierbei der Mittelwert gebildet.

Die Beurteilung der Flussgeschwindigkeit erfolgte nach der line-shift-diagram Technik [127].
Hierbei werden Grauwerte entlang einer axial zur Gefa3achse verlaufenden Linie bei laufender
Videosequenz aufgezeichnet und in einem Zeit-Ort Diagramm dargestellt. Die Grauwertveran-
derungen werden durch den Fluss der Erythrozyten entlang der GefaRachse bedingt. Die Stei-
gung der im Diagramm entstehenden Linien ist dabei direkt proportional zur Flussgeschwin-
digkeit im Gefal3. Nach dieser Methode wurde die Flussgeschwindigkeit in 5 Gefafl3en pro ROI

ermittelt und hierbei ein Mittelwert gebildet.

Zur Auswertung der GefalRdichte wurde das Gefal3netzwerk im entsprechenden ROI nachge-
zeichnet und somit der Quotient von Gefal3strecke zu Flache gebildet. Hierbei wurden zur
Analyse der funktionellen GefaRdichte nur GefalRe mit in der Videoaufzeichnung sichtbarem
Erythrozytenfluss ausgewertet, zur absoluten Gefal3dichte wurden auch nicht perfundierte,

aber fluoreszierend kontrastierte GefaRareale gewertet.

Die Analyse der Leukozyten-Endothelzellinteraktionen erfolgte nach folgenden MaRRgaben: Als
der Gefallwand fest adharent wurden Zellen gewertet, welche sich tber einen Zeitraum von

30 Sekunden stabil an der GeféalRwand anliegend darstellten. Hierbei wurde je analysiertem
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Gefald die Zellzahl pro 100 um GefalRwandlange bestimmt. Als rollende Leukozyten wurden
Zellen gewertet, welche eine orthogonal zur GefaRachse verlaufende Linie mit einer Ge-
schwindigkeit von weniger als 50% der Blutflussgeschwindigkeit im jeweiligen Gefalisegment
passierten. Hierbei wurde jeweils die Zellzahl in einer Zeit von 30 Sekunden bestimmt. Die
Analyse der Leukozyten-Endothelzellinteraktionen erfolgte in 5 Gefal3en je ROI, hierbei wurde

wiederum ein Mittelwert gebildet.

Zur genaueren Analyse der Gefal3architektur wurde im Anschluss eine Auswertung mit dem
ImageJ Plugin Analyze Skeleton durchgefihrt (Image J, NIH, USA) [128]). Hierzu wurde zu-
nachst der digitale Videorekorder tUber einen firewire® Anschluss mit dem Auswertecomputer
verbunden und Standbilder der auszuwertenden Videosequenzen erzeugt. Die Eichung er-
folgte wie oben beschrieben Uber eine durch das Mikroskopsystem aufgenommene 10 pm
Skala. Sodann wurde das entsprechende GeféalRnetzwerk nachgezeichnet und mit den ImageJ
Plugins Skeletonize sowie Analyze Skeleton bearbeitet. Diese Analyse stellt nun detaillierte
Architekturparameter des entsprechenden Gefalinetzwerkes dar. Die Zielparameter hierbei
waren Anzahl und Ordnung der Verzweigungspunkte, Dichte der Verzweigungspunkte sowie
mittlere Lange der GefalRsegmente. Verzweigungspunkte hdherer Ordnung wurden je nach
Anzahl der beteiligten GefalRe als doppelte, dreifache oder vierfache Verzweigungspunkte

klassifiziert.

10. Messung der Gesamtleukozytenzahl

Nach Beendigung der intravitalmikroskopischen Versuche wurden die Versuchstiere wie oben
beschrieben anasthesiert, durch eine Vena-cava-Punktion eine Blutprobe gewonnen und mit-
tels Coulter Counter (Beckman Coulter, Fullterton, CA, USA) ein mechanisches Differential-

blutbild erstellt.
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11. Messung der strukturellen Gewebsintegration

Als valider Parameter fiir die funktionelle Gewebsintegration des Implantates wurde nach Ab-
schluss der intravitalmikroskopischen Messungen die nétige Kraft fir die Luxation des Implan-
tates aus dem Implantatbett ermittelt. Hierfir wurde nach Euthanasie des Versuchstieres das
Deckglas der Rickenhautkammer gedffnet. Sodann wurde ein Loch am superioren Ende des
Implantates mittels einer Kanile (Sterican 30 G, B Braun, Melsungen, Deutschland) vorge-
stanzt und das Implantat unter 25-facher Vergrof3erung mit einem Haltefaden (Ethilon 9-0,
Ethicon, USA) fixiert. Dabei wurde streng darauf geachtet, dass es zu keiner Bewegung des
Implantates im Implantatbett kam. Nun wurde das Versuchstier in der oben beschriebenen
Mikroskopierbiihne in einer spezialangefertigten Vorrichtung (ICF, Minchen, Deutschland) fi-
xiert, welche unter konstanter Zugentwicklung tber einen Elektromotor die Bestimmung der
maximalen Bruchkraft bis zur vollstandigen Luxation des Implantates aus dem Implantatbett
ermdglicht. Die maximale Bruchkraft wurde hierbei Uber eine digitale Federwaage (Sauter FK

10, Sauter, Balingen, Deutschland) bestimmt (vergleiche Abbildung 8).

«— Federwaage (0-3 N)

Versuchstier

Ruckenhaut- l/
kammer — <«— Plexiglasréhre

X

Abbildung 8: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaues zur Messung der funktionellen
Gewebsintegration.

Elektromotor
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Nach Beendigung des Versuches wurden Implantate sowie umgebendes Gewebe fur weiter-

fuhrende Untersuchungen in 4%-iger Formalinldsung fixiert oder bei -80°C kryokonserviert.

12. Konfokalmikroskopie

Zur konfokalmikroskopischen Untersuchung wurden die Implantate zunachst in einer 4%-igen
Formalinldsung fixiert und im Anschluss fir 24 Stunden mit 0,02% Triton X-100 (Merck, Darm-
stadt, Deutschland) permeabilisiert und in 1%-iger BSA Ldsung (in PBS) geblockt. Im An-
schluss daran wurden die Proben nach dreimaligem Waschen in PBS fiir 72 Stunden mit den
Prim&rantikorpern sowie nach erneutem dreimaligem Waschen fiir weitere 72 Stunden mit den
Sekundarantikorpern inkubiert. Der gesamte Farbungsprozess fand unter einer konstanten
Umgebungstemperatur von 4°C statt. Die Primarantikorper richteten sich gegen die jeweiligen
Zielproteine uPA, tPA, PAI-1, VN sowie CD31 (Santa Cruz, Dallas, TX) und wurden mit fluo-
reszenzmarkierten Sekundarantikbrpern markiert (Alexa Fluor 488 goat anti-rat IgG, Alexa
Fluor 680 goat anti-rat IgG, Alexa Fluor 488 chicken anti-rat IgG, Alexa Fluor 633 goat anti-
rabbit IgG, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Fur die konfokalmikroskopischen Aufnahmen wur-
den die Proben in PermaFluor (Fisher Scientific, MA, USA) auf einem Objekttradger mit Deck-
glaschen (Hecht Assistent, Sondheim, Deutschland) fixiert. Die mikroskopischen Aufnahmen
wurden an einem Leica SP8 SMD Mikroskop sowie einem Leica SP5 Mikroskop (Leica, Wetz-
lar, Deutschland) durchgefiihrt, es kamen jeweils Ol-Immersions Objektive (63x/NA1,2 sowie

40x/NA1,25-0,75, Leica, Wetzlar, Deutschland) zum Einsatz.

Zur semiquantitativen Bestimmung der jeweiligen Proteinkonzentration im Implantatmaterial
wurde die mittlere Fluoreszenzintensitat in 3 ROIs je Probe in Bereichen innerhalb der Implan-

tatporen bestimmt und auf das jeweilige Hintergrundsignal normalisiert.

Die konfokalmikroskopischen Aufnahmen wurden zum Teil im Rahmen einer Kooperation mit

der AG Prof. Zahler (Institut fir Pharmazie, LMU Minchen, Deutschland) erstellt.
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13. Zwei-Photonen-Mikroskopie

Zur Analyse der Kollagendeposition im Implantatmaterial wurde das second harmonic gene-
ration Signal in der Multi-Photonen-Mikroskopie ausgenutzt. Dabei wurden ebenfalls in 4%
Formalin fixierte Implantate auf einem Objekttrager mit Deckglas fixiert und mit Hilfe eines
Multi-Photonen- Mikroskops (TriM Scope, La Vision BioTec, Bielefeld, Deutschland) unter Ver-
wendung eines 20x Olimmersionsobjektives (XLUMPlanFI| 20x/0,95 W, Olympus, Tokio, Ja-
pan) sowie eines 624/40nm Filters dargestellt. Die Exzitationswellenl&nge betrug bei einer La-
ser-Intensitat von 20mw 1275nm. 3 ROIs mit einer Abmessung von 500x500x100 um wurden

je Implantat mit einer Schichtdicke von 4 um aufgenommen sowie in ImageJ weiter verarbeitet.

Zur Auswertung wurde das mittlere Fluoreszenzsignal in 3 ROIs je Implantat innerhalb der
Poren des Implantates gemittelt und in Bezug auf die Fluoreszenzintensitat des umgebenen

Hintergrundsignals gesetzt.

14. Migration Assay

Die Chemotaxis-Versuche wurden in spezialisierten Chemotaxiskammern (Ibidi, Martinsried,
Deutschland) bei 37°C und 5%CO? an einem Inversmikroskop (Eclipse Ti, Nikon, Dusseldorf,
Deutschland) durchgefiihrt. Die Experimente erstreckten sich Uber einen Zeitraum von 20

Stunden, die Messintervalle betrugen hierbei 10 Minuten.

Zur Versuchsdurchfiihrung wurden kommerziell erhéltliche humane Nabelschnurendothelzel-
len (HUVECS) (Promocell, Heidelberg, Deutschland) in Kulturmedium (ECGM, Promocell, Hei-
delberg, Deutschland) mit 10% fetalem Kalberserum gehalten und nach Erreichen eines kon-
fluierenden Zellrasens mittels Trypsin gel6st. Anschliel3end wurden die Zellen in einer Lsung
aus 30% Matrigel (Corning, Amsterdam, Niederlande) in Zellkulturmedium (ECBM, Promocell,
Heidelberg, Deutschland) eingebettet und bei einer Konzentration von 3x10°® Zellen/ml in die

Chemotaxiskammern eingebracht. Dabei kam ECGM, angereichert mit 30ng/ml rekombinan-
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tem humanen tPA, 20ng/ml humanem rekombinantem uPA oder 1ug/ml rekombinantem hu-
manen PAI-1 (Sino Biological, Peking, China) sowie ECGM ohne Zusatz zum Einsatz. Je Ver-

suchsgruppe wurden 3 unabhéngige Versuchsdurchgange durchgefiihrt.

Die Analyse wurde mittels des ImageJ Plugins Manual Tracking sowie des Chemotaxis and
Migration Tool (Ibidi, Minchen, Deutschland) fir jeweils 30 Zellen pro Experiment durchge-
fuhrt. Die Ergebnisdarstellung erfolgte tGber Ermittlung des Forward-Migration-Index (FMI 1)
als Parameter fur die gerichtete Zellmigration. Hierbei stellt der FMI 1l die Effektivitat der ge-

richteten Migration parallel zum vorliegenden Gradienten des chemotaktischen Stimulus dar.

Die Chemotaxisversuche wurden im Rahmen einer Kooperation mit der AG Prof. Zahler (Insti-

tut fir Pharmazie, LMU Munchen, Deutschland) durchgefiihrt.

15. Statistik

Alle Versuchsergebnisse werden als arithmetischer Mittelwert (MW) +/- Standardfehler des
Mittelwertes (Standard Error of the Mean, SEM) angegeben. Alle statistischen Berechnungen
wurden unter Einsatz der Anwendung Sigma Stat TM (Jandel Corporation, St. Rafael, CA,
USA) durchgefuhrt. Zur Testung auf statistisch signifikante Unterschiede wurde jeweils der
ANOVA-on-Ranks-Test, gefolgt vom Student-Newman-Keuls-Test durchgefihrt. Unterschiede

von p<0,05 wurden als statistisch signifikant gewertet.

16. Versuchsprotokoll

Allen Versuchen wurde zu Beginn eine Versuchsnummer zugeteilt. Wahrend des gesamten
Verlaufes des Experimentes sowie der gesamten Auswertung war eine Zuordnung zur Ver-
suchsgruppe Uber die Versuchsnummer nicht moglich. Erst nach Abschluss der Auswertung

wurde diese Verblindung wieder aufgehoben.
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Initial wurde im Rahmen erster Vorversuche eine konfokalmikroskopische Untersuchung des
Implantatmaterials nach oben beschriebenem Farbungsprotokoll durchgefiihrt. Hierbei wurde
lediglich das PPE-Implantat zum gewtnschten Zeitpunkt nach Implantation zur immunhisto-
chemischen Untersuchung gewonnen, im Vorfeld waren keine intravitalmikroskopischen Mes-

sungen vorgenommen worden.

Alle weiteren Versuche folgten einem identischen Protokoll (vergleiche Abbildung 9). Die Ge-

samtdauer des Versuchs betrug hierbei 16 Tage.

Intravital-
mikroskopie

Kammer- Intravital- _ MESSL_'”Q
praparation mikroskopie Desintegrationskraft

Zeit | |
[Tag] -2 0 7 10 14

Implantation Intravital- Messung
PPE mikroskopie Kollagendichte

Abbildung 9: Schematische Darstellung des Versuchsprotokolls.

Zunachst wurde, nach mikrochirurgischer Praparation der transparenten Riickenhautkammer
und einer Erholungsphase von 2 Tagen, eine erneute mikroskopische Prifung der Einschluss-
kriterien vorgenommen. Nur Versuchstiere mit intakter Kammerpraparation ohne Infektzei-
chen, Blutungen oder sonstige Irritationen im Bereich der Riickenhautkammer wurden in den
Versuch aufgenommen. Daraufhin erfolgte die Implantation des PPE-Implantates mit oder
ohne Beschichtung wie zuvor beschrieben. Das erste intravitalmikroskopische Imaging mit
Darstellung der mikrovaskularen Parameter sowie der Leukozyten-Endothelzellinteraktionen
fand am 7. Tag nach Implantation statt. Sodann folgten weitere intravitalmikroskopische Un-
tersuchungen am 10. sowie 14. Tag post implantationem. Schlie3lich wurde am 14. Tag nach

Abschluss aller intravitalmikroskopischen Messungen die Blutentnahme sowie Messung der
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funktionellen Gewebsintegration des Implantates wie oben beschrieben vorgenommen. Zu-
dem erfolgte die Asservierung von Proben aus dem Implantat und umgebenden Gewebe zur

spateren weiteren Untersuchung.
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[l. Ergebnisse

1. Ergebnisse urokinase-type Plasminogen Activator, tissue Plasminogen
Activator und Plasminogen Activator Inhibitor-1

1.1. Bedeutung von endogenem uPA, tPA und PAI-1 fur die Biointegration von
PPE- Implantaten

1.1.1. Verteilungsmuster von uPA, tPA und PAI-1 im PPE-Biomaterial 14 Tage
nach Implantation

In ersten Experimenten sollte zun&chst die Verteilung wesentlicher Komponenten des Plasmi-

nogen-Aktivierungs-Systems, genauer von uPA, tPA und PAI-1, im sich formierenden Gewebe

innerhalb der Poren von frisch implantiertem PPE-Biomaterial untersucht werden.

