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1. Abstrakt

1.1 Deutsch

Ziel
Ziel der Arbeit war, die Durchfiihrbarkeit und Sicherheit, Embolisationserfolg, Reperfusion,
Bioresorbierbarkeit, Biokompatibilitit und in vivo Nachweisbarkeit neuartiger Embolisatpartikel

aus Polydioxanon zu untersuchen.

Material & Methoden

Die Versuchsreihe wurde im Tiermodell anhand von neun weiblichen Neuseelandkaninchen
umgesetzt. Bei den Tieren wurde unter digitaler Subtraktionsangiographie (DSA) eine unilaterale,
superselektive Segmentarienembolisation im kaudalen Nierenpol durchgefiihrt. Dazu wurden
neuartige, mit superparamagnetischem FEisenoxid (superparamagnetic iron oxide / SPIO)
imprégnierte resorbierbare Mikrosphdren aus Polydioxanon (GroBenbereich 90-500 pm)
verwendet. Postinterventionell erfolgte eine Magnetresonanztomographie (MRT) zum in vivo
Nachweis. Der Embolisationserfolg wurde mittels DSA, MRT und makroskopischer Pathologie
bewertet. Ein Tier wurde direkt nach der Embolisation und MRT in Narkose euthanasiert
(Akutversuch). Dies ermdglichte Einblicke in das Akutverhalten, Aussehen und die direkte
Verteilung der Partikel. Die anderen acht Tiere wurden entsprechend verschiedener
Beobachtungszeitrdume nach dem Zufallsprinzip einem von fiinf Zeitpunkten zugeordnet (eine,
vier, acht, zwolf und 16 Wochen). Zu dem jeweiligen Euthanasiezeitpunkt wurde erneut eine
Kontrollbildgebung mittels MRT und DSA durchgefiihrt, um die Reperfusion zu bestimmen. Nach
der Euthanasie wurden anhand umfangreicher mikroskopischer Analysen die Bioresorbierbarkeit

und Biokompatibilitit bestimmt.

Ergebnisse

Bei allen Tieren konnte eine effektive renale Embolisation erzielt werden. Makro- und
mikroskopische Ergebnisse bestétigten mittels Nekrose und Infarktarealen den erfolgreichen
GefédBverschluss. Eine superselektive Embolisation war in sieben von acht Tieren erfolgreich. Bei
einem Tier wurde akzidentell die gesamte Niere embolisiert und es fanden sich in der MRT
Partikel im Abdomen und in der Bauchwand. Technische Schwierigkeiten zeigten sich bei der
Injektion der Partikel durch Verstopfung des Mikrokatheterlumens. Die Kontrollangiogramme
wiesen Zeichen partieller Reperfusion auf, wobei in den MRT-Untersuchungen zu allen

Zeitpunkten die SPIO-imprégnierten Mikrosphéren in den Zielregionen nachweisbar waren. In der
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histopathologischen Auswertung zeigten die Mikrosphiren zu den verschiedenen Kontroll-
zeitpunkten eine unterschiedlich ausgeprigte Degradation mit einer deutlichen Tendenz zu
progredientem Abbau zu spéteren Beobachtungszeitraumen. Diese Beobachtungen gingen einher
mit zunehmender GefdBwandzerstorung und Riesenzellformierungen ohne Zeichen der

Gewebeunvertraglichkeit.

Schlussfolgerung

Neuartige SPIO-imprdgnierte Mikrosphdren aus Polydioxanon zeigten eine effektive
Embolisation mit guter Biokompatibilitidt und in vivo Nachweisbarkeit mittels MRT sowie eine
zunechmende Degradation und Resorption im Verlauf. Die Einschrinkungen bei der
Partikelinjektion erfordern Verbesserungen und weitere Forschung, um eine klinische

Anwendbarkeit zu ermoglichen.

Teile dieses Abschnitts finden sich in tibersetzter Form in der Publikation Stechele et al.,

Cardiovasc Intervent Radiol. 2020.

14



1.2 Englisch

Purpose
The aim of this study was to assess feasibility and safety, embolisation success, reperfusion,
bioresorbability, biocompatibility and in vivo visibility of a novel temporary embolic agent made

of Polydioxanone.

Material & Methods

The experiments were performed in an animal model with nine female New Zealand white rabbits.
Unilateral superselective embolisation of segmental arteries in the lower kidney pole using digital
subtraction angiography (DSA) was performed with newly developed bioresorbable microspheres
made of polydioxanone (size range 90-500 um), impregnated with superparamagnetic iron oxide
(SPIO). Additionally, magnetic resonance imaging (MRI) was performed post-interventionally to
assess in vivo visibility. Embolisation success was assessed on DSA and MRI. One animal was
sacrificed immediately after embolisation and MRI. This allowed assessment of original particle
appearance and distribution. The other eight animals were randomly assigned to one of five time
points, according to different observation periods (one, four, eight, twelve and 16 weeks). At this
time point, control angiography and control MRI images were obtained to determine reperfusion.
Following euthanasia, comprehensive histopathological analysis was performed to determine

biodegradability and biocompatibility.

Results

Artery occlusion was achieved in all kidneys, cell necrosis and infarct areas in macro- and
microscopic analysis confirmed embolisation success. Superselective embolisation was
technically successful in seven of eight specimens. One animal accidentally received over-
embolization of the whole kidney and non-target embolisation of the abdomen and abdominal
wall. Due to catheter clogging, technical difficulties were shown during particle injection. Control
angiograms showed evidence of partial reperfusion, whereas the SPIO loaded microspheres were
visible on MRI at all time points in the target area. Histopathologically, the microspheres showed
different grades of bioresorbability at different time points, with a clear trend towards extensive
degradation at later time points. These observations went along with increasing vessel wall damage

and giant cell formation without any signs of tissue incompatibility.
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Conclusion

Novel, SPIO impregnated bioresorbable embolic agents consisting of polydioxanone showed
effective embolisation with good biocompatibility and in vivo visibility, as well as increasing
degradation over time. Injection of the microspheres through the microcatheters was hindered by
recurrent obstruction. Therefore, further improvements and research is needed to provide clinical

applicability.

Teile dieses Abschnitts finden sich in angelehnter Weise in der Publikation Stechele et al.,
Cardiovasc Intervent Radiol. 2020.
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2. Einleitung

2.1 Allgemeines zur Transarteriellen Embolisation

Die transarterielle Embolisation (TAE) ist ein hdufig angewandtes und etabliertes endovaskulires
Therapieverfahren, welches seine Urspriinge in der heutigen Form in den 1960er-Jahren hat.
Wesentliche Voraussetzungen fiir die TAE waren die Einfilhrung des perkutanen GefaB3zugangs
nach Seldinger (1), die Katheterentwicklung mit koaxialen Mikrokathetern, die Entwicklung von
Embolisatmaterialien und geeigneten intravaskuldren Kontrastmitteln, die Rontgendurch-
leuchtung und Angiographie von der Blattfilmtechnik sowie die DSA und das Conebeam-CT
(CBCT).

Die ersten Embolisationen wurden Ende der 1960er-Jahre zuerst bei spinalen arteriovendsen
Malformationen (AVM) durchgefiihrt. Es folgten in den frithen 1970er-Jahren zerebrale, renale,
gastrointestinale (2), bronchialarterielle und pulmonale Embolisationen. Das Organ- und
Indikationsspektrum erweitert sich zunehmend; so wurden beispielsweise in den letzten Jahren

auch vermehrt Prostataembolisationen (engl. prostatic artery embolisation, PAE) durchgefiihrt.

Abbildung 1: Erste beschriebene selektive arterielle Embolisation einer gastrointestinalen Blutung von
Rosch, Dotter und Brown (2)

A. Selektives Arteriogramm der gastroepiploischen und gastroduodenalen Gefaf3e. Die Pfeile zeigen einen diffusen
Kontrastmittelaustritt in das Magenantrum.

B. Nach Injektion vasokonstriktiver Substanzen und Blutclots zeigt sich die A. gastroepiploica (GE) deutlich
verengt. Die Pfeile markieren Fiilldefekte im Bereich des Katheters in der A. gastroduodenalis.

C. Zwei Wochen nach dem Ersteingriff zeigt sich ein Verschluss der A. gastroepiploica (Pfeil).

Mit freundlicher Genehmigung der Radiological Society of North America, RSNA®
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Eine besondere Rolle spielte die Entwicklung von Embolisatmaterialien. Materialien waren
urspriinglich z.B. autologe Blutkoagel und andere kdrpereigene Substanzen wie Faszien oder
Muskelgewebe, welche urspriinglich noch offen chirurgisch implantiert wurden (3), sowie tierisch
gewonnene Substanzen wie Gelatineschwidmme (Gelfoam®, Pfizer Inc., New York, New York,
USA). Sukzessive weitete sich das Indikationsspektrum von der Behandlung von Blutungen und
AVM bis hin zur Behandlung von benignen und malignen Tumoren, was zur Entwicklung
entsprechender Therapieverfahren wie der Transarteriellen Chemoembolisation (TACE) oder der
selektiven internen Radioembolisation (SIRT) gefiihrt hat. Die stete Weiterentwicklung im
technischen Bereich sowie auf dem Gebiet der Materialentwicklung erdffnet heute eine Vielzahl

von Optionen fiir die Anwendung der Embolisation.

2.2 Indikationen fiir die Transarterielle Embolisation

Orientierend ldsst sich das Indikationsspektrum entsprechend Tabelle 1 in verschiedene

Kategorien einteilen:

= Kurative, symptomatische oder priaoperative Behandlung bei vaskuldren Anomalien
* NotfallmaBnahmen, z.B. im Rahmen akuter Blutungen
= Devaskularisation von nicht-neoplastischen Geweben
= Devaskularisation von neoplastischen Geweben
= Dbenigne
= maligne
= Unterstlitzungsverfahren im Rahmen weiterer Therapiemafinahmen, z.B. die Embolisation
von gefahrdeten gastrointestinalen Arterien vor einer SIRT
= Adjuvans vor weiteren TherapiemaBBnahmen, z.B. Pfortaderembolisation vor Leber-
resektion

= Postoperative Verfahren, z.B. zur Versorgung von Endolecks

Die Vielfalt der Anwendungen unterstreicht die groBe Bedeutung des Verfahrens und erklért
zudem die weiteren Forschungsaktivitdten hinsichtlich neuer Embolisatmaterialien. Auf die

wichtigsten Indikationen wird im Folgenden ndher eingegangen.
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Behandlungsziel Entitiit / Klinische Anwendung

Kurative / symptomatische / prioperative

Behandlung vaskulidrer Anomalien

Arteriovendse Malformation

Notfallmafinahmen

Nicht-operatives Management

Akute Blutungen, traumatisch & nicht-traumatisch:

Beckenringfraktur

Leber-, Milz-, Nierenrupturen
Post-partum Blutungen
Hammorrhagische Neoplasien

Héamoptysen (Aspergillose, Zystische Fibrose)

Devaskularisation von nicht-neoplastischen

Prozessen (4-9)

Priapismus

Pelvines Kongestionssyndrom
Varikozele

Polyzystische Nierenerkrankung
Transplantatabstoung

Héamorrhoiden

Kurative / symptomatische / palliative Behandlung

benigner Neoplasien

Uterusraumforderungen, z.B. Uterusmyom
Benigne Prostatahyperplasie
Renales Angiomyolipom

Osteoidosteom

Kurative / symptomatische / palliative Behandlung

maligner Neoplasien

Primértumoren (HCC, RCC)
Metastasen, z.B. kolorektales Karzinom,

Mammakarzinom, Neuroendokrine Tumoren

Schutz von Gewebe abweichend vom Zielgebiet vor

einer Embolisation (10)

SIRT-Vorbereitung

Adjuvans vor weiteren Therapiemafinahmen (11)

Pfortaderembolisation vor Leberresektion zur
Induktion einer hepatischen Hypertrophie des

kontralateralen Leberlappens

Postoperatives Management (12, 13)

Endolecks

Arrosionen, z.B. nach Pankreaschirurgie

Aktuelle Forschung

Bariatrische Embolisation bei Adipositas

Tabelle 1: Indikationsspektrum der transarteriellen Embolisation

Die Embolisation von AVM wurde bereits frithzeitig von interventionellen Radiologen
durchgefiihrt. Diese pathologischen Zustinde des Gefdl3systems konnen durch spontane Rupturen
Blutungen mit fatalen Verldufen oder epileptische Anfélle hervorrufen und werden mit

multimodalen Therapiekonzepten angegangen. Hier kommt u.a. der Embolisation eine Rolle zu,
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z.B. in der Vorbereitung von radiochirurgischen Eingriffen wodurch bspw. die Verddungsrate
erhoht werden konnte (14).

Auch akute, atraumatische Blutungen konnen zu einer erheblichen Gefdhrdung der
Patientengesundheit fiihren. Die Quelle der behandelbaren Blutungen mittels Embolisation ist
mannigfaltig und reicht von Himoptysen, z.B. i.R. einer Aspergillose oder zystischen Fibrose (15,
16), den bereits von Rosch und Dotter 1970 erstmals behandelten und in nachfolgenden Jahren
vielfach untersuchten gastrointestinalen Blutungen (17), post-partum-Blutungen, bis hin zu
iatrogenen Blutungen oder Blutungen i.R. hamorrhagischer Neoplasien (18, 19).

Im Rahmen der Traumabehandlung hat sich die Embolisation ebenfalls als erfolgreiches
Instrument der Akuttherapie durchgesetzt. Zu den hédufigsten Verletzungsmustern von
Polytraumapatienten zéhlen u.a. die Beckenringfraktur und die Milzruptur, z.B. im Rahmen
stumpfer Bauchtraumata. Am Beispiel der Beckenringfraktur kann es zu rasch progredienten und
lebensgefdhrlichen Blutungen kommen, welche teils erheblich zu Morbiditit und Mortalitét
beitragen (20). Die Embolisation stellt hier ein gut etabliertes Verfahren dar, welches entweder
direkten therapeutischen Vorteil durch einen erfolgreichen Gefd3verschluss erzielt oder zumindest
zur vorilibergehenden himodynamischen Stabilitdt beitrdgt (21).

Die Milz als sehr gut durchblutetes Organ stellt beim Trauma eine besondere Herausforderung
dar. Wihrend eine Milzverletzung in den letzten Jahrzehnten oftmals eine unmittelbare
Splenektomie mit allen potenziell gravierenden Nebenwirkungen u.a. aufgrund der
immunologischen Funktion der Milz zur Folge hatte, zeigte sich in den letzten Jahren ein Trend
zu einer multidisziplindren Herangehensweise. Subsumiert unter dem Namen Non-operative-
Management (NOM), wurde u.a. die Milzarterienembolisation als Option miteingeschlossen.
Metaanalysen konnten zeigen, dass insbesondere bei WSES Grad II Verletzungen der Milz mit
vorliegenden diagnostisch-radiologischen Anzeichen fiir eine akute Blutung (z.B.
Kontrastmittelfahne) und allen Grad III Lésionen eine arterielle Embolisation in Erwigung
gezogen werden sollte (22). Schwerwiegende Milzverletzungen mit himodynamisch instabilen
Patienten sollten weiterhin einer direkten Operation zugefiihrt werden.

Zum Indikationsspektrum der gutartigen Tumoren, welche mittels Embolisation behandelt
werden, zdhlen allen voran das Uterusmyom oder die in jlingsten Studien zunehmend untersuchte
benigne Prostatahyperplasie (BPH). In beiden Fillen unterscheiden sich die Evidenzen fiir
mogliche Vorteile der Embolisation jedoch noch deutlich. Eine relativ neue Metaanalyse
untersuchte die Rolle der Embolisation von Uterusmyomen bei iiber 1000 Patientinnen. Hier
konnte eine Reduktion der Symptome aller Patientinnen und eine Reduktion des Tumorvolumens

drei Monate nach der Embolisation gezeigt werden (23). Eine junge Metaanalyse von Forschern
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der Universitét St. Gallen konnte im Gegensatz dazu am Krankheitsbild der BPH keinen Vorteil
der Embolisation gegeniiber etablierten chirurgischen Verfahren aufzeigen. Trotz alledem
kommen auch in dieser Studie teils allgemeingiiltige Vorteile der Embolisation zum Tragen, wie
etwa eine geringere Komplikationsrate und eine verkiirzte Krankenhausliegedauer oder — oftmals
sehr entscheidend fiir ein jiingeres Patientenklientel — ein verbessertes Ergebnis der
Sexualfunktion (24).

Maligne Tumorerkrankungen wie das HCC, RCC oder Metastasen des kolorektalen Karzinoms
stellen im klinischen Alltag weitere verbreitete Indikationen der Embolisation dar. Hier
kristallisierten sich im Laufe der Jahre spezialisierte Varianten der TAE, wie TACE oder SIRT,
heraus. Fiir die TACE wird die Rationale einer Tumordestruktion durch Kappung der arteriellen
Versorgung kombiniert mit einer lokalen Applikation von verschiedenen chemotherapeutischen
Substanzen.