Nach Implantation von PPE-Biomaterial kommt es aufgrund des chirurgischen Traumas zu-
nachst zu einer moderaten Entziindungsreaktion im umliegenden Gewebe. Leukozyten ver-
lassen im Rahmen dieses Prozesses die GefaRbahn und transmigrieren ins perivaskulare Ge-
webe sowie in die Poren des Implantatmaterials. Hierbei werden zahlreiche Faktoren sezer-
niert, welche die Gewebsneubildung im Implantat induzieren. Aus vorausgegangenen Arbeiten
der Arbeitsgruppe ist bekannt, dass im Zeitraum von etwa 14 Tagen eine vollstandige Vasku-

larisation sowie eine bindegewebige Integration des Implantatmaterials erreicht wird [94].

Dementsprechend wurden PPE-Implantate 14 Tage nach Implantation nach immunhistoche-
mischer Farbung konfokalmikroskopisch untersucht. Dabei lie3en sich die drei betrachteten
Hauptkomponenten des fibrinolytischen Systems innerhalb der CD31-positiven Endothelzellen
der Mikrogefal3e sowie im perivaskuldren Bereich des neu formierten Gefal3netzwerkes nach-

weisen (vergleiche Abbildung 10).
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Abbildung 10: Konfokalmikroskopische Darstellung der Verteilung von uPA, tPA und PAI-1 in Rela-
tion zum CD31-positiven GefalRnetzwerk im PPE-Implantat (Mal3stabsbalken 100 um, trans = Transil-
luminationsdarstellung, merge = Uberlagerungsdarstellung).

1.1.2. Bedeutung von endogenem uPA, tPA und PAI-1 fur die vaskulare
Integration von PPE-Implantaten

Nach diesen Vorversuchen sollten die einzelnen Schritte der Gewebsintegration von PPE in
Abhangigkeit von den Komponenten des fibrinolytischen Systems néher herausgearbeitet wer-

den.

Zundachst sollte nun die Dynamik der Vaskularisation von PPE-Implantaten im WT-Tier darge-
stellt werden. Nach einem Versuchszeitraum von einer Woche lieRen sich dabei erste Gefaf3-
formationen im Implantat intravitalmikroskopisch erkennen. Hierbei zeigte sich ein Teil der neu
gebildeten Gefalie bereits sichtbar von Blutplasma (gefarbt mittels FITC-Dextran) und Eryth-
rozyten perfundiert, andere endotheliale sprouts fanden sich jedoch blind endend, nur mit Blut-
plasma geflillt und ohne sichtbaren Fluss von Erythrozyten im Gefal3. 10 Tage nach Implanta-
tion liel3 sich bereits eine deutliche Verdichtung des GefaRnetzwerkes konstatieren, jedoch
stellten sich nach wie vor nicht alle Anteile des Netzwerkes funktionell perfundiert dar. Nach
14 Tagen war schlie3lich eine nahezu vollstandige Durchflechtung des Implantates mit einem

funktionell perfundierten Gefal3netzwerk festzustellen (vergleiche Abbildung 11).
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Abbildung 11: Zeitlicher Verlauf der Vaskularisation eines PPE-Implantates im WT-Versuchstier, repra-
sentative intravitalmikroskopische Aufnahmen mittels FITC-Dextran als Plasmamarker, Tag 0 (A), Tag 7
(B), Tag 10 (C), Tag 14 (D), Prozentualer Anteil perfundierter GefaRe am Gesamtnetzwerk im PPE-Im-
plantat im zeitlichen Verlauf im WT-Versuchstier (E) (MW+SEM fir n=6, MaRstabsbalken 100 pm).
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Im nachsten Schritt wurde nun die Vaskularisation von PPE-Implantaten in der transparenten
Ruckenhautkammer von uPA-, tPA- oder PAI-1-defizienten sowie WT-Kontrolltieren analy-
siert.

Hierbei zeigt sich die Vaskularisation des Implantatmaterials bei den genetisch veranderten
Versuchstieren fir alle drei Komponenten des Plasminogen-Aktivierungs-Systems im Ver-

gleich zum WT deutlich gestort (vergleiche Abbildung 12).
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Abbildung 12: Absolute (A) und funktionelle (B) GefaRdichte im Implantatmaterial an Tag 7, 10 und
14 nach Implantation in uPA™ tPA” und PAI-17" Versuchstieren sowie WT-Tieren (MW=SEM fur
n=6, *p<0,05 vs. WT-Kontrolle).

uPA-defiziente Tiere wiesen Uber den gesamten Beobachtungszeitraum eine signifikant ver-
minderte absolute wie funktionelle Gefalidichte im Implantatmaterial auf. Bei tPA-defizienten
Versuchstieren zeigte sich ausschliel3lich eine signifikante Reduktion der absoluten und funk-
tionellen GefalRdichte zum ersten Untersuchungszeitpunkt 7 Tage nach Implantation; dies war
zu spateren Versuchszeitpunkten nicht mehr feststellbar. Bei PAI-1-defizienten Tieren war wie-
derum erst in den spateren Phasen der vaskularen Integration eine signifikante Reduktion der
Gefaldichte zu bemerken. Hierbei zeigte sich in Bezug auf die absolute Gefalidichte eine
signifikante Verminderung an Tag 10 nach Implantation, fur die funktionelle Gefal3dichte eine

signifikante Reduktion an Tag 10 und 14 nach Implantation.
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In Bezug auf mittlere GefaRdurchmesser und Blutflussgeschwindigkeiten im neugebildeten
Gefal3netzwerk waren keine Veranderungen in den uPA-, tPA- oder PAI-1-defizienten Tieren

zu bemerken (vergleiche Tabelle 2).

Tag 7 Tag 10 Tag 14

Mittlerer GefaRdurchmesser [um]

WT 17,0£1,1 17,6+0,7 16,3+0,5
uPA” 16,5+0,5 16,6+1,4 15,6+1,8
tPA” 15,1+1,0 16,2+0,7 14,8+0,7
PAI-17" 15,2+1,3 15,8+1,0 16,7+1,3
Blutflussgeschwindigkeit [mm/s]

WT 0,117+0,019 0,155+0,022 0,148+0,009
uPA” 0,143+0,011 0,114+0,042 0,124+0,018
tPA” 0,110+0,030 0,132+0,012 0,143+0,017
PAI-17" 0,123+0,016 0,178+0,032 0,131+0,015

Tabelle 2: Mittlerer GefaRdurchmesser und Blutflussgeschwindigkeit im neugebildeten GefaRnetzwerk
im Implantatmaterial an Tag 7, 10 sowie 14 nach PPE-Implantation in WT, uPA", tPA”-, sowie PAI-1-
Versuchstieren (MW+SEM fir n=6).

Im nachsten Schritt wurde eine genaue Analyse der Netzwerkarchitektur des sich bildenden
GefalRnetzwerkes im Implantatmaterial durchgefiihrt. Hierbei blieb die durchschnittliche Lange
der GefalRsegmente durch alle Versuchsgruppen sowie tber den vollstdndigen Versuchszeit-
raum konstant. Jedoch zeigte sich bei uPA-defizienten Tieren Uber den gesamten Versuchs-
zeitraum eine signifikante Verminderung in Bezug auf Zahl der Gefal3aste, Zahl der Verzwei-
gungspunkte und Zahl der Verzweigungspunkte héherer Ordnung (mit mehreren Gefallabgan-
gen) gegenuber der WT-Kontrollgruppe. Bei tPA-defizienten Tieren war auch hier, ahnlich wie
bei der funktionellen GefalRdichte, die signifikante Reduktion dieser Parameter auf die friihe

Phase der Gewebsintegration beschrankt. PAI-1-defiziente Tiere zeigten, in Analogie zum De-
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fizit in absoluter und funktioneller GefaR3dichte, eine signifikant verminderte Anzahl von Ge-

falRsegmenten und Verzweigungspunkten an Tag 10 nach Implantation. Verzweigungspunkte

hoherer Ordnung stellten sich an Tag 7 und 10 signifikant vermindert dar. Zu den Ubrigen

Untersuchungszeitpunkten war hier keine signifikante Reduktion feststellbar (vergleiche Abbil-

dung 13).
o
=) 2 200
£ 140 W 5 -— WT
T 120 = ypar- £ = ypa-
T uPA o 150 4 -
= — s @ = tpA
100 1 ey - — pAI1--
9.—. — pal-1-- % L :
»w E 80 Ea
o 100
2 I I
i© 50 s ? =
[T} T i
(U] 40 A I' = 50 4 E
i = *
z 20 A © *
- N *
= 0 - <:( 04
=
Tag7 Tag10 Tag 14 Tag7 Tag10 Tag14
. C r D
1] % 8 -
= 140 S = -— WT
5 — WT = L ——
o 120 = upat € o ] s
8o | e pat- 2g == tpp
2L o & — pAI--
N = — par1-- T3
o — 80 e
> 2 £o
E _E 60 i g
* =
S3 w D ,)|
= o * N o
[ = =
: <f A &0l
= o 0L s e B
>
Tag7 Tag10 Tag14 Tag? Tag10 Tag14
T E T F
c I c I
D = o =
%514“‘ - WT %514- -_— WT
& E 120 = uPA- g E 2] = upA--
o= 100 == tpa’- = == tpa’-
T § —= pal-1-- s § 101 — papt--
[ 80 1 o
SE 4
D $5
NS 40 * N D
< 3 . * < 3
N 20 * ﬁ N
L] * * |I| @
> ol >
Tag7? Tag10 Tag14 Tag7 Tag10 Tag14

Abbildung 13: Mittlere Gefalisegmentlénge (A), Anzahl der GefalRsegmente (B) sowie Anzahl und Ord-
nung der Verzweigungspunkte (C-F) im Gefal3netzwerk im Implantatmaterial an Tag 7, 10 und 14 nach
Implantation in WT, uPA”, tPA', sowie PAI-17 Versuchstieren (MW+SEM fiir n=6, *p<0,05 vs. WT-
Kontrolle).
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Im das Implantat umgebenden Gewebe waren keine Veranderungen in Bezug auf mikrovas-

kulare Parameter zu bemerken (vergleiche Tabelle 3).

Tag 7 Tag 10 Tag 14
Mittlere GefaRdichte [cm/cm?]
WT 247,3+19,5 265,9+40,3 283,1+17,8
uPA” 250,6+15,3 255,2+16,3 253,9+19,4
tPA” 261,3+13,2 282,7+19,3 305,5+28,5
PAI-17" 251,3+7,4 271,5+13,3 300,2+18,2

Mittlerer GefaRdurchmesser [um]

WT 20,3+0,5 20,5+1,2 19,6+1,0
UPA” 20,4+1,0 19,1+2,0 18,8+1,6
tPA” 17,913 18,1+0,9 17,210
PAI-17 21,611 18,4+2,3 17,8+2,2

Blutflussgeschwindigkeit [mm/s]

WT 0,184+0,011 0,186+0,028 0,184+0,023
uPA” 0,221+0,090 0,160+0,024 0,163+0,039
tPA” 0,154+0,024 0,182+0,033 0,179+0,053
PAI-17 0,184+0,016 0,196+0,022 0,128+0,021

Tabelle 3: Mittlere GefaRdichte, mittlerer Gefal3durchmesser und Blutflussgeschwindigkeit im umge-
benden Implantatlager an Tag 7, 10 sowie 14 nach PPE-Implantation in WT, uPA”, tPA’, sowie
PAI-17 Versuchstieren (MW=SEM fir n=6).

1.1.3. Bedeutung von endogenem uPA, tPA und PAI-1 fur die Leukozyten-
Endothelzellinteraktionen nach Implantation von PPE-Implantaten

Leukozytar vermittelte Mechanismen tragen zur funktionellen Biointegration von Biomateria-
lien bei. Dementsprechend wurden die Leukozyten-Endothelzellinteraktionen in den Mikroge-
falRen im Implantat und im umgebenden Implantatlager an Tag 7, 10 und 14 nach Implantation

intravitalmikroskopisch analysiert (vergleiche Abbildung 14).
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03-3 1 19:09:39:95

Abbildung 14: Darstellung der Leukozyten-Endothelzellinteraktionen im neu gebildeten GefaRnetzwerk
eines PPE-Implantates im WT-Versuchstier, reprasentative intravitalmikroskopische Aufnahmen mittels
Rhodamin 6G als Leukozytenmarker (Mal3stabsbalken 100 um).

Dabei zeigten sich die Zahl der im Implantat am Endothel der neu gebildeten Mikrogefalie
rollenden Leukozyten in der friihen Integrationsphase in uPA-, tPA- und PAI-1-defizienten Tie-
ren signifikant gegentber den WT-Tieren reduziert. Jedoch liel3 sich keine signifikante Veran-
derung der Zahl der am Endothel fest adharenten Leukozyten feststellen (vergleiche Abbildung

15).
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Abbildung 15: Anzahl der am Gefal3endothel rollenden (A) sowie fest adharenten Leukozyten (B) in
neu gebildeten MikrogefaR3en im Implantatmaterial an Tag 7, 10 sowie 14 nach PPE-Implantation in
WT, uPA", tPA”-, sowie PAI-1" Versuchstieren (MW=SEM fiir n=6, *p<0,05 vs. WT-Kontrolle).

=45 -



Ergebnisse

In den MikrogefalRen im Implantatlager waren Uber den gesamten Versuchszeitraum keine

Veranderungen bezulglich der Leukozytenrekrutierung zu verzeichnen (vergleiche Tabelle 4).

Tag 7 Tag 10 Tag 14
Anzahl der rollenden Leukozyten [n/30 sec]
WT 7,4+1,6 5,3+1,3 4,6+0,7
uPA” 7,3x1,9 5,1+0,8 4,2+0,5
tPA” 4,6x1,3 3,5+0,3 3,6%0,2
PAI-17" 5,8+1,6 3,8+0,6 4,9+1,2
Anzahl der fest adharenten Leukozyten [n/100um]
WT 1,5+0,2 1,2+0,4 1,2+0,1
uPA” 1,6+0,4 1,1+0,2 0,9+0,1
tPA” 1,5+0,4 1,1+0,2 0,9+0,1
PAI-17" 1,2+0,1 1,1+0,1 0,9+0,2

Tabelle 4: Leukozytenrekrutierung in der Mikrozirkulation im Implantatlager an Tag 7, 10 sowie 14 nach
PPE-Implantation in WT, uPA”'-, tPA’, sowie PAI-17- Versuchstieren (MW+SEM flr n=6).