Die SIRT oder auch Transarterielle Radioembolisation (TARE) verwendet deutlich kleinere
Partikel, welche mit dem radioaktiven Isotop Yttrium-90 beladen sind. Beide Verfahren eint das
Ziel der additiven Zerstérung von Tumorzellen mittels lokaler Hochdosistherapien bei gleichzeitig
moglichst geringem Spektrum unerwiinschter Nebenwirkungen, wie sie z.B. im Rahmen
systemischer Chemotherapie entstehen. In hypervaskularisierten Tumoren basiert die Rationale
zudem auf den anatomischen Gegebenheiten, da diese Art Malignome bis zu 95 % arteriell
gespeist werden, wihrend gesundes Lebergewebe hingegen zum Grofteil liber die V. portae
versorgt wird (25). Somit kann durch eine Embolisation ein moglichst groBer Effekt auf den
Tumor bei gleichzeitig bestmdglicher Schonung des gesunden Gewebes erzielt werden, gerade bei
Patienten mit eingeschrénkter Leberfunktion ein klinisch relevanter Faktor.

Im Falle des HCCs konnen mittels der TACE und TAE zwei Zwecke verfolgt werden: Zum einen
bieten die minimal-invasiven Verfahren einen Uberlebensvorteil (26, 27) und werden bei Patienten
im Stadium B des am weitesten verbreiteten Staging Systems Barcelona Clinic Liver Cancer
(BCLC) als Erstlinientherapie und fiir Patienten mit irresektablen oder anderweitig behandelbaren
Malignomen empfohlen und in internationale Leitlinien aufgenommen (28, 29). Zum anderen
kann die arterielle Embolisation zu einem ,,Downstaging® des Tumors fithren. Dies ermdglicht fiir
ausgewdhlte Patienten einen Eintrag auf der Warteliste fiir eine potenzielle Lebertransplantation,
und somit eine kurative Therapieoption (30). Auch fiir Nierenkarzinome kann eine Embolisation
fiir ausgewéhlte Patienten Vorteile bringen, z.B. ebenfalls als Vorbereitungseingriff fiir eine
nachfolgende Operation. FEine retrospektive Studie zeigte sogar einen Fiinf-Jahres-
Uberlebensvorteil fiir Patienten, welche vor Nephrektomie einer renalen Embolisation unterzogen

wurden (31). Auch besteht die Moglichkeit einer renalen Embolisation im palliativen Setting zur
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Symptomlinderung von Schmerz, Himaturie und moglicherweise auch paraneoplastisch bedingter
Hypokalziédmie (32).

Nicht nur primédre Lebermalignome wie das HCC konnen mittels Embolisation therapiert werden,
sondern auch Lebermetastasen verschiedener Primirtumoren, wie z.B. von kolorektalen
Karzinomen, neuroendokrinen Tumoren (NET) oder Mammakarzinomen. Fiir das kolorektale
Karzinom konnte eine randomisierte, kontrollierte prospektive Studie Vorteile der TACE
gegeniiber der reinen systemischen Therapie in der Erstlinientherapie in Bezug auf die Overall-
response-Raten zeigen und zudem eine signifikant héhere Rate im ,,Downsizing* der Tumoren fiir
eine anschlieBende Resektion. Das progressionsfreie Uberleben (engl. progression free survival,
(PES)) zeigte sich mehr als verdoppelt, jedoch nicht statistisch signifikant (33). In einer weiteren
prospektiven Studie konnte ein Vorteil der TACE gegeniiber systemischer Chemotherapie in
Bezug auf Response Rate, PFS und medianem Gesamtiiberleben (engl. overall surival, (OS))
gezeigt werden (34).

Neuroendokrine Tumoren zeigen hiufig eine hepatische Metastasierung und sind somit ebenfalls
potenziell zugénglich fiir eine Embolisationsbehandlung. Eine prospektive Studie aus dem Jahr
2017 konnte fiir hepatisch metastasierte NETs aus dem Diinndarm und Pankreas eine gute
Effektivitdt und Vertrdglichkeit der TACE nachweisen (35). Retrospektive Daten von iiber 500
Patientinnen konnten auch fiir hepatische metastasierte Mammakarzinome eine Effektivitét der
TACE nachweisen (36).

Neben den dargelegten und teils gut untersuchten Indikationen lduft die Erforschung weiterer
moglicher Anwendungsoptionen der transarteriellen Embolisation stéindig weiter. Ein neues Feld
hat sich bspw. in den letzten Jahren entwickelt: Die bariatrische Embolisation, welche adipdsen
Patienten zu Gewichtsverlust verhelfen soll. So zeigt eine aktuelle Studie die effektiven Ein-
Jahres-Daten mit Appetit- und Gewichtsverlust in Adipositaspatienten bei gleichzeitig sicherer
Durchfiihrbarkeit (37). Die Entwicklung deutet insgesamt auf eine zunehmende Expansion der
Indikationen fiir interventionell durchgefiihrte Embolisationen hin, womit das Feld fiir zusitzliche

Materialforschung weiter gedftnet wird.
2.3 Embolisatmaterialien: Einteilung und Ubersicht

Das Konzept der perkutanen transarteriellen Embolisation basiert auf einer intravaskulidren
Applikation von Materialien, welche zu einem kontrollierten GefaBverschluss fithren. Da jede

Indikation mit ihren speziellen Anforderungen an das zu embolisierende Gewebe verschiedener
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Voraussetzungen bedarf, wird neben einer Anpassung der Technik eine konsequente Adaption des
Materials benotigt.

Die Optionen an verfiigbaren Embolisatmaterialien haben sich im Laufe der Jahre stark entwickelt,
von anfianglich nur wenigen verfligbaren Ausgangssubstanzen hin zu einer Fiille an Materialien.
Die verfiigbaren Substanzen konnen auf verschiedene Weise eingeteilt werden (Abbildung 2). Die
erste groBBe Unterscheidung besteht zwischen mechanischen, z.B. metallische Coils, Plugs, und
sogenannten fluBgesteuerten Embolisatmaterialien (38). In der vorliegenden Arbeit werden
letztere diskutiert. FluBgesteuerte Embolisatmaterialien konnen weiter in Subkategorien unterteilt
werden, z.B. anhand ihres Aggregatzustandes (fest vs. fliissig), ihrer chemischen
Zusammensetzung, ihrer GroBenverteilung (kalibriert vs. unkalibriert) und Groenzugehorigkeit.
Das wichtigste Unterscheidungsmerkmal fiir die vorliegende Arbeit ist die Differenzierung
zwischen permanenten, also nicht-abbaubaren und im Kdorper verbleibenden Substanzen, auf der

einen Seite, und degradierbaren Materialien, i.e. tempordren Materialien auf der anderen Seite.

Metallspiralen / Coils
<
Pfropfen (Plugs)

Embolisationsmaterialien

Chemische
Zusammensetzung
Kalibriert
Grofenverteilung <
Unkalibriert

Aggregatzustand <

Fest
Abbaubarkeit <
Tempon ar

Abbildung 2: Ubersichtsabbildung zur méglichen Einteilung von Embolisatmaterialien

Flussgesteuert

Es konnen weitere Felder ergénzt werden; die Abbildung erhebt keinen Anspruch auf Vollsténdigkeit.
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2.4 Das ideale Embolisatmaterial

In der Entwicklung neuartiger Biomaterialien zur klinischen Anwendung existieren internationale
Standards, an welchen sich Forscher hinsichtlich der Erprobung neuer Materialien orientieren
konnen. Fiir endovaskulidre Embolisationmaterialien wurde 2004 von der U.S. Food & Drug
Administration (FDA) das Dokument ,,Guidance for Industry and FDA Staff — Class II Special
Controls Guidance Document: Vascular and Neurovascular Embolization Devices” verdffentlicht
(39). Dieses Dokument wird als Richtlinie zur Erprobung neuer Embolisatmaterialien angesehen
und beinhaltet neben Empfehlungen zu priklinischen Untersuchungen auch Normempfehlungen
fir Tierstudien und klinischen Untersuchungen. Das Dokument empfiehlt ausdriicklich, in

tierexperimentellen Studien folgende Parameter zu untersuchen:

1. Injizierbarkeit durch gingige Kathetersysteme, insb. in Hinblick auf Reibung und
Schlangelung des Katheters

Akute Komplikationen, z.B. Ruptur oder Punktion von Blutgefif3en

Rekanalisation des Gefilles bzw. Dauer des Gefal3verschlusses

Lokale und systemische Fremdkdrperreaktionen

Migration des Materials

Effektivitit

AN

Dariiber hinaus wird empfohlen, Nachfolgeuntersuchungen zum Ausschluss akuter und
chronischer Toxizitdt durchzufiihren. Bereits 2007 postulierte A. Laurent Anforderungen, welche
das ideale Embolisatmaterial zu erfiillen habe (40). Auf acht, in Tabelle 2 zusammengefasste

wesentliche Eigenschaften wird in diesem Kapitel eingegangen.

24



Effektive Embolisation

Kalibrierung mit vorhersagbarer Eindringtiefe in die Zielregion
MafBgeschneiderter Zeitpunkt der Degradation

Gute Biokompatibilit:it

Injektionsfahigkeit

Physikalische Eigenschaften, z.B. Kompressibilitit

Sichtbarkeit, im besten Fall multi-modal

o SN h W

Beladbarkeit mit Medikamenten

Tabelle 2: Anforderungen an das ideale Embolisatmaterial, modifiziert nach A. Laurent (2007) (40)

Eine der Basisvoraussetzungen eines idealen Embolisatmaterials ist die erfolgreiche
Devaskularisation des ZielgefdBes, um dadurch eine Ischédmie, einen Infarkt oder eine Nekrose im
Zielgebiet hervorzurufen.

Die Mikrosphdren bediirfen zudem einer genauen GroBenkalibrierung fiir eine exakt vorher-
sehbare Eindringtiefe entsprechend der Zielanatomie. Dies verfolgt den Zweck eines jeweils
speziell an den GefdBdiameter angepassten Materials, das in der gewiinschten Hohe des Gefédlles
zur Okklusion fiihrt. Ein zu weit proximaler Verschluss durch zu groBe Partikel ist ebenso
unerwiinscht wie die Wahl zu kleiner Embolisatmaterialien. Letztere konnen durch eine distale
Penetration zu einer Reihe an Komplikationen fiihren, wie etwa einer Schiddigung von
Gallengéngen, ungezielten Embolisationen durch arterio-vendse Shunts oder sogar Todesfolgen
durch pulmonale Komplikationen (41, 42).

Nachdem ein Embolisatmaterial seinen therapeutischen Effekt erfiillt hat, soll es im Idealfall aus
dem Korper ohne weitere Intervention und physiologisch wirksame Residuen entfernt werden.
Nicht nur sollte ein ideales Embolisatmaterial auf natiirliche Weise abbaubar sein, sondern dariiber
hinaus dessen Resorptionsverlauf vorhersehbar sein. Die Ischdmiezeiten einzelner Organe sind
unterschiedlich und koénnen von Minuten bis Stunden variieren. Zudem werden bei
unterschiedlichen Indikationen verschiedene Ziele verfolgt. So besteht bei akuten Blutungen die
Notwendigkeit des unmittelbaren und mittelfristigen Verschlusses, wihrend bei
Tumorembolisationen meist ein langfristiger Effekt erwirkt werden soll. Den unterschiedlichen
Ansdtzen und Bediirfnissen in Form von jeweils exakt angepassten Resorptionszeiten des

Embolisatmaterials muss entsprechend Rechnung getragen werden.
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Der Zeitpunkt der Degradation hingt u.a. unmittelbar zusammen mit dem Grad der
Gewebevertrdglichkeit. Der Resorptionszeitpunkt muss neben der gewiinschten Dauer der
Ischdmie entsprechend der jeweiligen Pathologie und Anatomie so konstruiert sein, dass die
Resorption bestenfalls abgeschlossen ist, bevor eine mogliche Abwehrreaktion des Korpers, bspw.
in Form einer chronischen Inflammation mit Umstrukturierung der GefaBwénde entstehen kann.
Hierfiir ist es u.a. notwendig, den genauen Abbaumechanismus des Materials (z.B. hydrolytisch,
enzymatisch) sowie die klinischen Auswirkungen dieser Mechanismen und moglicher
Abbauprodukte zu kennen. Weitere Parameter, welche die Biokompatibilitit und die
Antwortreaktion des Korpers auf Fremdmaterial beeinflussen sind bspw. die Blut-Material-
Interaktion, das Ausmal} der Zellnekrose und eine vorldufige Matrix-Formation (43). Eine
Richtlinie zur Beurteilung der Biokompatibilitit bieten diverse Guidelines der International
Organization for Standardization (ISO).

Fir die klinische Anwendbarkeit ist eine technische Durchfiihrbarkeit und Handhabung
unabdingbar. Es ist notwendig, dass das Embolisatmaterial gut iiber gingig vorliegende Katheter
zu injizieren ist. Eine Anwendbarkeit mittels Mikrokathetern ist nicht automatisch gegeben.
Dariiber hinaus muss das Material entsprechende physikalische Eigenschaften aufweisen. Diese
Katheter haben teilweise nur einen Durchmesser von 0,35 mm und miissen fiir Partikel und
Mikrosphéren durchgingig sein. So wurde bspw. die Passagefdhigkeit einzelner zum damaligen
Zeitpunkt routinehaft klinisch eingesetzter Partikel getestet, indem verschiedene Katheter zu einer
Acht geformt wurden, um anschlieBend die Injektionsfahigkeit und das Ausmal3 der Aggregation
durch injizierte Partikel zu priifen (44).

Die Komprimierbarkeit bzw. Kompressibilitdt der Mikropartikel kann in diesem Rahmen ebenfalls
ein wesentlicher Faktor sein. Durch die Flexibilitdt kann sich das Material so temporér den dufleren
Umstdnden, in diesem Fall den unterschiedlichen Kathetern, anpassen und nach Injektion in seine
urspriingliche Form zuriickkehren. Dies ermdoglicht eine gute Injizierbarkeit bei gleichzeitig
unverdnderten und somit vorhersagbaren Materialeigenschaften. In der oben erwihnten in vitro
Studie von Lewis et al. (2006) wurden neben der Injektionsfiahigkeit und Aggregationsneigung der
Partikel in Kathetern auch physikalische Untersuchungen zur Kompressibilitit unternommen.
Hierzu wurden untersucht, welchem Druck in kPa die verschiedenen Partikel ausgesetzt werden
miissen, um sie zu komprimieren. Die Kompressibilitdt spielt allerdings nicht nur eine Rolle in der
technischen Durchfiihrung, sondern hat auch wesentlichen Einfluss auf den Ort und die Art, in
welcher Form die Partikel das Zielgefal3 okkludieren (44). Ebenfalls von Bedeutung ist die Ladung
der Partikel und die Glétte der Oberfliche mit Berlicksichtigung hydrophiler und hydrophober
Eigenschaften.
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Ferner ist die (rontgenologische) Sichtbarkeit der Embolisatmaterialien fiir die Applikation wie
fiir die Nachkontrolle von wesentlicher Bedeutung (45). Eine in vivo Nachvollziehbarkeit
ermoglicht den Interventionalisten sowohl eine exakte Zuordnung der eingebrachten Materialien
zum Zielgewebe, als auch ein unmittelbares Feedback iiber den moglichen Therapieerfolg in
Echtzeit oder im kurzfristigen Verlauf.

Im Anwendungsgebiet von Pathologien der Leber gibt es bei der Technik der TACE zwei
verschiedene Ansitze: die sogenannte konventionelle Transarterielle Chemoembolisation
(cTACE) und die Durchfiihrung mittels medikamentenfreisetzender Sphdren (,,drug-eluting
beads* (DEB), (DEB-TACE)). In der cTACE wird nach einer intraarteriellen Injektion von
Chemotherapeutika und einer rontgendichten oligen Substanz (Lipiodol®) zusitzlich ein
Embolisatmaterial eingebracht. Dagegen vereinigen in der DEB-TACE
medikamentenfreisetzende Partikel die zytotoxische und okklusive Wirkung in einem und werden
mit wasserloslichem Kontrastmittel vermischt injiziert.

Die Medikamentenbeladung von Mikrosphdren mit allmédhlicher Medikamentenfreisetzung ist im
Hinblick auf die hohe lokale Wirkung einerseits und prolongierte geringe systemische Wirkung
andererseits von Bedeutung. In jlingsten Metaanalysen deutet sich ein Vorteil der DEB-TACE
gegeniiber der cTACE im Hinblick auf das Therapieansprechen und Drei-Jahres-Uberlebensraten
an (46).

2.5 Temporire Materialien: Vorteile und Stand der Forschung

Im klinischen Alltag werden derzeit nach wie vor meist permanente Embolisatmaterialien
verwendet. Permanent verbleibende Materialien kdnnen jedoch nachteilig zu einer langwierigen
chronischen Entziindungsreaktion im Korper mit entsprechenden Folgen fiir die Patienten (47-49)
fithren.