Die systemischen Leukozytenzahlen nach Versuchsende bewegten sich bei den uPA-, tPA-

und PAI-1-defizienten Tieren auf zu den WT-Kontrolltieren vergleichbarem Niveau (vergleiche

Tabelle 5).

Tag 14

Systemische Leukozytenzahl [x10%/ul]

WT
uPA™"
tPA™
PAI-17"

4,8+1,3
8,9+2,2
3,8+1,2
5,2+0,5

Tabelle 5: Systemische Leukozytenzahl bei Versuchsende bei WT, uPA’-, tPA7-, sowie PAI’- Versuchs-

tieren (MW+/-SEM filr n=6).
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1.1.4. Bedeutung von endogenem uPA, tPA und PAI-1 fur die strukturelle Ge-
websintegration von PPE-Implantaten

Zur Uberprufung der funktionellen Gewebsintegration des PPE-Implantates nach 14 Tagen
wurde die zur Luxation des Implantates aus dem Implantatlager notwendige Desintegrations-
kraft bestimmt. Hierbei stellte sich der Kraftaufwand bei uPA, tPA oder PAI-1 defizienten Tieren

gegenluber dem bei WT-Versuchstieren als signifikant reduziert dar (vergleiche Abbildung 16).
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Abbildung 16: Desintegrationskraft zur Luxation des Implantates aus dem Implantatbett an Tag 14

nach Implantation bei WT, uPA-/-, tPA-/-, sowie PAI-1-/- Versuchstieren (MW+SEM fiir n=6, *p<0,05

vs. WT-Kontrolle).

Die fibrovaskulare Integration eines Biomaterials in sein Implantatlager wird tGber die Ausbil-
dung einer bindegewebigen Vernetzung mit dem umgebenden Gewebe Uber Kollagenfibrillen
vermittelt. Zur diesbeziiglichen Analyse wurde die Kollagendeposition im Implantatmaterial
mittels Multi-Photonen-Mikroskopie analysiert. Hierbei zeigte sich die Kollagendeposition, dar-
gestellt Uber die mittlere Intensitat des second harmonic generation Signals in Implantaten bei

uPA-, tPA- oder PAI-1-defizienten Tieren als signifikant gegentber der WT-Kontrolle vermin-

dert (vergleiche Abbildung 17).
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Abbildung 17: Kollagendeposition im Implantatmaterial im WT-Tier (A), reprasentative Multi-Photon-
Mikroskopie-Aufnahme, (Maf3stabsbalken 100 um, rote Markierung: Poren des Implantates), Mittlere
Signalintensitat (B) an Tag 14 nach Implantation in uPA-, tPA- und PAI-1-defizienten Tieren sowie
WT-Tieren (MW=SEM fir n=4, *p<0,05 vs. WT-Kontrolle).

1.1.5. Chemotaktische Eigenschaften von uPA, tPA und PAI-1 auf migrierende
Endothelzellen

Zur Analyse des Potentials von uPA, tPA und PAI-1 zur Rekrutierung endothelialer Zellpopu-
lationen wurde deren Effekt auf den Forward-Migration-Index (FMI 1) migrierender Endothel-

zellen untersucht (vergleiche Abbildung 18).
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Abbildung 18: Einfluss von rekombinantem uPA, tPA oder PAI-1 auf den FMI Il migrierender Endothel-
zellen, gezeigt sind reprasentative Migrationsplots (A), sowie die kumulative Auswertung (MW+SEM
fur n=3, *p < 0,05 vs. +/-) (B), +/+ stellt hierbei die Positivkontrolle mit gleichmafiger Konzentration des
chemotaktischen Stimulus im Migrationsmedium dar, -/- steht fiir die Negativkontrolle ohne chemotak-

tischen Stimulus im Migrationsmedium, wohingegen +/- einen kontinuierlichen Gradienten des jeweili-
gen chemotaktischen Stimulus reprasentiert.
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Dabei stellt der FMI 11 die Effektivitat der Zellmigration parallel zu einem Chemokin-Gradienten
dar. Hierbei zeigte sich eine signifikante Verbesserung der gerichteten Migration von Endothel-

zellen unter Verwendung von uPA, tPA oder PAI-1 im Sinne eines chemotaktischen Stimulus.

1.2. Auswirkung einer bioaktiven Oberflachenbeschichtung von PPE mit re-
kombinantem uPA, tPA oder PAI-1

1.2.1. Auswirkung einer Oberflachenbeschichtung mit rekombinantem uPA,
tPA oder PAI-1 auf die vaskulare Integration von PPE-Implantaten

Um diese neuen Erkenntnisse Uber die Bedeutung von uPA, tPA oder PAI-1 bei der funktio-
nellen Gewebsintegration von Biomaterialien in einen klinisch relevanten Anwendungsbereich
zu Ubertragen, wurden im WT-Tier Versuche mit einer Oberflachenbeschichtung der PPE-Im-
plantate mit rekombinantem uPA, tPA und PAI-1 (eingebettet in GFR-Matrigel) durchgefuhrt.
Als Kontrollgruppe dienten alleinig mit GFR-Matrigel beschichtete Implantate, die ebenfalls in

Ruckenhautkammern bei WT-Versuchstieren implantiert wurden.

Durch eine bioaktive Oberflachenbeschichtung mit rekombinantem uPA, tPA oder PAI-1 lie
sich eine signifikante Verbesserung der friihen vaskuléren Integration des Implantatmaterials
in das umgebende Implantatlager erzielen. Hierbei zeigte eine tPA-Oberflachenbeschichtung
vor allem einen Einfluss auf die friilhe Integrationsphase und verbesserte absolute und funkti-
onelle Gefalldichte an Tag 7 nach Implantation signifikant. Die Oberflachenbeschichtung mit
PAI-1 hingegen erhdhte an Tag 10 und 14 nach Implantation die funktionelle, sowie an Tag 10
die absolute GefaRdichte im Implantatmaterial. uPA als Oberflachenbeschichtung wirkte sich
im gesamten Versuchszeitraum signifikant auf absolute und funktionelle Gefalidichte im Im-
plantatmaterial aus. Diese Effekte spiegeln sich auch im Hinblick auf Anzahl an Verzweigungs-
punkten und Gefallasten im neu gebildeten Gefalinetzwerk wieder (vergleiche Abbildung 19).
Die durchschnittliche Lange der einzelnen Gefalisegmente blieb wiederum im Vergleich unter

den Gruppen konstant (vergleiche Tabelle 6).
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Abbildung 19: Absolute (A) und funktionelle (B) GefaRRdichte sowie Anzahl von Gefalisegmenten (C)
und Gefallverzweigungspunkten (D) an Tag 7, 10 und 14 im Implantatmaterial nach Implantation von
PPE mit bioaktiver Oberflachenbeschichtung mittels rekombinantem uPA, tPA oder PAI-1 (MW+SEM

fur n=6, *p<0,05 vs. Matrigel).

In Bezug auf mittlere GefalRdurchmesser und Blutflussgeschwindigkeiten waren hierbei keine

Auswirkungen einer Oberflachenbeschichtung mit rekombinantem uPA, tPA und PAI-1 festzu-

stellen (vergleiche Tabelle 6).
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Tag 7 Tag 10 Tag 14
Mittlerer GefaRdurchmesser [um]
Matrigel 15,1+0,7 17,1+£1,1 16,2+0,3
Matrigel + uPA 16,5+0,8 16,9+0,8 16,0+0,7
Matrigel + tPA 15,1+0,7 16,1+0,7 16,6+0,6
Matrigel + PAI-1 15,9+0,5 18,0+0,6 16,0+0,9
Blutflussgeschwindigkeit [mm/s]
Matrigel 0,095+0,004 0,158+0,016 0,163+0,037
Matrigel + uPA 0,140+0,032 0,171+0,019 0,150+0,019
Matrigel + tPA 0,117+0,022 0,166+0,017 0,151+0,020
Matrigel + PAI-1 0,129+0,028 0,153+0,014 0,140+0,016
GefaRsegmentlange [um]
Matrigel 50,6+5,6 69,2+8,1 52,6%4,9
Matrigel + uPA 64,8+3,9 50,2+2,8 47,9+1,6
Matrigel + tPA 73,3+8,6 53,9+8,1 53,8+3,7
Matrigel + PAI-1 69,3+0,8 53,1+3,1 49,5+0,9

Tabelle 6: Mittlere GefaRdurchmesser, Blutflussgeschwindigkeit und Gefal3segmentlangen im neuge-
bildeten GefalR3netzwerk im Implantatmaterial an Tag 7, 10 sowie 14 nach PPE-Implantation mit Ober-
flachenbeschichtung mit Matrigel, sowie Matrigel + uPA, tPA oder PAI-1 (MW+SEM fiir n=6).

Die mikrovaskularen Parameter im umgebenden Implantatbett wiesen keine signifikanten Alte-
rationen bei Verwendung einer Implantatbeschichtung mittels rekombinantem uPA, tPA oder

PAI-1 auf (vergleiche Tabelle 7).
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Tag 7 Tag 10 Tag 14
Mittlerer GefalRdurchmesser [um]
Matrigel 18,0+0,8 17,9+1,2 17,0+0,8
Matrigel + uPA 17,9+0,8 17,6+0,8 17,1+0,4
Matrigel + tPA 19,8+0,9 18,9+0,9 19,1+0,6
Matrigel + PAI-1 18,4+0,7 17,940,6 17,5£1,5
Mittlere GefaRdichte [cm/cm?]
Matrigel 309,2+18,3 305,1+15,7 328,9+17,4
Matrigel + uPA 294,1+16,1 311,2+14,2 311,249,1
Matrigel + tPA 278,0+16,1 302,6+£17,7 296,3+10,0
Matrigel + PAI-1 288,3+10,0 291,9+15,2 319,1+17,8
Blutflussgeschwindigkeit [mm/s]
Matrigel 0,233+0,031 0,196+0,029 0,146+0,006
Matrigel + uPA 0,199+0,043 0,167+0,017 0,130+0,010
Matrigel + tPA 0,235+0,006 0,212+0,031 0,166+0,018
Matrigel + PAI-1 0,219+0,020 0,183+0,027 0,133+0,021

Tabelle 7: Mittlerer GefaRdurchmesser, GefaRdichte und Blutflussgeschwindigkeit in der Mikrozirkula-
tion im Implantatlager an Tag 7, 10 sowie 14 nach PPE-Implantation mit Oberflachenbeschichtung mit
Matrigel, sowie Matrigel + uPA, tPA oder PAI-1 (MW+SEM flr n=6).

1.2.2. Auswirkung einer Oberflachenbeschichtung mit rekombinantem uPA, tPA
oder PAI-1 auf die Leukozyten-Endothelzellinteraktionen nach Implantation
von PPE-Implantaten

In Bezug auf die inflammatorische Reaktion nach Implantation von PPE-Biomaterial liel3en
sich sowohl im neugebildeten Gefalinetzwerk im Implantat, als auch im umgebenden Implan-
tatlager keine Auswirkungen einer Oberflachenbeschichtung mit rekombinantem uPA, tPA

oder PAI-1 auf die Leukozyten-Endothelzellinteraktionen feststellen (vergleiche Abbildung 20).
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Abbildung 20: Leukozytenrekrutierung im Implantatmaterial (A, B) sowie im Implantatlager (C, D) an
Tag 7, 10 und 14 nach Implantation von PPE mit bioaktiver Oberflachenbeschichtung mittels rekombi-
nantem uPA, tPA oder PAI-1 (MW=SEM fiir n=6, *p<0,05 vs. Matrigel).
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Die systemischen Leukozytenzahlen bei Versuchsende bewegten sich nach bioaktiver Ober-
flachenbeschichtung des Implantates mittels uPA, tPA oder PAI-1 auf zu den Kontrolltieren

vergleichbarem Niveau (vergleiche Tabelle 8).

Tag 14

Systemische Leukozytenzahl [x10%/pl]

Matrigel 4,2+41,2
Matrigel + uPA 3,9+1,0
Matrigel + tPA 45+1,1
Matrigel + PAI-1 4,2+1,1

Tabelle 8: Systemische Leukozytenzahl bei Versuchsende an Tag 14 nach Implantation von PPE mit
bioaktiver Oberflachenbeschichtung mittels rekombinantem uPA, tPA oder PAI-1 (MW£SEM fir n=6).

1.2.3. Auswirkung einer Oberflachenbeschichtung mit rekombinantem uPA, tPA
oder PAI-1 fur die strukturelle Gewebsintegration von PPE-Implantaten

Die notwendige Kraft fur die mechanische Desintegration des Implantates aus dem Implantat-
bett nach 14 Tagen wurde durch eine Oberflachenbeschichtung mit rekombinantem uPA, tPA

oder PAI-1 nicht signifikant beeinflusst (vergleiche Tabelle 9).

Tag 14
Desintegrationskraft [N]
Matrigel 0,032+0,007
Matrigel + uPA 0,050+0,006
Matrigel + tPA 0,042+0,010
Matrigel + PAI-1 0,050+0,006

Tabelle 9: Desintegrationskraft zur Luxation des Implantates aus dem Implantatbett an Tag 14 nach
Implantation von PPE mit bioaktiver Oberflachenbeschichtung mittels rekombinantem uPA, tPA oder
PAI-1 (MW+SEM fiir n=6).
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1.2.4. Auswirkung einer Oberflachenbeschichtung mit rekombinantem uPA
oder tPA ohne proteolytische Aktivitat auf die Biointegration von PPE-Im-
plantaten

Fur die beiden proteolytisch aktiven Enzyme uPA und tPA ist bekannt, dass sie sowohl auf
proteolytischem als auch auf nicht-proteolytischem Wege Effekte vermitteln. Um dies in Bezug
auf den Einfluss der Proteine auf die vaskulare Biointegration von PPE zu differenzieren, wur-
den Versuche mit rekombinantem tPA ohne proteolytische Aktivitat (NE-tPA), sowie rekombi-
nantem uPA, dessen Aktivitat mittels Diisopropylfluorophosphat (DFP) inaktiviert wurde,
durchgefihrt. Hierbei zeigte DFP-uPA signifikante Auswirkungen auf die friilhe Vaskularisation
von PPE-Implantaten, die nahezu vergleichbar mit den Effekten von uPA waren, wohingegen

NE-tPA die Vaskularisierung des Implantatmaterials nicht beeinflusste (vergleiche Abbildung

21).
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Abbildung 21: Absolute (A) und funktionelle (B) GefaRdichte an Tag 7, 10 und 14 nach Implantation
von mittels DFP-uPA oder NE-tPA beschichteten PPE-Implantaten, prozentualer Zuwachs der absolu-
ten (C) und funktionellen (D) GefaRdichte bei Oberflachenbeschichtung mittels uPA, DFP-uPA, tPA,
NE-tPA, sowie PAI-1 gegenuber eine alleinigen Beschichtung mit Matrigel an Tag 7, 10 und 14 nach
Implantation (MW+SEM fiir n=5, *p<0,05 vs Matrigel).
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Auch bei diesen Versuchen zeigte sich kein Einfluss der Oberflachenbeschichtung auf die
mittleren GefaRdurchmesser und Flussgeschwindigkeiten, die Leukozytenrekrutierung in Im-
plantat und Implantatlager sowie die mechanische Gewebeintegration des Implantates. Die
systemischen Leukozytenzahlen 14 Tage nach Implantation wiesen ebenfalls keine signifikan-

ten Unterschiede auf (vergleiche Tabelle 10).