Die Verwendung von bioresorbierbarem Material bietet hingegen diverse Vorteile. Durch die
grundlegende FEigenschaft der Bioresorbierbarkeit der verwendeten Partikel verbleibt das
Fremdmaterial nur voriibergehend im Kdrper. Zudem erlaubt eine lediglich kurzfristige Okklusion
dem embolisierten GefdBl die Moglichkeit, nach Rekanalisation seine Funktion wieder
aufzunehmen (50). Dies ermoglicht somit wiederholte Embolisationsvorgénge (51). Dieser Vorteil
kommt etwa in onkologischen Indikationen zum Tragen, wenn bei Lebertumoren eine TACE
repetitiv durchgefiihrt werden soll (52) oder bei Eingriffen, in welchen eine Erhaltung der
Organfunktion und damit eine aufrechterhaltene Gefalversorgung dringend gewiinscht ist (53).

Dies trifft z.B. auf Uterusmyomembolisationen zu; eine Wiederherstellung der Gefaversorgung
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nach Embolisation ist im Hinblick auf eine mogliche zukiinftige Schwangerschaft wiinschenswert
(54, 55).

Ein lediglich voriibergehender GefaBBverschluss durch temporiarere Embolisatmaterialien fiihrt im
Vergleich zu einem endgiiltigen Verschluss zu einer weniger ausgepragten Ischdmie. Die
Konsequenz ist eine geringere Stimulation des Wachstumsfaktors ,,vascular endothelial growth
factor (VEGF). Von diesem Wachstumsfaktor ist bekannt, dass er die Tumorneoangiogenese
vorantreiben kann (56, 57). Dadurch kann es potenziell zu einer erhéhten Proliferation und
Metastasierungsrate kommen oder im schlimmsten Falle sogar zu einem Tumorrezidiv mit
beschleunigter Wachstumsrate (58, 59).

Die bedeutenden potenziellen Vorteile haben zu einer groBen Anzahl von Forschungsarbeiten im
Verlauf der vergangenen Jahre gefiihrt (51, 53, 60-110). Tabelle 3 fasst eine Auswahl dieser
Arbeiten zusammen. Auf einzelne Arbeiten und zwei besonders aussagekréftige und intensiv

beforschte Materialien wird im folgenden Kapitel genauer eingegangen.
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Material Forschungsgruppe, Studienmodell Degradationsintervall Abbaumechanismus Biokompatibilitit Sichtbarkeit Potenzielle
Jahr Medikamenten-
beladung
Poly(ethylen-Glycol) Louguet et al., 2014 In vitro 24 Stunden bis siecben Hydrolyse Keine Zytotoxizitdt in Nicht beriicksichtigt Bevacizumab
Methacrylat (PEGMA) Maeda et al., 2013 Kaninchen-Subkutan- Tage vitro Sunitinib
Verret et al., 2014 Modell Keine chronische Doxorubicin
Bédouet et al., 2015- Schweine-Nieren- Inflammation Irinotecan
2016 Modell NSAIDs
Schaf-Uterus-Modell
Carboxymethyl- Weng et al., 2011-2018 In vitro Zu 95 % < zehn Tagen Hydrolyse Ruptur der GefaB3- Nicht beriicksichtigt Doxorubicin
Cellulose/ Kaninchen-Nieren- in vivo. Phagozytose innenwand
Chitosan Modell Modifizierbar nach Enzymatisch Leichte lokale
Grad der Entziindungsreaktion
Quervernetzung Keine unerwiinschten
systemischen
Wirkungen
Chitosan Kwak et al., 2005 In vitro 16-24 Wochen Unklar. Méglicherweise | Keine Zytotoxizitdt in SPIO Doxorubicin
Lee et al., 2005 Ratte-Muskel-Modell Enzymatische vitro Indocyanin-Griin
Kim et al., 2007 Kaninchen-Nieren- Hydrolyse Leichte bis moderate
Kang et al., 2009 & Modell inflammatorische
2010 Kaninchen-Ohren- Reaktion mit
Chung et al., 2012 Modell Fremdkdrperriesen-
Zhou et al., 2014 Kaninchen-Lebertumor- zellen in vivo
Modell (VX2)
Polymilch-co-glycol- Bastian et al., 1998 Ratte-Lebertumor- Nach zwei Wochen Hydrolyse Milde bis moderate 2,3,5-Triiodbenzoe- Doxorubicin
sdure (PLGA) Chen et al., 2015 Modell (MAT-B-III) Inkubation im Serum Arteriitis in vivo sdure Sorafenib
Choi et al., 2015 & Kaninchen-Lebertumor- | MS-Grofie um 79,8 % (CT-KM)
2017 Modell (VX2) reduziert. Eisenoxid
Ratte-Lebertumor- Pordse
Modell (Novikoff Oberflachenstruktur
hepatoma) nach vier Wochen in
Serum
Alginat Eroglu et al., 2006 In vitro In vitro > drei Monate Nicht beriicksichtigt Allenfalls leichte [Gd(HPDO3A)(H,0)], Mitomycin-C
Forster et al., 2010 Kaninchen-Nieren- In vivo kein inflammatorische (T MRT KM) und Doxorubicin
van Elk et al., 2015 Modell vollstindiger Abbau Reaktion nach einer Thrombin

Rongetal., 2015 &
2017

Xuan et al., 2017
Wang et al., 2015 &
2017

Schaf-Uterus-Modell
Kaninchen-Ohrtumor -
Modell (VX2)
Maus-intraperitoneal-
Modell (Toxizitét)
Hund-Leber-Modell

Woche in vivo

Kein GefaBwand-
schaden nach zwolf
Wochen in vivo
Keine Zytotoxizitdt in
vitro

Keine DNA-
Schédlichkeit

Keine systemische

Holmium Ionen

(To* MRT KM)

SPIO

Bariumsulfat (BaSO4)

Dual drug: 5-Fluoro-
uracil und Doxo-
rubicin-hydrochlorid




Material Forschungsgruppe, Studienmodell Degradationsintervall Abbaumechanismus Biokompatibilitit Sichtbarkeit Potenzielle
Jahr Medikamenten-
beladung
Toxizitdt im Maus-
modell innerhalb von 28
Tagen
Polymilchsdure Flandroy et al., 1990 In vitro Drei bis vier Wochen in | Nicht berticksichtigt GefdBwandschaden mit Teils Epirubicin
Fujiwara et al., 2000 Kaninchen-Nieren- vitro & in vivo inflammatorischen Réntgendicht Cisplatin
Wang et al., 2015 Modell Zellen und Sorafenib
Klinisch Intimahyperplasie
Hydroxy-ethyl-acrylat Schwarz et al., 2004 Hund-Nieren-Modell Drei Wochen in vitro Hydrolyse Moderate Nicht beriicksichtigt Nicht beriicksichtigt
Kaninchen-Ohr-Modell < zwei Wochen in vivo inflammatorische
Begleitreaktion, leichte
Intimahyperplasie
Poly Salis et al., 2017 In vitro > 24 Monate Hydrolyse Nicht beriicksichtigt Nicht beriicksichtigt Ibuprofen
(e-caprolacton) Ex vivo: Isolierte Ratte-
Leber-Modell
Oxalat — modifiziertes Chang et al., 2018 In vitro Sieben bis 28 Tage Phagozytose Moderate Nicht beriicksichtigt Paclitaxel
Oligopolycaprolacton Ratte-subkutan-Modell Enzymatisch inflammatorische
Reaktion in vivo mit
Lymphozyten und
Makrophagen
Nicht weiter Liu et al., 2015 In vitro > 28 Tage Nicht beriicksichtigt Leukozyteninfiltration Rontgendicht Nicht beriicksichtigt
spezifizierte Schwein-Leber/Milz-
Materialmixtur aus Modell
Lipiodol, Cetyl-alkohol,
Glycol-monostearat,
Stearinsédure,
Polycaprolacton,
Cholesterol
Polyhydroxy-butyrat Kassab et al., 1997 & In vitro > sieben Tage Nicht beriicksichtigt Keine inflammatorische | Nicht beriicksichtigt Rifampycin
1999 Hund-Nieren-Modell Reaktion
Abbaubare Polyvinyl- Wang et al., 2014 In vitro Eine Woche Nicht berticksichtigt Keine Zytotoxizitdt in SPIO Doxorubicin
alkohol-Mikrosphéren Liang et al., 2017 Kaninchen-Lebertumor- vitro
Modell (VX2)
Wasserlosliche Shomura et al., 2011 Schweine-Nieren- Wenige Stunden bis > Nicht berticksichtigt Kein Gefdwand- Nicht berticksichtigt Nicht berticksichtigt
Polyvinylalkohol- Modell 21 Tage schaden, keine
Mikrosphéren Riesenzellreaktion