Tag 7 Tag 10 Tag 14

Implantatmaterial

Anzahl der rollenden Leukozyten [n/30 sec]

Matrigel 2,2+0,6 2,0+0,6 3,3+0,3
Matrigel + DFP-uPA 2,1+0,4 1,9+0,2 2,7+0,5
Matrigel + tPA (NE) 1,5:0,1 1,6+0,2 2,8+0,4

Anzahl der fest adharenten Leukozyten [n/100um]

Matrigel 0,7+0,3 0,840,2 1,1+0,1
Matrigel + DFP-uPA 1,0+0,2 0,9+0,3 0,8+0,1
Matrigel + tPA (NE) 0,6%0,1 0,910,2 1,0+0,1

Mittlerer GefaRdurchmesser [um]

Matrigel 15,1+0,7 17,111 16,2+0,3
Matrigel + DFP-uPA 17,8+0,5 18,4+0,4 18,1+0,7
Matrigel + tPA (NE) 16,0+0,8 17,3+0,6 18,1+0,7

Mittlere GefaRdichte [cm/cm?]

Matrigel 7,9+4,6 69,5+20,2 138,8+23,4
Matrigel + DFP-uPA 80,8+7,1 146,2+10,3 175,1+22,7
Matrigel + tPA (NE) 16,3+7,8 74,8+10,6 117,3+9,0

Blutflussgeschwindigkeit [mm/s]

Matrigel 0,095:0,004 0,158+0,016 0,163+0,037
Matrigel +DFP-uPA 0,154+0,006 0,146+0,016 0,146+0,016
Matrigel + tPA (NE) 0,116+0,028 0,144+0,017 0,167+0,011
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Implantatlager

Anzahl der rollenden Leukozyten [n/30 sec]

Matrigel 3,1+0,6 3,1+0,7 4,4+0,9
Matrigel +DFP-uPA 3,4+0,8 2,3+0,2 3,5+0,2
Matrigel + tPA (NE) 2,3+0,3 2,2+0,3 3,2+0,2
Anzahl der fest adharenten Leukozyten [n/100um]

Matrigel 1,1+0,2 1,0+0,2 1,0+0,2
Matrigel + DFP-uPA 0,8+0,1 0,9+0,1 0,8+0,1
Matrigel + tPA (NE) 1,3+0,2 1,1+0,1 0,9+0,1
Mittlerer GefaRdurchmesser [um]

Matrigel 18,0+0,8 17,9+1,2 17,0+0,8
Matrigel + DFP-uPA 20,5+0,7 20,7+0,4 18,9+0,6
Matrigel + tPA (NE) 20,2+0,9 20,3+0,5 19,0+0,5
Mittlere GefaRdichte [cm/cm?]

Matrigel 309,2+18,3 305,1+15,7 328,9+17,4
Matrigel +DFP-uPA 283,3+11,0 303,2+9,4 308,7+10,8
Matrigel + tPA (NE) 289,1+11,0 315,7+8,8 298,9+5,4
Blutflussgeschwindigkeit [mm/s]

Matrigel 0,233+0,031 0,196+0,029 0,146+0,006
Matrigel +DFP-uPA 0,211+0,019 0,178+0,013 0,146+0,005
Matrigel + tPA (NE) 0,222+0,025 0,165+0,008 0,159+0,013
Weitere Parameter

Systemische Leukozytenzahl [x10%/ul]

Matrigel 4,2+1,2
Matrigel + DFP-uPA 41+1,2
Matrigel + tPA (NE) 4,2+1,1
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Desintegrationskraft [N]

Matrigel 0,032+0,007
Matrigel + DFP-uPA 0,034+0,007
Matrigel + tPA (NE) 0,024+0,005

Tabelle 10: Mikrovaskulare Parameter der Mikrozirkulation sowie Leukozyten-Endothelzell-Interaktio-
nen in Implantat und Implantatlager an Tag 7, 10 sowie 14 nach PPE-Implantation mit Oberflachenbe-
schichtung mit Matrigel, sowie Matrigel + DFP-uPA oder tPA (NE), systemische Leukozytenzahl und
mechanische Gewebsintegration des Implantates an Tag 14 nach PPE-Implantation mit Oberflachen-
beschichtung mit Matrigel, sowie Matrigel + DFP-uPA oder tPA (NE) (MW=SEM flr n=5).
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2. Ergebnisse Vitronektin

2.1. Bedeutung von endogenem VN fiur die Biointegration von PPE-Implanta-
ten

2.1.1. Verteilungsmuster des matrizellularen Bindeproteins VN nach Implanta-
tion von PPE-Implantaten

Nachdem VN nach Verletzungen und bei Entziindungsreaktionen in den extravasalen Raum
austritt und im Bindegewebe abgelagert wird, wurde auch die Verteilung von VN im frisch im-
plantierten Biomaterial mittels Konfokalmikroskopie analysiert. Dabei zeigte sich, dass VN be-
reits kurz nach der Implantation in den Poren des PPE-Implantatmaterials aufgefunden werden
kann und Uber den gesamten Untersuchungszeitraum auf konstantem Niveau nachzuweisen

ist (vergleiche Abbildung 22).
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Abbildung 22: Représentative konfokalmikroskopische Darstellung der Deposition von VN im Implan-
tatmaterial an Tag 3 (A), 7 (B), 10 (C) und 14 (D) nach Implantation, Mittlere Graustufenintensitat an
Tag 3, 7,10 und 14 nach Implantation (E; MW+SEM fir n=3, Mal3stabsbalken 100 um).
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2.1.2. Bedeutung von endogenem VN fur die vaskulare Integration von PPE-Im-
plantaten

Bei VN-defizienten Tieren war Uber den gesamten Beobachtungszeitraum zu allen Messzeit-
punkten eine signifikante Reduktion sowohl der absoluten als auch funktionellen Vaskularisa-
tion des Implantatmaterials festzustellen. Dementsprechend stellte sich ebenfalls der prozen-
tuale Anteil des gesamten neu gebildeten Gefalinetzwerkes, der zum jeweiligen Untersu-

chungszeitpunkt bereits voll perfundiert ist, als signifikant vermindert dar (vergleiche Abbildung

23).
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Abbildung 23: Absolute (A) und funktionelle (B) GefalRdichte im neugebildeten GefaRnetzwerk im Im-
plantatmaterial an Tag 7, 10 und 14 nach Implantation eines PPE-Implantates, prozentualer Anteil an
perfundiertem GefaBnetzwerk (C) in WT, sowie VN7 Versuchstieren (MW+SEM fiir n=6, *p<0,05 vs.
WT).

Dieser Effekt zeigte sich auch in der Analyse der Anzahl an GefaRsegmenten, Gefallverzwei-

gungspunkten und GefalRverzweigungspunkten héherer Ordnung im sich bildenden GefaR-

netzwerk. Die durchschnittliche Gefal3segmentlange war im Vergleich zu WT-Tieren zunachst
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ahnlich, 14 Tage nach Implantation wiesen die VN-defizienten Versuchstiere jedoch eine sig-

nifikant grof3ere mittlere Segmentléange im Vergleich zu WT-Tieren auf (vergleiche Abbildung

24).
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Abbildung 24: Anzahl an Gefal3segmenten (A) und Verzweigungspunkten (B-D) sowie durchschnittli-
che Segmentldnge im neugebildeten Gefalinetzwerk im Implantatmaterial (E) an Tag 7, 10 und 14
nach Implantation eines PPE-Implantates in WT, sowie VN” Versuchstieren (MW+SEM fiir n=6,
*p<0,05 vs. WT).

In der friihen Integrationsphase nach Implantation eines PPE-Implantates war zudem eine

Reduktion der Flussgeschwindigkeiten im neu gebildeten Gefalinetzwerk im Implantatmaterial

bei VN’ Tieren auffallig. Am 14. Tag nach Implantation war dieser Effekt jedoch nicht mehr
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nachzuweisen. Die mittleren GefaRdurchmesser stellten sich dagegen interessanterweise an

Tag 7 sowie 14 nach Implantation in VN-defizienten Tieren signifikant vermindert dar (verglei-

che Abbildung 25).
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Abbildung 25: Flussgeschwindigkeit (A) und mittlerer Gefalldurchmesser (B) im neugebildeten Ge-
faknetzwerk im Implantatmaterial an Tag 7, 10 und 14 nach Implantation eines PPE-Implantates in WT
sowie VN Versuchstieren (MW+SEM fir n=6, *p<0,05 vs. WT).

Im das Implantat umgebenden Implantatbett waren zu keinem Untersuchungszeitpunkt Ver-

anderungen der mikrovaskularen Parameter festzustellen (vergleiche Tabelle 11).

Tag 7 Tag 10 Tag 14
Mittlerer GefaRdurchmesser [um]
WT 23,1+1.5 22,1+£1,2 22,7+1,1
VN7 23,040,7 24,8+0,6 23,0+0,8
Mittlere GefaRdichte [cm/cm?]
WT 288,4+9,5 301,6+13,4 292,7+15,6
VN 260,9+15,6 276,5+14,1 294,4+16,6
Flussgeschwindigkeit [mm/s]
WT 0,188+0,007 0,200+0,019 0,200+0,017
VN 0,166+0,014 0,200+0,019 0,200+0,009

Tabelle 11: Mittlere GefaRdurchmesser, mittlere Gefalldichte und Flussgeschwindigkeit in der Mikro-
zirkulation im Implantatmaterial an Tag 7, 10 und 14 nach Implantation eines PPE-Implantates in WT

sowie VN Versuchstieren (MW+SEM fir n=6).
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2.1.3. Bedeutung von endogenem VN fur Leukozyten-Endothelzellinteraktionen
nach Implantation von PPE-Implantaten

Auch in Bezug auf die leukozytare Rekrutierung nach Implantation eines PPE-Biomaterials
lieRen sich sowohl im Implantat selbst, als auch im das Implantat umgebenden Implantatlager
keine signifikanten Alterationen bei VN-defizienten Versuchstieren im Vergleich zur WT-Kon-
trolle feststellen (vergleiche Tabelle 12). Auch die systemischen Leukozytenzahlen 14 Tage
nach Implantation wiesen keine signifikanten Differenzen auf (Daten nicht gezeigt).

Tag 7 Tag 10 Tag 14

Implantatmaterial

Anzahl an rollenden Leukozyten [n/30s]

WT 2,5+1,0 2,3+0,9 2,2+0,7
VN 1,5+0,5 1,3+0,2 1,7+0,3

Anzahl an fest adharenten Leukozyten [n/100um]

WT 1,1+0,2 1,0£0,1 0,5+0,2
VN 0,6+0,1 0,5+0,1 1,0+0,2

Implantatlager

Anzahl an rollenden Leukozyten [n/30s]

WT 2,8+0,4 2,4+0,7 2,2+0,6
VN 2,0+£0,5 1,5+0,3 1,6+0,6

Anzahl an fest adharenten Leukozyten [n/100um]

WT 1,1+0,2 1,1+0,2 0,9+0,1
VN 1,0+0,1 0,8+0,3 0,9+0,2

Tabelle 12: Anzahl an rollenden sowie fest adharenten Leukozyten im neugebildeten GefalZnetzwerk
im Implantat sowie im Implantatlager an Tag 7, 10 sowie 14 nach PPE Implantation in WT sowie VN
Versuchstieren (MW+SEM fiir n=6).
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2.1.4. Bedeutung von endogenem VN fur die strukturelle Gewebsintegration
von PPE-Implantaten

Die strukturelle Bindegewebsintegration, wiederum ermittelt Gber die fur die Luxation des Im-
plantates aus dem Implantatbett notwendige Kraft, stellte sich 14 Tage nach Implantation in
VN-defizienten Versuchstieren nicht signifikant veréandert gegeniiber den WT-Kontrolltieren

dar (vergleiche Abbildung 26).
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Abbildung 26: Desintegrationskraft zur Luxation des Implantates aus dem Implantatlager an Tag 14
nach Implantation in WT sowie VN-- Versuchstieren (MW+SEM fiir n=6).

2.2. Auswirkung einer bioaktiven Oberflachenbeschichtung von PPE-Implanta-
ten mit rekombinantem VN

2.2.1. Auswirkung einer Oberflachenbeschichtung mit rekombinantem VN auf
die vaskulare Integration von PPE-Implantaten

Zu Uberprifung der Relevanz dieser Erkenntnisse fir eine mogliche klinische Anwendung
wurde wiederum der Effekt einer matrigelbasierten bioaktiven Oberflachenbeschichtung des
PPE-Implantatmaterials mittels rekombinantem VN uberprift. Hierbei zeigte sich eine signifi-
kante Verbesserung der Vaskularisation des Implantatmaterials Giber den gesamten Versuchs-
zeitraum von 14 Tagen. Dies gilt sowohl fur die absolute als auch die funktionelle Gefalidichte.
Dementsprechend war auch der prozentuale Anteil des perfundierten Netzwerkes am 10. und
14. postoperativen Tag signifikant erh6ht. Dies ging mit einer signifikanten Erhéhung der An-
zahl an Gefallverzweigungspunkten sowie der mittleren GefalRdurchmesser im Netzwerk an

Tag 7 und 10 einher (vergleiche Abbildung 27).
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Abbildung 27: Absolute (A) und funktionelle (B) GefaR3dichte, prozentualer Anteil des perfundierten Ge-
faknetzwerkes (C), mittlere GefalRdurchmesser (D) sowie Anzahl an GefaRverzweigungspunkten (E, F)
im neugebildeten GefalRnetzwerk im Implantatmaterial an Tag 7, 10 und 14 Tage nach Implantation eines
mit Matrigel oder Matrigel + VN oberflachenbeschichteten PPE-Implantates (MW+SEM fiir n=6, *p<0,05
vs. Matrigel).
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Zudem zeigten sich die im neugebildeten GefalRnetzwerk erreichten Flussgeschwindigkeiten
in der frihen Integrationsphase (Tag 7) signifikant gegentber den Kontrollexperimenten erhoht

(vergleiche Abbildung 28).
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Abbildung 28: Flussgeschwindigkeit im neugebildeten GefalRnetzwerk im Implantatmaterial an Tag 7,
10 und 14 nach Implantation eines mit Matrigel oder Matrigel + VN oberflachenbeschichteten PPE-
Implantates (MW+SEM flr n=6, *p<0,05 vs. Matrigel).

Die durchschnittliche GefaRsegmentlange wies hierbei keine signifikanten Veranderungen auf

(vergleiche Tabelle 13).

Tag 7 Tag 10 Tag 14

Mittlere GefaRsegmentlange [um]

Matrigel 64,3+12,78 80,0%5,1 87,1+22,5
Matrigel + VN 103,8+6,9 96,0+3,7 82,7+6,4

Tabelle 13: Mittlere Gefal3segmentlange in neugebildeten Gefal3netzwerk im Implantatmaterial an Tag
7, 10 und 14 nach Implantation eines mit Matrigel oder Matrigel + VN oberflachenbeschichteten PPE-
Implantates (MW=SEM fir n=6).

Weiterhin lieBen sich keine Einflisse einer Oberflachenbeschichtung des PPE-Implantates auf
die mikrovaskuldren Parameter im umgebenden Implantatlager feststellen (vergleiche Tabelle

14).
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Tag 7 Tag 10 Tag 14

Mittlerer GefaBRdurchmesser [cm/cm?]

Matrigel 22,5+3,0 21,5+2,8 17,9+1,4
Matrigel + VN 23,3+0,7 23,5+0,9 19,5+0,9

Mittlere GefaRdichte [cm/cm?]

Matrigel 273,5+8,4 278,0+20,7 299,9+19,3
Matrigel + VN 287,3+15,3 267,5+15,3 271,7+6,7

Flussgeschwindigkeit [mm/s]

Matrigel 0,218+0,017 0,200+0,042 0,200+0,015
Matrigel + VN 0,194+0,016 0,200+0,020 0,200+0,024

Tabelle 14: Mittlere GefalRdurchmesser, mittlere Gefadichte und Flussgeschwindigkeit in der Mikro-
zirkulation im Implantatlager an Tag 7, 10 und 14 nach Implantation eines mit Matrigel oder Matrigel +
VN oberflachenbeschichteten PPE-Implantates (MW+SEM fir n=6).

2.2.2. Auswirkung einer Oberflachenbeschichtung mit rekombinantem VN auf
die Leukozyten-Endothelzellinteraktionen nach Implantation von PPE-Im-
plantaten

Nach Oberflachenbeschichtung mittels rekombinantem VN zeigten sich sowohl in Bezug auf
die Anzahl an rollenden, als auch fest adharenten Leukozyten im mikrovaskularen GefaRbett
im Implantat selbst sowie im umgebenden Implantatlager keine signifikanten Unterschiede.
Auch die systemische Leukozytenzahl am 14. Tag nach Implantation wies keine Veranderung

gegenuber den Kontrolltieren auf (vergleiche Tabelle 15).
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Tag 7 Tag 10 Tag 14
Implantatmaterial
Anzahl an rollenden Leukozyten [n/30s]
Matrigel 2,5+0,7 1,6+0,5 2,8+0,6
Matrigel + VN 2,8+0,2 1,1+0,2 1,6+0,2
Anzahl an fest adharenten Leukozyten [n/100um]
Matrigel 1,0+0,2 0,9+0,2 0,9+0,1
Matrigel + VN 1,1+0,1 0,9+0,1 0,9+0,1
Implantatlager
Anzahl an rollenden Leukozyten [n/30s]
Matrigel 3,1+0,5 2,8+0,7 3,4+1,1
Matrigel + VN 2,1+0,4 1,7+0,4 1,9+0,4
Anzahl an fest adharenten Leukozyten [n/100um]
Matrigel 1,1+0,2 1,0+0,1 0,7+0,1
Matrigel + VN 1,1+0,1 1,1+0,1 0,9+0,1
Sonstige Parameter
Systemische Leukozytenzahl [103/ul]
Matrigel 2,8+0,6
Matrigel + VN 3,6+0,3

Tabelle 15: Anzahl an rollenden sowie fest adhéarenten Leukozyten im Implantat sowie im Implantatla-
ger an Tag 7, 10 sowie 14 nach Implantation eines mit Matrigel oder Matrigel + VN oberflachenbeschich-
teten PPE-Implantates, Systemische Leukozytenzahl an Tag 14 nach Implantation eines mit Matrigel

oder Matrigel + VN-oberflaichenbeschichteten PPE-Implantates (MW+SEM fiir n=6).
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2.2.3. Auswirkung einer Oberflachenbeschichtung mit rekombinantem VN auf
die strukturelle Gewebsintegration von PPE

Die strukturelle Gewebsintegration, gemessen an der Desintegrationskraft am 14. postopera-
tiven Tag, stellte sich als nicht durch eine Oberflachenbeschichtung mit rekombinantem VN

beeinflussbar dar (vergleiche Abbildung 29).
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Abbildung 29: Desintegrationskraft bei mechanischer Luxation des Implantates aus dem
Implantatbett an Tag 14 nach Implantation (MW+SEM fir n=6, *p<0,05 vs. Matrigel).
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V. Diskussion

1. Uberlegungen zum tissue engineering von PPE-Implantaten fiir den
Einsatz in der kraniofazialen Chirurgie

Im klinischen Alltag ist nach Tumorresektion oder nach ausgepragten Traumata im Kopf-Hals-
Bereich nicht nur eine adaquate Rekonstruktion des Haut-Weichteil-Mantels vonnéten, oft
muss zudem das strukturgebende Stitzgewebe des Gesichtsschédels rekonstruiert werden.
Um Hebedefekte und damit assoziierte Morbiditat zu umgehen, kommt als alloplastisches
Knorpel/Knochen-Ersatzmaterial PPE zum Einsatz. Zudem gewinnt dieses Material bei Kor-
rekturen von Fehlbildungen, z.B. Mikrotie, sowie bei asthetischen Indikationen zunehmend an

Bedeutung [1, 7-10].

Die klinischen Anwendungsmaoglichkeiten des Implantatmaterials sind — trotz eines erfolgrei-
chen Einsatzes am Patienten seit mehreren Jahrzehnten — fir bestimmte Indikationen nach
wie vor limitiert und mit erhdhten Komplikationsraten behaftet. Hierbei ist vor allem der Einsatz
in Bereichen mit insuffizienter Haut-Weichteilbedeckung sowie lokal beeintrachtigten Durch-
blutungsverhaltnissen betroffen [1, 4, 8, 9, 16, 78]. Vor diesem Hintergrund bestehen Bestre-
bungen, die fiir eine erfolgreiche Biointegration besonders bedeutsame frihe Phase der Ge-
websintegration mit Hilfe von Techniken des tissue engineering zu verbessern und zu modifi-

zieren [20, 23, 83, 89, 90, 93, 94, 96].

Den Komponenten des fibrinolytischen Systems, des Plasminogen-Aktivierungs-Systems so-
wie damit interagierenden Proteinen wie VN kommen, neben der origindren Aufgabe der Auf-
rechterhaltung eines Gleichgewichtes zwischen Fibrinolyse und Hamostase weitere bedeu-
tende Funktionen im Bereich Inflammation, Angiogenese und Wundheilung zu. Zunehmend
deutlich wird die Relevanz dieser Proteine fir Regulation und Modulation von Zelladh&renz, -
migration und -proliferation sowie Leukozytenrekrutierung [48, 53, 66, 68, 69, 102, 103]. Fur
die Effektorprotease des fibrinolytischen Systems Plasmin wurde in diesem Zusammenhang

bereits eine Bedeutung bei der Biointegration von PPE nachgewiesen [113]. Die Rolle der
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Komponenten des Plasminogen-Aktivierungs-Systems sowie deren Interaktionspartner VN in
diesem Zusammenhang ist jedoch noch weitgehend unbekannt. Demensprechend ist auch
das Potential dieser Proteine flr den Einsatz im tissue engineering von PPE nicht néher un-

tersucht.

2. Diskussion von Material und Methoden

2.1. Relevante Parameter bei der Biointegration von Implantaten

Die Gewebeintegration von Biomaterialien stellt einen héchst komplexen Vorgang dar, welcher
auch auf experimenteller Ebene im Tiermodell noch nicht vollstandig verstanden ist. Insbeson-
dere das Zusammenspiel von lokalen und systemischen Faktoren scheint von entscheidender
Bedeutung zu sein. Dabei sind initiale Leukozytenrekrutierung, GefaRneubildungen sowie
strukturelle Gewebsintegration die entscheidenden Parameter, welche es zur Evaluation der
Kompatibilitét eines Biomaterials zu beurteilen gilt [21, 22, 129]. Auch wenn bei jedem Experi-
ment stets ein moéglichst einfaches Modell mit wohl definierbaren Einflussfaktoren zu wahlen
ist, sind Daten in Bezug auf diese hichst relevanten Parameter nur im Zuge eines In-vivo-
Experimentes im Gesamtorganismus zu ermitteln. Neben den Absolutwerten ist hierbei auch

die Darstellung des zeitlichen Verlaufes unabdingbar [21, 22].

2.2. Intravitalmikroskopie und transparente Rickenhautkammer

Eine intravitalmikroskopische Visualisierung eben dieser Prozesse erlaubt die repetitive, non-
invasive Erhebung der entsprechenden Daten am lebenden Versuchstier. Es bestehen zahl-
reiche gut etablierte akute und chronische Modelle zur Intravitalmikroskopie an verschiedenen
Geweben und Organen.

In der Literatur sind zahlreiche akute intravitalmikroskopische Versuchsanordnungen zur Ana-
lyse der Mikrozirkulation in spezifischen Organsystemen, beispielsweise der Leber, des Ge-

hirns oder der Lunge beschrieben [130-132].
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Zur simultanen Untersuchung von Leukozyten-Endothelzellinteraktionen und Angiogenese im
Implantatmaterial sind jedoch chronische Versuchsansatze notwendig, die idealerweise eine

repetitive Versuchsdurchfiihrung am selben Versuchstier erlauben [21, 22].

Diese Vorgange kénnen unter anderem mittels des Chorioallantonic-Membrane-Assay (CAM)
am Huhnerei untersucht werden. Hierbei wird die Chorioallantonische Membran, welche dem
Huhner-Embryo im Ei als Gasaustauschflache dient, prapariert und kann Verlauf Gber etwa 10
Tage intravitalmikroskopisch beobachtet werden. In dieser Membran herrscht enormes angio-
genes Potenzial, so dass eingebrachte Biomaterialien rasch vaskularisiert werden [133]. Je-
doch weist dieses Modell einige Schwachen in Bezug auf seine Eignung zur Evaluation der
Biokompatibilitat von Implantatmaterialien auf. Zunachst ist das Huhn als Versuchstier nur
schlecht etabliert, da es verglichen mit Sdugetieren weniger Parallelen hinsichtlich vieler bio-
logischer Prozesse zum Menschen aufweist. Weiterhin finden die Untersuchungen im embry-
onalen Gewebe statt, welches sich hinsichtlich zahlreicher Eigenschaften in Bezug auf Leuko-
zytenrekrutierung und Angiogenese deutlich vom adulten Tier unterscheidet. Zudem bestehen
in diesem Modell einige versuchstechnische Schwierigkeiten, auf die jedoch im weiteren Ver-

lauf nicht weiter eingegangen werden soll [21].

Als Goldstandard zur intravitalmikroskopischen Darstellung von Leukozytenrekrutierung und
Angiogenese im chronischen Versuch, nicht nur im Kontext der Integration von Biomaterialien,
gilt das Modell der transparenten Rickenhautkammer [21, 22]. Dieses Modell ist seit geraumer
Zeit in entsprechender Adaptation fur verschiedene Labornagetiere gut etabliert. So bestehen
Kammermodelle fir Maus, Ratte, Kaninchen und Goldhamster [122, 124-126, 134]. Seit der
Erstbeschreibung durch Algire 1943 konnte durch mehrere Weiterentwicklungen ein standar-
disiertes und fur die Versuchstiere gut vertragliches Kammerdesign herausgearbeitet werden
[122]. Als Material fur die Kammer kommt Titan zum Einsatz, welches als weitgehend inert
anerkannt ist und somit keine lokalen oder systemischen Effekte auf das Versuchstier hat.
Durch ein gewichtsoptimiertes Design kann mit einem Gewicht von etwa 5g eine Beeintrach-

tigung der Versuchstiere in Mobilitat und Verhalten weitgehend vermieden werden. Das gut
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zugangliche Beobachtungsfenster erlaubt die Intravitalmikroskopie unter bloRRer Fixierung des
Versuchstieres in einem geeigneten Restrainer. Somit ist keine Anasthesie fur die entspre-
chende Messung notwendig, was insbesondere angesichts der berichteten Auswirkungen ei-
ner Narkose auf die Mikrozirkulation einen entscheidenden Vorteil darstellt [135].

Zahlreiche vorliegende Studien belegen die exzellente Eignung dieses Modells fiir die Evalu-
ation der Mikrozirkulation in verschiedenen Tumoren, Gewebstransplantaten und vielen Bio-
materialien und Implantaten. Hierbei konnen Materialien bis zu einer Grol3e von 5x5x1 mm

beurteilt werden [21, 22].

Dementsprechend kam in der vorliegenden Studie das Modell der transparenten Rickenhaut-
kammer der Maus zum Einsatz. Zur Fluoreszenzmarkierung von Blutplasma und Leukozyten
kam FITC-Dextran sowie Rhodamin 6G zur Verwendung. Auch diese Fluorophore finden fir
die entsprechende Anwendung breite Akzeptanz in der Literatur. Kritisch anzumerken ist der
fototoxische Effekt der Fluoreszenzfarbstoffe bei langer Expositionszeit in der entsprechenden
Wellenlange. Um dies zu vermeiden, wurde auf eine strikte Einhaltung des Messprotokolls mit

minimalen Expositionszeiten in allen Versuchsgruppen geachtet [21, 22, 122, 135].

2.3. Versuchstiere

Aufgrund der groRen immunologischen Vergleichbarkeit zum Menschen sowie der Verflgbar-
keit von entsprechenden genetisch verénderten Linien wurde als Versuchstier die Maus mit
dem genetischen Hintergrund C56BL/6J gewahlt. Die jeweiligen uPA, tPA, PAI-1 sowie VN-
defizienten Versuchstiere wurden aus kryokonservierten Embryonen generiert und kommerzi-

ell bezogen.

uPA-defiziente Versuchstiere wurden wie zuvor beschrieben im Verfahren der gezielten Gen-
mutation erzeugt. Die Versuchstiere zeigen keinen schweren Phanotyp und weisen eine nor-
male Entwicklung, Fertilitdt und Lebensléange auf. Es besteht ein erhdhtes Risiko fiir rektalen
Prolaps sowie chronische Wunden im Kopfbereich. Zudem liegt eine diskret erhdhte Throm-

boserate bei Stimulation mit Endotoxin vor [136].
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tPA-defiziente Versuchstiere wurden ebenfalls wie zuvor beschrieben mittels gezielter Gen-
mutation erzeugt. Auch hier zeigen die Versuchstiere keinen schweren Phanotyp und weisen
eine normale Entwicklung, Fertilitdt und Lebenslange auf. Weiterhin liegt ebenfalls eine er-

hohte Thromboserate bei Stimulation mit Endotoxin vor [136].