Material Forschungsgruppe, Studienmodell Degradationsintervall Abbaumechanismus Biokompatibilitit Sichtbarkeit Potenzielle
Jahr Medikamenten-
beladung
Polyester-carbonat Stein et al., 2014 Schweine-Nieren- > 60 Tage Nicht beriicksichtigt Nicht explizit Rontgendicht Nicht beriicksichtigt
co-polymer Modell beriicksichtigt
Gelatine-Mikrospharen Ohta et al., 2007-2012 In vitro Yeetal.: <14 Tage Enzymatisch Leukozyten-infiltration Nicht beriicksichtigt Cisplatin
/ Partikel Nitta et al., 2009 & Kaninchen-Nieren- Ohta et al. & Nitta et der Gefalwand,
2013 Modell al.: 14 bis > 28 Tage, Intimaruptur mit
Yeetal, 2019 Kaninchen-Lebertumor- | abhingig vom Grad der Membrana elastica
Modell (VX2) Quervernetzung interna
Hunde-Leber-Modell
Klinisch
Gelatine-Mikrospharen Hacking et al., 2020 Klinisch Vier bis > zwolf Nicht berticksichtigt Nicht berticksichtigt Nicht beriicksichtigt Nicht beriicksichtigt
Wochen
Neue Mikrosphiren aus Sommer et al., 2017 Schweine-Nieren- Eine Woche Amylase Moderate Gefalwand- Nicht berticksichtigt Nicht berticksichtigt
hydrolysierter Modell nekrose, leichte
Kartoffelstarke inflammatorische
Reaktion, leichte
Fremdkdrperreaktion

Tabelle 3: Uberblick iiber aktuell beforschte temporire Embolisatmaterialien
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Die Arbeitsgruppe um Laurent, Louguet, Bédouet Maeda, Verret, Moine et al. (2013-2016) hat in
mehreren aufwéndigen Testreihen in vitro und in vivo Mikrosphéren aus Poly(ethylen-Glycol)
Methacrylat (PEGMA) hergestellt. Dies kombiniert das Monomer PEGMA mit hydrolysierbaren
Quervernetzungen aus PLGA-Polyethylen Glycol (PEG)-PLGA. Zusitzlich wurde ein Co-
monomer, Methacrylsdure hinzugefiigt, um eine ionische Beladbarkeit mit Medikamenten zu
ermoglichen (53, 61, 62, 81, 96). Die verfiigbaren Groflen der Mikrosphéren rangierten zwischen
300 und 500 pm. Getestet wurden die Mikrosphdren in zwei préklinischen tierexperimentellen
Studien mit Schafen bzw. Schweinen sowie in vitro. Als Kontrollmaterial wurden Trisacryl-
gelatine Mikrosphéren (TGMS) Embosphere® bzw. per Hand zubereitete Gelatinschwamm-
partikel (GSP) verwendet. Die Studiendauer der in vivo Versuche betrug sieben Tage. Die
Mikrosphéren zeigten keine Anzeichen von Katheterverstopfung unter Benutzung von 4French
(F) bzw. 5F Kobra- oder kobraartig konfigurierten Kathetern und 2,7F Mikrokathetern. Die
Resorption der Partikel soll laut in vitro Versuchen in Phosphat-gepufferter Salzlosung 24 Stunden
betragen. In vivo lieen sich nach sieben Tagen keinerlei Materialien oder Fragmente nachweisen.
Die initiale Degradation soll hydrolytisch verlaufen. Eine renale Ausscheidung der entstandenen
Molekiile war mafgeblich fiir das Materialdesign. Die embolisierten GefdBe zeigten in der
Angiographie nach sieben Tagen allesamt mindestens eine partielle, in der Schaf-Studie sogar eine
vollstdndige Rekanalisation. Kleinere Partikel fithrten zu distalen Okklusionen, einem hoheren
Ausmal} an Nekrosen und einer verringerten Rekanalisationsrate. Verdnderungen in der Gefal3-
wand oder Entziindungsreaktionen konnten in vivo nicht festgestellt werden und auch in vitro
zeigten sich die Abbauprodukte der Mikrosphéren nicht zytotoxisch.

Dariiber hinaus konnen die Mikrosphéren potenziell mit einer grolen Auswahl an zytostatischen,
angiogenetischen oder analgetischen Substanzen beladen werden, z.B. NSAIDs, eine
aullergewohnliche Eigenschaft, welche sie von den meisten anderen in der Forschung befindlichen
oder kommerziell erhéltlichen Embolisatmaterialien abhebt.

Die Arbeitsgruppe um Weng et al. (2011-2018) hat degradierbare Mikrosphdren aus
Carboxymethyl-Cellulose/Chitosan entwickelt. Diese porosen Mikrosphédren wurden in mehreren
in vitro und in vivo Versuchen ausgiebig getestet (101-106). Das Material ist ein natiirliches
Polymer, was aus dem Exoskelett von Krustentieren gewonnen wird. Die Mikrosphéren sind in
einer GroBe von 100 bis 1550 um verfligbar und bieten eine potenzielle Medikamentenbelad-
barkeit, z.B. mit Tetracyclin oder Doxorubicin. Bei der praktischen Handhabung zeigten sich keine
Einschrinkungen in Bezug auf 2,8F Mikrokatheter. Die in vivo Deformierung der Partikel wurde
als zufriedenstellend bezeichnet und war vergleichbar mit der Kontrollgruppe TGMS. Zusitzlich

wurden Schiden an den GefiBwédnden beobachtet. Der Zeitpunkt der Mikrosphirendegradation



variiert je nach Grad der Oxidation und kann zwischen einigen Tagen und mehreren Monaten
betragen. In vivo zeigten sich 95 % der Mikrosphéren im Zeitraum von unter zehn Tagen abgebaut.
Der enzymatische, hydrolytische aber auch phagozytische Abbau ging mit einer progressiven
Fibrose in den ersten vier Wochen nach Injektion einher. In Langzeituntersuchungen iiber sechs
und zwolf Monate zeigten sich keine systemischen, unerwiinschten Ereignisse im Hinblick auf die
Biokompatibilitdt und die lokale Gewebereaktion in den embolisierten Nieren wurde im
Tiermodell als minimal bis moderat mit einem stabilen Heilungsprozess beschrieben.

Die Ergebnisse der voran genannten beiden Arbeitsgruppen zeigt einerseits die Beforschung
verschiedener Stoffe, anderseits konnte das ideale tempordre Embolisatmaterial noch nicht
gefunden werden. Die Nachteile der bisher auf dem Markt verfiigbaren Materialien werden im

folgenden Kapitel diskutiert.

2.6 Nachteile aktuell verfiigbarer temporirer

Embolisatmaterialien

Das iélteste und klinisch héufig angewendete tempordre Embolisatmaterial besteht aus
Gelatineschwamm (Gelfoam®, Pfizer Inc., New York, New York, U.S.A.). Bereits kurz nach dem
zweiten Weltkrieg zundchst chirurgisch als hdmostatisches Material getestet (111), wurde es im
Jahr 1962 zum ersten Mal intravaskuldr zur Behandlung einer traumatischen Carotis-Sinus-
cavernosus-Fistel verwendet (112). Der Wirkmechanismus beruht auf mechanischer Obstruktion.
Zusitzlich wirkt die injizierte Substanz als Geriist fiir Thrombusformationen und unterstiitzt die
Bildung von Blutgerinnseln.

Gelfoam® wird aus gereinigter Hautgelatine gewonnen und ist als Puder oder als Schwamm
erhéltlich (113). Vorteilhaft ist, dass der Puder in sehr kleinen GroBen (40-60 pm) erhéltlich ist.
Nachteilhaft ist, dass die kleinen Partikel zu ungewollten Ischdmien durch zu weit distale
Migrationen fiihren, was bspw. in Gallengangsnekrosen (114) resultiert. Der Gelatineschwamm
muss zundchst von Hand in kleinere Teile geschnitten werden. Teilweise wird, um die erhaltenen
Fragmente noch einmal zu zerkleinern, eine Suspension mit Natriumchloridlosung angelegt und
iiber einen Dreiwegehahn mit zwei Spritzen zu einem Brei miteinander vermengt. Zusétzlich muss
das Gemisch aufgrund der fehlenden Rontgendichte mit Kontrastmittel angereichert werden. Die
Vorbereitung ist zeitintensiv und das hergestellte Gemisch besteht im Ergebnis nur aus groben,
unkalibrierten, nicht-sphdrischen und ungleichméBig geformten Fragmenten. Das gewonnene
Material ist fiir einen vorab exakt definierten Verschluss des ZielgefdB3es unzureichend (115, 116).

Ein weiterer Nachteil ist, dass der genaue Zeitpunkt der Degradation trotz mannigfaltiger

33



Untersuchungen unklar bleibt. Dieser variiert zwischen einer Woche und mehreren Monaten bis
hin zu dauerhaften Gefalverschliissen (117-121). Ein weiterer Mangel des Materials kann fiir die
Patienten eine besondere Rolle spielen: Die Applikation des Materials wird begleitet von einer
chronischen Entziindungsreaktion, welche mit Zerstérungen der GefidBwand und konsekutiv
fibrotischem Umbau einhergeht (86, 122, 123). Dies hat moglicherweise starke Auswirkungen auf
den Grad der Rekanalisation, deren Eintreten und Umfang somit unklar bleibt. Studien zeigen eine
sehr hohe Rate an permanenten Stenosen oder Verschliissen nach ein- oder mehrmaliger
Embolisation mit Gelatineschwammpartikel (124). Nicht zuletzt wurden u.a. Infektionen in
Zusammenhang mit der Verwendung von Gelfoam® berichtet, welche auf Luftbeimischungen
zuriickgefiihrt werden, welche wiederum aerobe Organismen unterstiitzen (125, 126).

Als Modifikation von Gelfoam® wurde seit 2006 ein weiteres Produkt (Gelpart, Nippon Kayaku,
Tokyo, Japan) entwickelt, welches in zwei verschiedenen GréBen (1 und 2 mm) erhiltlich ist
(127). Diese Partikel tragen jedoch dem Problem der irreguliren Form und zu hohen
GroBenvariabilitdt nach Katheterpassage nicht ausreichend Rechnung (128).

Neben den auf Gelatine basierenden Substanzen existiert Emobilisationsmaterial auf Grundlage
abbaubarer Stirkepartikel (degradable starch microspheres / DSM) (Embocept® S, PharmaCept,
Berlin, Deutschland). Hierbei handelt es sich um Mikrosphiren aus dreidimensional
quervernetzter und hydrophiler Stirke-Matrix, welche in Wasser stark anschwellen und eine sehr
kurze Halbwertszeit (ca. 40 Minuten) aufweisen (129). Es konnte im Schweinemodell gezeigt
werden, dass selbst nach kompletter Stase keine Ischdmiezeichen und kein Schaden am gesunden
Lebergewebe entstanden war (130). Der gefiaBokkludierende Effekt ist daher nur sehr kurz und
somit nicht ausreichend fiir eine Tumornekrose (131). Diese Eigenschaften machen die
Mikrosphéren zu geeigneten Substanzen zum Schutz von unbeteiligten Leberregionen bei TACE-
oder SIRT-Eingriffen (132). Die Stirkemikrosphdren werden klinisch vielfach zur
Tumorembolisation in der Leber in einer Mischung mit verschiedenen Zytostatika verwendet
(133), um die Kontaktzeit der Zytostatika in der Embolisationsregion zu verlangern. Die mit 50 pm
relativ kleinen Starkepartikel werden iiber a-Amylase abgebaut.

Weiterhin existiert ein synthetisches Polymer aus kollagenbeschichteter Polymilch-co-
glykolsiure, engl. polylactic-co-glycolic-acid (PLGA) (EKOBI 500™, IMBIOTECHNOLIGIES
LTD., Edmonton, Kanada). Dieses Material ist nur in den USA sowie Kanada und dort nur fiir die
Embolisation von benigner Prostatahyperplasie (BPH) und hypervaskularisierten Tumoren
zugelassen. Das Material ist auf natiirliche Weise durch Hydrolyse bei neutralem pH-Wert
abbaubar. Die Resorptionszeit hingt von verschiedenen Faktoren wie seiner chemischen

Zusammensetzung und GrofB3e ab (54); dieser Prozess kann von drei bis zu sechs Monaten dauern.
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Ein entscheidender Nachteil eint das jlingst zugelassene Material mit seinen prominenten
Vorgingern: Eine Induktion einer chronischen Entziindungsreaktion mit GefdBwandfibrose, die
zu einem permanenten Verschluss des GefiaB3es nach sechs Monaten fiihrt (134). Dariiber hinaus
sind die Partikel nicht komprimierbar. Dieser Nachteil kann durch ihre kleine GroBenkalibrierung
(150-212 pum) teilweise ausgeglichen werden, um eine Injektion iiber gingige Mikrokatheter zu
gewdhrleisten.

Trotz der hohen Anzahl und Vielfalt der klinisch verfiigbaren und experimentell erforschten
Substanzen bietet der Markt kein Produkt, welches alle angesprochenen Erfordernisse eines

idealen Embolisatmaterials erfullt.
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2.7 Arbeitshypothese und Ziel der Studie

Die zugrunde liegende Arbeitshypothese lautete: Das synthetische Polymer Polydioxanon kann in
der Form von SPIO-beladenen Mikrosphédren als neuartiges, kalibriertes und temporéres
Embolisatmaterial bei transarterieller Embolisation einen sicheren und effektiven Gefaf3verschluss
hervorrufen. Gleichzeitig soll im Hinblick auf die bekannten Reaktionen im Gewebe ein
entsprechender Abbau auch im Gefdl3 in einem bestimmbaren Zeitraum moglich sein. Weiterhin
soll die Beladung der Mikrosphdren mit superparamagnetischen Eisenoxidpartikel (SPIO) eine in

vivo Nachweisbarkeit im MRT ermdglichen.

Das Ziel dieser Arbeit war es, ein neues, bioresorbierbares, gro3enkalibriertes Embolisatmaterial
aus dem synthetischen Polymer Polydioxanon im Kaninchen-Nieren-Modell zu untersuchen.
Entsprechend den hohen Anforderungen, welche das Material erfiillen muss, wurden im Einzelnen

folgende Zielparameter definiert:

1. Grundsétzliche Durchfiihrbarkeit und Sicherheit der Embolisation mit den neuartigen
Mikrosphéren als Grundlage fiir eine potenzielle spétere klinische Anwendbarkeit.

2. Effektive, zielgenaue Embolisation, welche zu einer Ischidmie/Infarktnachweis im
arteriellen Stromgebiet fiihrt.

3. Nachweis eventueller Reperfusion nach Bioresorbierbarkeit der neuen Partikel.

4. In vivo Nachweisbarkeit durch Sichtbarkeit in der MRT zum Zwecke eines effektiven
Therapiemonitoring.

5. Bestimmung des Resorptionszeitpunktes der tempordren Mikrosphidren zum Zwecke der
exakten Indikationsstellung und Anwendbarkeit.

6. Nachweis einer addquaten Biokompatibilitit zur sicheren und langfristigen Anwendung im

Menschen ohne sekundére unerwiinschte Folgeerscheinungen.
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3. Material und Methodik
3.1 Studiendesign

In dieser tierexperimentellen Dissertation wurde bei neun weilen Neuseelandkaninchen eine
unilaterale, superselektive Segmentembolisation der Niere unter fluoroskopischer Kontrolle
durchgefiihrt. Die kontralaterale Seite blieb unbehandelt und diente als Kontrolle. Eine digitale
Subtraktionsangiographie (DSA) und eine anschlieBende MRT-Untersuchung wurden zur
Kontrolle und Dokumentation der Embolisation durchgefiihrt.

Ein Versuchstier wurde unmittelbar nach der Embolisation und anschlieBenden MRT-
Untersuchung euthanasiert (Akutversuch), um mittels makro- und mikroskopischer
Untersuchungen unmittelbare Einblicke in die Originalstruktur, Morphologie, Verteilung und
Auswirkungen der neuartigen Mikrosphéren im Gefdf3system und Nierenparenchym zu erlangen.
Die verbliebenen acht Tiere wurden randomisiert einem von fiinf Zeitpunkten zugeteilt, welche
sich nach Beobachtungszeitraum und Euthanasiezeitpunkt unterscheiden (eine, vier, acht, zwolf
und 16 Wochen). Nach dem gewihlten Beobachtungszeitraum wurde erneut eine
Kontrollangiographie und ein Kontroll-MRT durchgefiihrt, um die mittel- und langfristigen
Auswirkungen der Embolisation festzuhalten. AnschlieBend wurden alle Tiere in tiefer Narkose
euthanasiert und die Nieren nach chirurgischer Entnahme der makro- und mikroskopischen
Untersuchung und Auswertung zugefiihrt. Das Studiendesign kann dem folgenden Schaubild

entnommen werden (Abbildung 3).