Zur Generierung der PAI-1-defizienten Versuchstiere kam ebenfalls eine gezielte Genmutation
zum Einsatz. Diese Versuchstiere weisen keinen schweren Phéanotyp sowie eine normale Ent-
wicklung, Fertilitat und Lebensléange auf. Die Thrombolyse zeigt sich hier diskret erhdht. Dem-
entsprechend liegt eine verringerte Thromboserate bei Stimulation mit Endotoxin vor. Die Ha-

mostase ist jedoch als normal zu bewerten [137].

Auch die VN-defizienten Versuchstiere wurden mittels gezielter Genmutation generiert. Sie
sind ohne schweren Phanotyp und zeigen eine normale Entwicklung, Fertilitat und Lebens-
lange. Hier ist bekannt, dass eine erhéhte Thromboserate nach Gefaliverletzungen vorliegt

und die Angiogenese nach Verletzungen verringert ist [138].

2.4. Konfokalmikroskopie und Zwei-Photonen-Mikroskopie

Erganzend zu den intravitalmikroskopischen Messungen wurden konfokalmikroskopische
Analysen an mittels konventioneller immunhistochemischer Farbung vorbereiteten Implantat-
proben vorgenommen. Hierbei kann die Lokalisation und Verteilung spezifisch angefarbter
Faktoren sowie Zellkomponenten visualisiert werden. Dabei werden das Gewebe oder ein-
zelne Zellen dreidimensional mit hoher Auflésung, aber limitierter Eindringtiefe dargestellt. Zu-
dem erlaubt die Messung von Fluoreszenzintensitaten eine semiquantitative Bestimmung von

entsprechenden Proteinkonzentrationen [139, 140].

Weiterhin wurden entsprechend aufbereitete Praparate mittels Multi-Photonen-Mikroskopie
untersucht. Hierbei kann beim sogenannten second harmonic generation imaging der Effekt
genutzt werden, dass beim exakt gleichzeitigen Auftreffen zweier Photonen identischer Wel-

lenlange in bestimmten Zonen im Gewebe die Emission eines Photons doppelter Wellenlange

-75 -



Diskussion

erwirkt werden kann. Somit kdnnen beispielsweise Kollagenfasern ohne spezifische Markie-
rung mit hoher Eindringtiefe ins Gewebe und hoher Auflésung dreidimensional dargestellt wer-
den. Uber Messung der Signalintensitat kann eine semiquantitative Ermittlung der Kollagen-

dichte erfolgen [141-143].

2.5. Chemotaxis-Assay

Zur Untersuchung der chemotaktischen Potenz der Komponenten des Plasminogen-Aktivie-
rungs-Systems auf migrierende Endothelzellen kamen Chemotaxiskammern der Firma ibidi
zum Einsatz, bei welchen ein entsprechender Chemokin-Gradient in eine spezialisierte Be-
obachtungskammer eingegossen wird und migrierende Zellen sodann tber 20 Stunden ver-
folgt werden. Dieses Verfahren ist als eines der Standardverfahren zur Beobachtung und Eva-

luation in Migrationsexperimenten etabliert [144].

2.6. Messung der strukturellen Gewebsintegration

Als aulerst valider Parameter fir die mechanische Integration des Implantates in das umlie-
gende Bindegewebe wurde die Bestimmung der maximalen notwendigen Desintegrationskraft
gewahlt. Hiermit kann ein klinisch hdchst relevanter Parameter ermittelt werden, der das Risiko
fur Implantatdislokationen mit nachfolgender Protrusion durch den Haut-Weichteilmantel un-
mittelbar abbilden kann. Bereits in vorausgegangenen Arbeiten fand diese Untersuchungsme-

thode erfolgreich Anwendung [94].

Um eine Manipulation am Implantat vor der eigentlichen Messung mdglichst vollstdndig aus-
zuschlieRBen und einen moglichst direkten Ansatz der Messkraft am Implantat zu gewéhrleis-
ten, wurde die Fixierung des Implantates an der Messeinheit mikrochirurgisch unter dem Ope-
rationsmikroskop vorgenommen. Dennoch ist sicherlich der grof3te Storfaktor, welcher sich
auch in verhaltnismaRig groRen Standardfehlern bei der statistischen Auswertung der Mess-

werte widerspiegelt, die Kraftibertragung der Messkraft auf das Implantat. Hier ist es durchaus
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maoglich, dass, bedingt durch eine gewisse Ungenauigkeit der Messmethode, Unterschiede
unter den verschiedenen Versuchsgruppen, beispielsweise bei den Versuchen mit proteinbe-

schichteten Implantaten, nicht detektiert werden konnten.

2.7. Matrigel-basiertes Beschichtungsprotokoll fir PPE-Implantate

Um den Einfluss einer Oberflachenbeschichtung des PPE-Implantatmaterials mit rekombinant
erzeugten Komponenten des Plasminogen-Aktivierungs-Systems zu bestimmen, wurde ein
spezialisiertes Beschichtungs-Protokoll auf Basis von Matrigel etabliert. Dieser Extrakt extra-
zellularer Matrixkomponenten des Engelbreth-Holm-Swarm-Maussarkomes polymerisiert bei
Kdrpertemperatur zu einem festen Gel und ist dadurch ideal geeignet, die entsprechenden

Proteine im Implantat zu immobilisieren.

Die Verwendung von Matrigel zur Untersuchung des Einflusses einzelner Faktoren auf Angio-
genese und Wundheilung in vivo und in vitro ist in der Literatur weit verbreitet und gut aner-
kannt [145, 146]. So stellt das Matrigel-Plug-Assay, bei dem Matrigel subkutan implantiert und
sodann die Vaskularisierung des Materials analysiert wird, ein absolutes Standardverfahren
der Angiogeneseforschung dar [147-149]. Um Auswirkungen von in Matrigel tblicherweise zu
findenden Wachstumsfaktoren zu minimieren, kam fiir die Experimente ausschlieR3lich wachs-

tumsfaktorreduziertes GFR-Matrigel zum Einsatz.

Problematisch bei der Verwendung von Matrigel ist jedoch die klinische Anwendbarkeit zu be-
werten. Allein aufgrund des Produktionsverfahrens als Extrakt muriner Tumorzellen ist eine
Zulassung fur die Anwendung am Patienten héchst unwahrscheinlich. Dementsprechend mis-
sen fur eine klinische Weiterentwicklung des Beschichtungsverfahrens zwingend andere, bes-
tenfalls bereits zur klinischen Anwendung zugelassene Matrizes wie beispielsweise Fibrin ein-

gesetzt werden [150].
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3. Ergebnisse uPA, tPA, PAI-1

3.1. Bedeutung von endogenem uPA, tPA und PAI-1 fir die Biointegration von
PPE-Implantaten

Im ersten Versuchsschritt konnte zunéchst mittels einer konfokalmikroskopischen Untersu-
chung von PPE-Gewebsproben aus WT-Versuchstieren die Deposition der Komponenten des
Plasminogen-Aktivierungs-Systems uPA, tPA und PAI-1 im Implantatmaterial wahrend der fri-
hen Integrationsphase nachgewiesen werden. Interessanterweise konnte eine Kolokalisation
der Proteine mit den Endothelzellen des sich formierenden GefalZnetzwerkes festgestellt wer-
den. Dieses Ergebnis ergénzt friihere Studien, bei denen gezeigt wurde, dass Endothelzellen

in vitro uPA, tPA und PAI-1 sezernieren [151-153].

Eine schnelle vaskulare wie strukturelle Gewebsintegration ist von entscheidender Bedeutung
fur eine erfolgreiche Biointegration von PPE-Biomaterialien [20, 22]. Nachdem uPA, tPA und
PAI-1 neben ihrer Rolle im fibrinolytischen System auch flr die Biointegration von Implantaten
relevante Prozesse wie Zellmigration, -adhasion und -proliferation kontrollieren [66-71, 109-
111] solite nun die Rolle dieser Proteine im Kontext dieser Biointegrationsprozesse in vivo

untersucht werden.

Zu diesem Zweck wurden die Teilschritte der funktionellen Biointegration von PPE - initiale
Entziindungsreaktion, Vaskularisation und fibrovaskulare Gewebsintegration — unter Zuhilfen-
ahme von fluoreszenzgestitzter Intravitalmikroskopie analysiert. Hierbei kam das gut etab-
lierte und auch fur Fragestellungen beziglich der Biokompatibilitat von alloplastischen Implan-
tatmaterialien weit verbreitete Modell der transparenten Riickenhautkammer an der Maus zum
Einsatz. Diese Versuchsanordnung erlaubt die repetitive intravitalmikroskopische Darstellung
aller relevanten Schritte der funktionellen Gewebsintegration von Biomaterialien in vivo. So
konnten Leukozyten-Endothelzellinteraktionen, die Vaskularisierung sowie die strukturelle Ge-

websintegration repetitiv am wachen Tier dargestellt und evaluiert werden [22, 122].

Zunéchst wurde die Relevanz von endogen synthetisiertem uPA, tPA oder PAI-1 im fur das

jeweilige Protein defizienten Mausmodell Gberprift. Dazu wurden PPE-Implantate in die
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Ruckenhautkammerpraparation von WT, uPA-defizienten, tPA-defizienten sowie PAI-1-defizi-
enten Mausen eingebracht und die GefalRbildung im Implantat sowie im Implantatlager an Tag
7, 10 und 14 nach Implantation analysiert. Hierbei konnte gezeigt werden, dass alle drei Pro-
teine von essentieller Bedeutung fir die friihe Vaskularisation des Implantatmaterials sind, im
genetisch veranderten Versuchstier die Dynamik dieser Prozesse signifikant verandert ist und
jeder Komponente des Plasminogen-Aktivierungs-Systems spezifische Funktionen zuzuord-

nen sind.

Wahrend tPA besonders im friihen Stadium der Implantatintegration von Bedeutung ist, hat
uPA lber den gesamten Versuchszeitraum nachhaltige Effekte auf die Vaskularisierung des
Implantatmaterials. Interessanterweise zeigt auch PAI-1, der primare Inhibitor der beiden Pro-
teasen uPA und tPA, zu verschiedenen Stadien der PPE-Integration der Vaskularisierung for-
derliche Effekte. Diese Ergebnisse komplementieren friihere Daten zu nicht-fibrinolytischen
Effekten des Plasminogen-Aktivierungs-Systems im Kontext der Angiogenese [66, 67, 69, 71,
154, 155]. So ist bereits seit langerem bekannt, dass uPA in seinen vielfaltigen Interaktionen
mit dem uPA-Rezeptor, LRP-1, PAI-1 sowie VN nicht nur die perizellulare Proteolyse bei der
Migration verschiedenster Zellpopulationen, beispielsweise von Endothelzellen und Leukozy-
ten, aber auch von verschiedenen Tumorzelllinien mediiert und moduliert, sondern in entschei-
dender Weise die Lokalisation und Umverteilung von Integrinen vermittelt und damit unersetz-
lich fir eine erfolgreiche Fortbewegung der Zellen im interstitiellen Raum ist [66]. Dementspre-
chend wird der uPA-Rezeptor in migrierenden Endothelzellen bei VEGF vermittelter Zellmig-
ration spezifisch zur sogenannten leading edge an der Vorderseite der migrierenden Zelle um-
verteilt. Zudem werden Uber die Aktivierung verschiedener intrazellularer Signalwege, bei-
spielsweise Uber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, Tyrosin-Kinasen oder die Interaktion mit
LRP-1 weitere Effekte des Plasminogen-Aktivierungs-Systems auf Zellproliferation und -mig-
ration berichtet [69, 71]. Im Einklang hiermit sind in der Literatur zahlreiche Belege fir funktio-
nell relevante Auswirkungen des Plasminogen-Aktiverungs-Systems auf Neovaskularisierung,

Angiogenese und Arteriogenese im In-vivo-Versuch zu finden. So stellt die tber uPA unab-
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hangig vom uPA-Rezeptor vermittelte Rekrutierung von Leukozyten in das ischamische Ge-
webe nach Gefal3verschluss einen fur das funktionelle Outcome entscheidenden Schritt im
Modell der induzierten Hinterlaufischamie der Maus dar [67]. Weiterhin vermittelt intravends
appliziertes rekombinantes tPA, ebenfalls im Modell der induzierten Hinterlaufischamie, Uber
eine vermehrte Rekrutierung endothelialer Progenitorzellen eine deutliche Verbesserung der

funktionellen Gewebsperfusion [154].

Eine computerassistierte detaillierte Analyse der Gefal3architektur des sich neu bildenden Ge-
falRnetzwerkes im PPE-Implantat zeigte, dass uPA, tPA und PAI-1 vor allem den Grad an Ver-
zweigung und damit die Komplexitat des sich entwickelnden Netzwerkes beeinflussen, nicht
aber die Lange von einzelnen Netzwerksegmenten. Dies deutet an, dass endogen freigesetz-
tes uPA, tPA und PAI-1 inshesondere die Reifung des sich neu bildenden GefaRnetzwerkes
moduliert, was Arbeiten zum Einfluss dieser Proteine auf das Proliferations- und Migrations-
verhalten von Endothelzellen erganzt [156-158]. Hierbei ist bekannt, dass PAI-1 in Interaktion
mit sowie in Analogie zu den zuvor beschriebenen Zusammenhangen fir uPA Uber die Inter-
aktion mit uPA, dem uPA-Rezeptor, VN sowie LRP-1 die fur die Zellmigration notwendige zeit-
liche und ortliche Regulation der perizellularen Proteolyse entscheidend beeinflusst und simul-
tan dazu intrazellulare Signalwege aktiviert [156]. Weiterhin sind sowohl uPA als auch tPA
Uber rezeptorvermittelte Mechanismen von Bedeutung fir Endothelzellproliferation sowie —

Uberleben [157, 158].

Im umliegenden Gewebe zeigten sich, im Gegensatz zu sich neu bildenden MikrogefalRen im
Implantat, keine Auswirkungen einer Defizienz fur uPA, tPA oder PAI-1. Damit sind die Prote-
ine im adulten Versuchstier nur fir die tatsachliche Neubildung von Geféal3en im eingebrachten
Biomaterial, nicht aber fur die Aufrechterhaltung eines bestehenden GefaRnetzwerkes von Be-

deutung.

Gemeinsam mit den endothelialen vessel sprouts wandern auch Fibroblasten in das PPE-Im-
plantatmaterial ein und sezernieren dort extrazellulare Matrix sowie Kollagenfasern [94]. Diese

Prozesse sind von grofRer Bedeutung fur die strukturelle Integration des Implantatmaterials ins
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umliegende Gewebe. Mittels Multi-Photonen-Mikroskopie konnte das sich entwickelnde Kol-
lagennetzwerk im Implantatmaterial visualisiert und quantifiziert werden und damit ein Effekt
von uPA, tPA und PAI-1 auf die strukturelle Einbindung des Materials ins umgebende Gewebe
nachgewiesen werden. In diesem Zusammenhang ist bereits bekannt, dass uPA, tPA und PAI-
1 Proliferation und Kollagensekretion von Fibroblasten anregen [109-111]. Dementsprechend
war auch die nétige Desintegrationskraft fir die Luxation des Implantates aus dem Implantat-

lager in UPA, tPA und PAI-1-defizienten Tieren signifikant vermindert.

Nicht-fibrinolytischen Effekten von uPA, tPA und PAI-1 kommt eine grofRe Bedeutung im Rah-
men von schweren Entziindungsreaktionen, beispielsweise beim Ischamie-Reperfusionsscha-
den [102, 103, 159, 160] und bei Sepsis [121], zu. Auch nach der Implantation von Biomateri-
alien Ubernimmt die initiale Entziindungsreaktion mit Leukozytenrekrutierung eine Schllssel-
rolle bei der Gewebsintegration [22]. Aus diesem Grund wurden Leukozyten-Endothelzellin-
teraktionen im Implantat sowie im umliegenden Gewebe intravitalmikroskopisch visualisiert
und quantifiziert. Hierbei zeigte sich in den uPA, tPA und PAI-1 defizienten Tieren lediglich zu
den ersten Untersuchungszeitpunkten eine signifikante Reduktion der Zahl der am Endothel
rollenden Leukozyten im neu gebildeten GefalRnetzwerk im Implantatmaterial. Die Zahl fest
am Endothel adhérierender Zellen stellte sich jedoch nicht signifikant verandert dar. In den
MikrogefaRen im Implantatlager lieRen sich keine Veranderungen der Leukozyten-Endothel-
zellinteraktionen feststellen. Hierbei ist jedoch zu berlcksichtigen, dass es, anders als bei
schweren Entziindungsreaktionen, nach der Implantation von Biomaterialien nur zu einer mo-
deraten initialen Reaktion, bedingt durch das chirurgische Trauma, kommt. Dies kann erklaren,
warum die Hauptkomponenten des Plasmiongen-Aktivierungssytems nur geringe transiente

Einflisse auf diese Prozesse haben [22].

Weiterhin deuten die Daten der vorliegenden Studie zu Anzahl an Gefalisegmenten und An-
zahl sowie Ordnung von GefalRverzweigungspunkten auf eine verlangsamte Reifung und Ver-
dichtung des Gefalinetzwerkes in uPA, tPA sowie PAI-1 defizienten Versuchstieren hin. Ob

sich innerhalb eines sich neu bildenden GefalRnetzwerkes im Adulten abhéngig vom Reifegrad
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der GeféalRe Unterschiede hinsichtlich der Rezeptorausstattung und des Potentials zur Leuko-
zytenrekrutierung im Vergleich zur residenten Mikrozirkulation feststellen lassen, ist bisher in
der Literatur nicht berichtet. Jedoch verdichten sich die Hinweise darauf, dass zumindest in
embryonalem Gewebe die Leukozytenrekrutierung in sich neu bildenden Gefal3netzwerken
deutlich reduziert ist [161, 162]. Dementsprechend sollte ein Defizit der Gefalireifung innerhalb
neugebildeter GefalZnetzwerke als Erklarungsmechanismus fir die beobachtete reduzierte
Leukozytenrekrutierung in der frihen Gewebsintegrationsphase bei uPA, tPA sowie PAI-1 de-
fizienten Versuchstieren nicht auf3er Acht gelassen werden, zumal diese Effekte in der resi-

denten Mikrozirkulation im Implantatlager nicht zu beobachten waren.

3.2. Bedeutung einer Oberflachenbeschichtung von PPE-Implantaten mit re-
kombinanten uPA, tPA und PAI-1

Trotz der hervorragenden Vertraglichkeit von PPE-Biomaterial kommt es bei bestimmten An-
wendungen mit ungunstigen Grundvoraussetzungen fir die Biointegration von alloplastischen
Implantaten héufig zu Komplikationen im postoperativen Verlauf, welche den klinischen Ein-
satz des Implantatmaterials limitieren. Friihkomplikationen umfassen dabei vor allem ohne
Entfernung des Implantates nicht beherrschbare Infektionen im Implantatsitus, Spatkomplika-
tionen hingegen stellen haufig eine sekundére Implantatdislokation oder eine Arrosion des Im-
plantates durch den Hautmantel in Folge einer insuffizienten Haut-Weichteilbedeckung dar.
Insbesondere komplikationstrachtig, und aus diesem Grund mit deutlich erhéhten Raten an
Revisionsoperationen oder vollstandigem Versagen der Rekonstruktion verbunden, sind An-
wendungen in Arealen von natirlicherweise oder iatrogen kompromittierter lokaler Durchblu-
tungssituation [16, 19]. Von entscheidender Bedeutung fur die erfolgreiche Gewebsintegration
von pordsen Biomaterialien wie PPE ist vor allem die friihe vaskulare und strukturelle Integra-
tion in das umliegende Implantatlager [20-22]. Somit wird das Implantat durch die funktionelle
Integration sowohl der korpereigenen Immunabwehr als auch bei Bedarf einer systemischen

Antibiotikatherapie zugénglich gemacht. Die Bildung eines Biofilms mit daraus resultierenden
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akuten oder subakuten Infektkomplikationen sowie eine Implantatdislokation kann somit effek-

tiv vermieden werden [1, 23, 24].

Verschiedene Anséatze aus dem Bereich des tissue engineering versuchen, diese Problematik
insbesondere durch eine Beschleunigung der initialen Schritte der Gewebsintegration des Im-

plantates zu adressieren [21, 89, 90, 94].

Aufgrund der ermutigenden Ergebnisse fiir die Bedeutung von endogenem uPA, tPA und PAI-
1 fur die Biointegration von PPE-Implantaten wurde zunachst die chemotaktische Potenz die-
ser Proteine fur migrierende Endothelzellen in vitro untersucht. Dabei zeigte sich, dass uPA,
tPA und PAI-1 einen deutlichen chemotaktischen Stimulus fur Endothelzellen darstellen. In
diesem Zusammenhang wurde kirzlich gezeigt, dass das Plasminogen-Aktivierungs-System
VEGF mediierte angiogenetische Prozesse moduliert. So vermittelt VEGF-A Gber Stimulation
des VEGF-Rezeptors 2 die Aktivierung der uPA vermittelten perizellularen Proteolyse sowie
die Umverteilung des uPA-Rezeptors an die leading edge migrierender Endothelzellen. Hier
findet nun die Interaktion mit PAI-1, VN, LRP-1 sowie Integrinen, insbesondere Integrin a5p1
statt. Diese ist von essentieller Bedeutung fir eine gerichtete Migration der Endothelzellen

[71].

Zur Ubertragung dieser Ergebnisse auf eine klinische Anwendung wurde ein Beschichtungs-
verfahren fir PPE-Implantate entwickelt, bei dem mit uPA, tPA oder PAI-1 angereichertes
wachstumsfaktorreduziertes Matrigel zur Beschichtung eingesetzt wurde. Matrigel stellt eine
in der Literatur weit verbreitete und gut etablierte Matrix dar, die es ermoglicht, den Einfluss
einzelner Faktoren auf Angiogenese und Wundheilung in vivo und in vitro zu analysieren [145-
149, 163]. Um Effekte von in Matrigel vorhandenen Wachstumsfaktoren zu minimieren, kam
fur die Experimente ausschlieBlich wachstumsfaktorreduziertes (Growth Factor Re-
duced/GFR) Matrigel zum Einsatz. Im Hinblick auf eine klinische Anwendung am Patienten
wird es jedoch notwendig sein, diese fir einen proof of principle gut geeignete Matrix durch

eine fur die Anwendung am Patienten zugelassene Matrixkomponente zu ersetzen [150].
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Im Riuckenhautkammermodell konnte intravitalmikroskopisch eine deutlich verbesserte vasku-
lare Implantatintegration der proteinbeschichteten Implantate gegentber nur matrigelbe-
schichteten Kontrollimplantaten belegt werden. Dabei zeigte tPA vor allem Effekte in der fri-
hen Integrationsphase, wohingegen PAI-1 hauptsachlich fur Effekte zu spéateren Zeitpunkten
verantwortlich war. Herauszuheben ist die deutliche Verbesserung der initialen Gefal3bildung

durch eine uPA-Beschichtung, die Uber die gesamte Beobachtungszeit im Experiment anhielt.

Die Oberflachenbeschichtung mit Komponenten des Plasminogen-Aktivierungs-Systems hatte
auf den Bereich des Implantates selbst begrenzte Auswirkungen, im umgebenden Gewebe
lieBen sich keine Veranderungen feststellen. Auch die initiale Entziindungsreaktion nach Im-
plantation wurde nicht beeinflusst. Die strukturelle Integration des Materials blieb dabei weit-

gehend unverandert.

3.3. Bedeutung der proteolytischen Aktivitat fir die Effekte von uPA und tPA
auf die Biointegration von PPE-Implantaten

Die beiden Plasminogen-Aktivatoren vermitteln ihre nicht-fibrinolytischen Effekte sowohl tiber
proteolytische sowie nicht-proteolytische Mechanismen [68-71, 113]. Um diese Eigenschaften
fur die Biointegration von PPE mechanistisch getrennt betrachten zu kénnen, wurden in einer
weiteren Versuchsgruppe molekularbiologisch modifizierte Proteine ohne proteolytische Akti-
vitdt zum Einsatz gebracht. Eine Oberflachenbeschichtung mit DFP-uPA (dessen proteolyti-
sche Aktivitat durch Diisopropylfluorophosphat inaktiviert wurde) zeigte pro-angiogenetische
Effekte, die im Ausmafd mit den Auswirkungen einer Beschichtung mit proteolytisch aktivem
uPA nahezu vergleichbar waren. So konnte durch eine Oberflachenbeschichtung mit DFP-
uPA nahezu ein identischer prozentualer Zuwachs in Bezug auf funktionelle und absolute Va-
skularisierung des Implantatmaterial im Vergleich zur Matrigel-beschichteten Kontrolle erzielt
werden. Beide Parameter zeigten sich sowohl an Tag 7 als auch an Tag 10 nach Implantation
signifikant gegeniiber der Kontrollgruppe erhéht, bei der Beschichtung mit proteolytisch akti-

vem uPA setzte sich dieser Effekt jedoch noch bis zum 14. Tag nach Implantation fort, was

-84 -



Diskussion

sich nun hier fir DFP-uPA nicht nachvollziehen lie3. Im Gegensatz dazu konnte eine Ober-
flachenbeschichtung mit nicht-proteolytisch aktivem tPA, einer gentechnologisch erzeugten
Proteinmutante, die vaskulare Integration von PPE nicht gegentber der Kontrollgruppe ver-

bessern.

Dies deutet darauf hin, dass die Auswirkungen einer tPA Beschichtung weitgehend auf prote-
olytischen Funktionen wie einer moglichen Aktivierung von Plasmin und in der Folge von
MMPs [113] beruhen, wohingegen uPA sowohl tiber proteolytische Effekte als auch zusatzlich
unabhangig von einer Plasminaktivierung mit Hilfe nicht-proteolytischer Effekte die Integration
von PPE-Biomaterial verbessert. Hierfiir kommen sowohl direkte, rezeptorvermittelte als auch
nicht-rezeptorvermittelte Mechanismen in Frage. uPA unterhalt vielfaltige Interaktion mit dem
uPA-Rezeptor, LRP-1, PAI-1 sowie VN. Dabei wird nicht nur die perizellulare Proteolyse bei
der Endothelzellmigration moduliert, sondern auch die Umverteilung von Integrinen auf der
Zelloberflache sowie deren Rezirkulation an die leading edge der migrierenden Zelle in ent-
scheidendem Malf3e beeinflusst [66]. Dementsprechend ist bei VEGF-A vermittelter Angioge-
nese sowohl die Aktivierung der perizellularen Proteolyse tGiber uPA als auch die Umverteilung
des uPA-Rezeptors an die leading edge migrierender Endothelzellen festzustellen. An der lea-
ding edge findet nun die Interaktion mit uPA PAI-1, VN, LRP-1 sowie Integrinen statt [71].
Hierbei kommt es durch die Aktivierung verschiedener intrazellularer Signalwege zu einer wei-
teren Beglnstigung endothelialer Migration und Proliferation [69, 71]. Die funktionelle Rele-
vanz dieser Interaktionen ist nicht nur in vitro gut belegt, sondern zeigt sich auch in vivo als im
Zusammenhang der GefalZneubildung bei lokaler induzierter Ischamie von entscheidender Be-

deutung [67].
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4. Ergebnisse Vitronektin

4.1. Bedeutung von endogenem VN flr die Biointegration von PPE-Implanta-
ten

Das matrizellulare Protein VN extravasiert als Komponente des Wundexsudates spezifisch
bereits innerhalb von Stunden im Bereich von Entziindungsreaktionen und Wundheilungspro-
zessen ins Interstitium und ist dabei an verschiedensten relevanten biologischen Prozessen
von Zellmigration und Proliferation Uber Leukozytenrekrutierung bis zur Angiogenese beteiligt
[56, 114, 164]. VN interagiert in diesem Kontext mit zahlreichen fir Wundheilung und Ge-
falneubildung relevanten Faktoren, unter anderem dem Plasminogen-Aktivierungs-System.
So sind die nicht-proteolytischen Eigenschaften von uPA und PAI-1 auf Zelladh&sion und -
migration vornehmlich tber die Interaktion mit VN, dem uPA-Rezeptor sowie LRP-1 vermittelt
[56]. Zudem moduliert VN durch Interaktion mit Integrinen Zelladharenz und —migration [57,
73, 116-118, 165, 166]. Von besonderer Bedeutung im Zusammenhang mit Angiogenese ist
hierbei die Interaktion mit dem Integrin avB3 [114]. Weiterhin potenziert die Interaktion von
multimerem VN mit VEGF dessen Wirkung am VEGF-Rezeptor 2 hinsichtlich endothelialer
Migration und Kapillarformierung [73]. Diese Interaktionen weisen auch in vivo funktionelle
Relevanz auf. So zeigte sich in VN defizienten Versuchstieren eine deutlich gestérte Wund-
heilung von Hautwunden, bei der es aufgrund einer verminderten Neovaskularisierung im

Wundrand zu einem verzégerten Heilungsverlauf sowie repetitiven Einblutungen kam [164].

Demzufolge ist es nicht verwunderlich, dass VN auch innerhalb der Poren von frisch implan-
tiertem PPE-Biomaterial konfokalmikroskopisch nachgewiesen werden konnte. Eine praferen-
tielle Kolokalisation mit endothelialen sprouts oder Leukozyten lief3 sich in unseren Experimen-
ten jedoch nicht nachweisen, VN zeigte sich tiber den gesamten Versuchszeitraum gleichmé-
RBig in den Implantatporen verteilt. Auch die semiquantitativ iber Messung der Fluoreszenzin-

tensitat bestimmte Proteinkonzentration stellte sich hierbei konstant dar.

Zur Uberpriifung der funktionellen Relevanz von endogenem VN fiir die Biointegration von

PPE wurde wiederum in Analogie zu den in IV. 3. 1. beschriebenen Versuchen das Modell der
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transparenten Rickenhautkammer zur Analyse von Vaskularisation, Leukozyten-Endothel-

zellinteraktionen und funktioneller Gewebsintegration zum Einsatz gebracht.

Dabei zeigte sich, dass endogenes VN von essentieller Bedeutung fur eine erfolgreiche vas-
kulare Integration des Implantatmaterials ist. Ahnlich wie bei den Knock-Out Experimenten fiir
uPA lasst sich eine deutlich verminderte funktionelle wie absolute Vaskularisation des Implan-
tatmaterials Uber den gesamten Versuchszeitraum feststellen. Zudem ist der prozentuale An-
teil an funktionalen GefalRen am Gesamtnetzwerk in den VN-defizienten Tieren Uber die ge-
samte Versuchsdauer reduziert. Weiterhin zeigt sich der Organisationsgrad des sich entwi-
ckelnden GefalRnetzwerkes hinsichtlich Komplexitat und Dichte vermindert. Darlber hinaus
jedoch — und anders als bei den Versuchen im uPA, tPA oder PAI-1 defizienten Versuchstier
— stellten sich auch Parameter hinsichtlich der Funktionalitat der einzelnen GefaRsegmente
als in der initialen Gewebsintegrationsphase deutlich gestort dar. So liel3 sich eine signifikante
Verminderung der Blutflussgeschwindigkeiten und mittleren Gefa3durchmesser im Implantat-
material feststellen. Diese Daten erweitern Untersuchungen, die zeigten, dass VN unabding-
bar fur das erfolgreiche Zusammenspiel von Angiogenese und Wundheilung ist [56, 114, 164,
167-170]. So reguliert VN beispielsweise die endotheliale Expression der im Kontext der An-
giogenese essentiellen MMP9 (ber eine Interaktion mit den ebenfalls bei Prozessen der Ge-
falneubildung unabdingbaren Integrinen a5B1 sowie avB3 [169]. Zudem sind die mannigfalti-
gen Interaktionen mit dem bereits eingehend beschriebenen System aus uPA, uPA-Rezeptor,
PAI-1 sowie dem LRP-1 von entscheidender Bedeutung fur die Steuerung von perizellularer
Proteolyse sowie endothelialer Migration und Proliferation [56, 114]. Aber auch die Regulation
der Gefal3neubildung wird durch die Interaktion von VN mit antiangiogenen Faktoren nachhal-
tig beeinflusst. So konnten die antiangiogenen Funktionen von Anastellin, Antithrombin sowie
Endostatin in VN-defizienten Versuchstieren nahezu vollstéandig aufgehoben werden. Somit
moduliert VN das Zusammenspiel von pro- zu antiangiogenen Faktoren maf3geblich [167]. Die
funktionelle Relevanz dieser Effekte in vivo ist dabei durch eine deutliche Stérung der Wund-

heilung bei Hautwunden in VN-defizienten Versuchstieren belegt. So zeigte sich der Wundver-
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schluss ebenso wie die Angiogenese im Wundrand verzdgert, gleichzeitig wiesen die gene-
tisch veranderten Tiere hierbei eine deutlich erhdhte Rate an Einblutungen im Wundareal auf

[164].

Im umgebenden Gewebe, in dem keine Gefalineubildung erforderlich ist, zeigten sich keine

Effekte einer VN-Defizienz auf das residente GefalRbett im Implantatlager.

Interessanterweise konnten, &hnlich wie bei uPA, tPA und PAI-1, keine deutlichen Auswirkun-
gen auf die initiale Entziindungsreaktion und Leukozytenrekrutierung nach PPE-Implantation,
sowohl im Implantatmaterial selbst wie auch im umgebenden Implantatlager nachgewiesen
werden. Die in der Literatur beschriebenen Integrin-vermittelten Effekte von VN auf leuko-
zytare Funktionen konnten somit auf Ebene der Leukozyten-Endothelzellinteraktionen im Kon-
text der Gewebsintegration von Biomaterialien nicht nachvollzogen werden [171-173]. In vivo
fur die Leukozytenrekrutierung funktionell relevante Effekte konnten fir VN im Kontext von
starken inflammatorischen Stimuli, beispielsweise im Thioglycolat-induzierten Peritonitismo-
dell nach 72 Stunden nachgewiesen werden [119]. Somit mdgen zu schweren systemischen
Infektmodellen analoge Mechanismen im Rahmen der Biointegration von PPE nicht oder nur
in geringem Umfang von Relevanz sein. Zudem konnen diese Effekte bereits vor dem ersten
Untersuchungszeitpunkt (nach 7 Tagen) abgelaufen und somit wahrend des Untersuchungs-
zeitraumes von Tag 7 bis 14 nach Implantation nicht mehr auf Ebene der Leukozyten-En-

dothelzellinteraktionen detektierbar sein.

In der Literatur finden sich zahlreiche Hinweise auf eine Beeinflussung des Proliferations- und
Migrationsverhaltens von Fibroblasten und Keratinozyten durch VN in vitro [116, 174, 175].
Anders als uPA, tPA oder PAI-1 defiziente Tiere zeigten VN-defiziente Tiere jedoch keine Ein-
buRen in Bezug auf die strukturelle Integration von PPE-Implantaten. Dementsprechend ist
VN zwar essentiell fr die vaskulare Integration, hat jedoch fir die strukturelle Integration des
Implantatmaterials in das umliegende Gewebe nur eine untergeordnete Bedeutung. Hierbei

gilt es zu bertcksichtigen, dass die Biointegration des PPE-Implantates nach dem Beobach-
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tungszeitraum von 14 Tagen nicht vollstandig abgeschlossen ist und das Implantat den vorlie-
genden Ergebnissen zufolge im WT-Tier zwar vollstandig von einem funktionellen Gefal3netz-
werk durchspannt ist, die weitere Integration ins umliegende Bindegewebe jedoch noch fort-
schreitet [2, 5, 85-88, 94]. Dementsprechend kdnnen mafig ausgepragte Auswirkungen auf
Fibroblastenmigration und —proliferation auch noch zu spéteren Untersuchungszeitpunkten

zum Tragen kommen.

4.2. Bedeutung einer Oberflachenbeschichtung von PPE-Implantaten mit re-
kombinantem VN flr deren Biointegration

Endogenes VN vermag, neben seiner Funktion fur Zellmigration [118, 176-178] und Angioge-
nese [114, 117, 164], spezifisch durch die Vermittlung von Wachstumsfaktoren Prozesse der
Wundheilung in vivo beschleunigen [117, 179, 180]. Hierfur bestehen neben tierexperimentel-
len Belegen bereits erste erfolgreiche Therapieversuche am menschlichen Patienten, bei de-
nen Komplexe aus VN und verschiedenen Wachstumsfaktoren zur Behandlung von Verbren-
nungen und chronischen Wunden zum Einsatz kommen [181-183]. Da endogenes VN die In-
tegrationsprozesse von PPE-Biomaterial essentiell reguliert, wurden diese Ergebnisse mittels
eines Beschichtungsansatzes in einen klinisch relevanten Kontext tbertragen. Analog zu den
Versuchen in IV. 3. 2. wurden PPE-Implantate mit VN und Matrigel beschichtet und intravital-
mikroskopisch nach Implantation in die transparente Rickenhautkammer untersucht. Dabei
zeigte sich, dass diese Oberflachenbeschichtung die vaskulare Integration von PPE-Implan-
taten gegeniber einer alleinigen Matrigelbeschichtung deutlich verbessert, wahrend das um-
liegende Gewebe nicht beeinflusst wird. In der initialen Integrationsphase stellte sich eine sig-
nifikant verbesserte absolute und funktionelle Gefalidichte dar. Zudem wies das Gefal3netz-
werk eine deutlich verbesserte prozentuale Funktionalitat sowie einen héheren Organisations-
grad auf. Interessanterweise war hierbei auch die Funktion des einzelnen Gefalisegmentes,

gemessen an Blutflussgeschwindigkeit und Gefal3durchmesser, zumindest zu den ersten Un-
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tersuchungszeitpunkten, deutlich verbessert. Die initiale Entziindungsreaktion sowie die struk-
turelle Integration des Implantates wurden durch diese Oberflachenbeschichtung nicht beein-

trachtigt.

5. Ergebniszusammenfassung und Implikationen fur eine klinische Weiter-
entwicklung

Aufgrund der — trotz der hervorragenden Biokompatibilitat — vorliegenden Limitationen von
PPE-Implantaten in der klinischen Anwendung gibt es zahlreiche Ansétze, mit Hilfe von tissue
engineering insbesondere die frilhe Phase der Gewebsintegration des Implantatmaterials zu

beschleunigen, um somit das Anwendungsspektrum zu erweitern.

Bereits erfolgreich fir bestimmte Indikationen im klinischen Alltag eingesetzt wird eine sehr
unspezifische, jedoch auch hinsichtlich Patientensicherheit und intraoperativer Praktikabilitéat
vollkommen unproblematische Methode. Hierbei wird das Implantatmaterial vor Implantation
mit oxidierter Zellulose und Patientenblut beschichtet, welches neben zahlreichen unspezifi-
schen Faktoren im Blutserum und zellularen Komponenten unter anderem auch Komponenten

des Plasminogen-Aktivierungs-Systems sowie VN enthalt [100, 101].

Tierexperimentell etabliert wurden bereits verschiedene Beschichtungsansatze mit Wachs-
tumsfaktoren sowie die praoperative Kultivierung des Implantatmaterials mit Zellen oder Ge-
websfragmenten [20, 23, 83, 89-96]. Hierbei werfen sich jedoch Fragen bezlglich der Patien-
tensicherheit, insbesondere im Hinblick auf onkologische Aspekte, sowie bezlglich der pra-
und intraoperativen Praktikabilitat auf [23, 97, 98]. Demzufolge versuchen aktuelle Anséatze im
tissue engineering mittels minimaler Intervention endogene Prozesse zu beeinflussen und zu

modulieren [21, 89, 99].

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass im Kontext der Interaktionen der bio-

logischen Prozesse von Entziindungsreaktionen, Blutgerinnung und Wundheilung Komponen-
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ten aus dem fibrinolytischen System bzw. matrizellulare Bindeproteine die Einheilung von Bi-
omaterialien aus PPE massiv beeinflussen und diese Effekte fir die therapeutische Anwen-

dung nutzbar gemacht werden kénnen.

Dabei moduliert endogenes PAI-1 vor allem die initiale Phase der vaskuldren Gewebsintegra-
tion, wohingegen endogenes tPA insbesondere zu spateren Zeitpunkten funktionell relevante
Effekte zeigt. Endogenes uPA dagegen ist von essentieller Bedeutung fur alle Phasen der
vaskularen Gewebsintegration von PPE. Immunologische Effekte auf Ebene der Leukozyten-
Endothelzellinteraktionen sind im Zusammenhang der Biointegration von PPE nur im geringen
Mal3e durch uPA, tPA oder PAI-1 vermittelt. Die mechanische Gewebsintegration von PPE

zeigt sich jedoch deutlich von uPA, tPA oder PAI-1 abhangig.

uPA, tPA oder PAI-1 stellen einen starken chemotaktischen Stimulus fiir migrierende En-
dothelzellen dar. Demzufolge lasst sich durch eine Oberflachenbeschichtung von PPE mit re-
kombinantem uPA, tPA oder PAI-1 eine deutliche Verbesserung der funktionellen vaskularen
Gewebsintegration des Materials in der frilhen Integrationsphase erreichen. Die immunologi-
schen Eigenschaften auf Ebene der Leukozyten-Endothelzellinteraktionen in Implantat und
Implantatlager bleiben hierdurch ebenso wie die strukturelle Integration des Materials unbe-

einflusst.

Die Effekte der proteolytisch aktiven Enzyme uPA und tPA auf die friihe GefaRbildung im PPE
zeigen sich hierbei fiir tPA weitgehend lber proteolytische Funktionen vermittelt, wohingegen

fur uPA sowohl proteolytische als auch nicht proteolytische Funktionen zum Tragen kommen.

Endogenes VN ist von essentieller Bedeutung fur die Vaskularisation von PPE-Implantatma-
terial. Dabei ist nicht nur die Dynamik der GefaR3neubildung, sondern auch die Funktionalitat
der gebildeten GeféalRe auf Ebene des EinzelgefalRes sowie auf Netzwerkebene im VN-defizi-
enten Versuchstier massiv beeintrachtigt. Die Leukozytenrekrutierung in der Mikrozirkulation
in Implantat und Implantatlager zeigt sich jedoch nicht von endogenem VN abhangig. Ebenso
ist die mechanische Gewebsintegration von PPE ins Implantatlager nicht maf3geblich von en-
dogenem VN beeinflusst.
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VN tragt nach Implantation von PPE in deutlichem Umfang zur Rekrutierung von proangioge-
nen Wachstumsfaktoren in das Implantatmaterial bei [56, 114, 164, 167-170]. Demzufolge ist
die frihe Vaskularisation von PPE-Implantaten nach Oberflachenbeschichtung mittels VN
malfigeblich akzeleriert. Zudem ist die Funktionalitét des ausgebildeten Gefal3netzwerkes in
der initialen Integrationsphase verbessert. Die leukozytéare Entziindungsreaktion sowie die me-
chanische Integration des Implantatmaterials bleiben unbeeintrachtigt (vergleiche Abbildung

30).

Vaskulare Strukturelle Leukozyten-

Integration __Integration rekrutierung
i
-=> Geringer Effekt @ Proteolytische Funktion
—> MaRiger Effekt Nicht proteolytische Funktion
mm) Grofer Effekt Wachstumsfaktorrekrutierung

Abbildung 30: Schematische Ergebniszusammenfassung: Bedeutung von uPA, tPA und PAI-1 sowie
VN fir die funktionelle Biointegration von PPE-Implantaten hinsichtlich vaskularer Gewebsintegration,
struktureller Gewebsintegration und Leukozytenrekrutierung.

Somit konnten unsere Ergebnisse neue Einblicke in die Integrationsprozesse nach Implanta-
tion von Biomaterialien wie PPE liefern. Dabei wird eine tragende Rolle des fibrinolytischen
Systems und assoziierter Proteine wie VN im Kontext der Interaktion von Hamostase, Entzin-
dung und Wundheilung deutlich. Zudem konnte im Sinne eines proof of principle der Beleg
erbracht werden, dass eine Oberflachenbeschichtung mit rekombinantem uPA, tPA, PAI-1

oder VN die frihe Gewebsintegration von PPE verbessern kann und somit eine Strategie zur
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Verbesserung der Patientenversorgung bei ungunstigen lokalen oder systemischen Voraus-
setzungen fur eine Defektrekonstruktion mittels PPE-Implantaten liefern kann. Dabei kommen
gemal aktueller Ansétze im tissue engineering mikromodulatorische Interventionen zum Ein-
satz, die lediglich durch eine Beeinflussung des lokalen Mikroenvironments endogene Hei-

lungsprozesse modifizieren und intensivieren.
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Cluster of Differentiation 31, Platelet
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