Selektive renale Embolisation mit

DSA bioresorbierbaren Mikrosphiiren MRT
aus Polydioxanon

v

Zeitpunkt 0 | | Zeitpunkt 1 | | Zeitpunkt 2 | | Zeitpunkt 3 | | Zeitpunkt 4 | | Zeitpunkt 5

Akut 1 Woche 4 Wochen 8 Wochen 12 Wochen 16 Wochen
DSA Kontrollbildgebung MRT
Euthanasie
Angiographische Auswertung Makroskopische Auswertung
MRT Auswertung Mikroskopische Auswertung

Abbildung 3: Uberblick des Studiendesigns

Nach der Embolisation unter fluoroskopischer Fiihrung erfolgte eine Kontrolle mittels DSA und MRT. Nach dem
Zufallsprinzip erfolgte die Zuordnung zu einem Beobachtungsintervall entsprechend der jeweils festgelegten
verschiedenen Zeitrdume. Nach Ablauf des Beobachtungsintervalls erfolgte zunéchst eine Kontrollbildgebung
mittels DSA und MRT und schlieBlich die Auswertung der erhobenen Bildgebung mittels Makro- und Mikroskopie.
Die Abbildung findet sich angelehnter Weise in der Publikation Stechele et al., Cardiovasc Intervent Radiol. 2020.

3.2 Material

3.2.1 Embolisatmaterial

Es wurden speziell kalibrierte, sphérisch geformte Mikropartikel aus Polydioxanon hergestellt und
mit Oleat-beschichtetem superparamagnetischem Eisenoxid (SPIO) markiert (Abbildung 5) (Fa.
Microparticles, Adlershof/ Berlin). Das Polydioxanon wurde von der Firma SMI Suture Materials
(St. Vith, Belgien) als Fadenmaterial bezogen. Polydioxanon in der Menge von 0,7 g sowie SPIO
Nanopartikel wurden in 15 ml heilem Dichlormethan geldst und unter Rithrung in 200 ml einer
0,5-prozentigen wéassrigen Losung von Polyvinylalkohol gegeben. Die gewiinschte Tropfengrof3e
wurde in Abhdngigkeit von der Riihrgeschwindigkeit erhalten. Danach wurde der Ansatz im

offenen Becherglas bei Raumtemperatur {iber Nacht geriihrt, um die Abdampfung des
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Dichlormethans zu ermoglichen. AnschlieBend wurden die Partikel entsprechend der gewiinschten
GrofBe nass gesiebt (10 % Toleranz) und bei 50°C im Trockenschrank getrocknet.

Es wurden Mikrosphiren in zwei verschiedenen GroBen produziert: 200-500 pm sowie 90-
300 um. Die GroBe der kleineren, in den Mikrosphéren fixierten SPIO-Elemente bewegte sich
zwischen 0,01 und 0,03 pum. Nach dem Siebvorgang wurden die Partikel in eine Phiole mit
Bohrung und Filter eingefiihrt und mit Ethylenoxid sterilisiert, ein anerkanntes
Sterilisationsverfahren, mit dem bspw. auch Angioplastiekatheter sterilisiert werden (135).

Die Morphologie, Beschaffenheit und GroBenverteilung der Mikrosphiren wurde vor Anwendung
im Tiermodell mit einem optischen Mikroskop (Axio Observer.Z1 Mikroskop, Carl Zeiss
Microscopy GmbH, Jena, Deutschland) untersucht. Die GroBenverteilung ist anhand von 200
Mikrosphéren beispielhaft in Abbildung 4 aufgefiihrt und entsprach einer Normalverteilung —

somit konnte von groBenkalibrierten Mikrosphiren ausgegangen werden.

25
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Anzahl
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80,00 130,00 180,00 230,00 280,00 330,00

Diameter der SPIO Mikrosphiiren in pm

Abbildung 4: Grofienverteilung von n = 200 Mikrosphiiren vor in vivo Gebrauch — nach Herstellerangaben
Diameter 90-300 pm

Auf der Abszisse sind die Groflen der Mikrosphéren aufgetragen, auf der Ordinate die Anzahl im entsprechenden
GroBenintervall. Es zeigt sich eine relative Normalverteilung entlang der Gauf3'schen Glockenkurve.

Die Abbildung findet sich angelehnter Weise in der Publikation Stechele et al., Cardiovasc Intervent Radiol. 2020.
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Abbildung 5: Mikroskopische Aufnahmen der Mikrosphiiren vor in vivo Gebrauch

A. Ubersichtsaufnahme.

B. Nahaufnahme.

C. Beispiel einer Ausmessung.

D. Ultranahaufnahme. Die Mikrosphédren zeigen sich vor der Intervention intakt mit sphérischer Form und glatter
Oberflache, homogener Binnenstruktur ohne Zerkliiftungen oder Vakuolen.

Die Abbildung findet sich angelehnter Weise in der Publikation Stechele et al., Cardiovasc Intervent Radiol. 2020.

3.2.2 Versuchstiere & Haltung

Die vorliegende Studie wurde an insgesamt neun weillen Neuseelandkaninchen durchgefiihrt.
Herkunft der Tiere: Charles River Laboratories International Inc., Frankreich und Harlan
Laboratories UK Ltd., Loughborough, GroBbritannien. Die Tiere wurden als ,spezifisch
pathogenfrei (SPF) und ,yviral antikorperfrei“ (VAF) bezogen. Es wurden ausschlieBlich
weibliche Kaninchen verwendet, um etwaige geschlechtsspezifische Wirkunterschiede auf die
Versuchstiere auszuschlieen. Die Tiere waren zum Ausgangszeitpunkt zwischen zwdlf und 16

Wochen alt und wogen zwischen 3,15 und 4,80 kg (Mittelwert 3,96 + 0,56 kg). Die Haltung der

40



Tiere erfolgte im Neurowissenschaftlichen Forschungszentrum, Charit¢ Campus Mitte,
Charitéplatz 1, 10117 Berlin.

Die Tiere wurden zu standardisierten Laborbedingungen gehalten, die folgende Parameter
implizierte: Eingewohnungszeit flir mindestens sieben Tage; Kéfighaltung entsprechend GV-
SOLAS Empfehlung; Haltung in Zweiergruppen. Konstanter 12-Stunden Tag/Nacht Lichtzyklus,
Temperatur von 22 + 1°C; 50 £ 5% relative Luftfeuchtigkeit auf Basis der Empfehlung
2010/63/EU der europdischen Kommission; Futter pelletiert ad libitum unter Zufiitterung von Heu;
taglich gewechseltes Trinkwasser (Stadtwasser in Flaschen). Eine angemessene Vorbereitung der
Tiere auf den Versuch war durch die regelméBige Gewohnung und den direkten Umgang mit dem
medizinischen Personal gewihrleistet.

Die behordliche Genehmigung fiir die Tierversuche wurde am 18.08.2014 durch das Landesamt
fir Gesundheit und Soziales, Berlin erteilt. Die Anzeigennummer lautet G 0112/14.
Aufzeichnungen iiber Versuchsvorhaben, in denen Wirbeltiere, Kopffiier oder Zehnfullkrebse
verwendet werden (§ 9 Abs. 5 TierSchG und § 29 Abs. 1 TierSchVersV) wurden regelrecht und
tagesaktuell gefiihrt.

3.3 Methoden: Eingriffe und Prozeduren

3.3.1 Anisthesie & Interventionsvorbereitung

Zunichst erfolgte eine initiale subkutane Injektion von 35 mg/kg Korpergewicht (KG) Ketamin
(Ketamin 10 %, WDT, Garbsen, Deutschland) und 0,25 mg/kg KG Medetomidin (Domitor®,
Orion Pharma, Espoo, Finnland) in einer Mischspritze. Nach kurzer Wartezeit und Uberpriifung
der erfolgreichen Sedierung wurde das Tier mit Augensalbe zum Schutze der Cornea und
Konjunktiven vor Reizung versorgt (Bepanthen®, Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland)
und nach Hautdesinfektion (Braunoderm®, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland)
mit einer vendsen Verweilkaniile (Vasofix® Brauniile® 0,90 x 25 mm G 22 blau, FEP, B. Braun
Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) in der V. auricularis caudalis versehen. Ein Drei-Wege-
Hahn wurde angeschlossen und beides fixiert. Fiir eine addquate perioperative Analgesie wurde
intravends 50 mg/kg KG Metamizol (Novaminsulfon-ratiopharm®, Injektionslésung, ratiopharm
GmbH, Ulm, Deutschland), verdiinnt mit Wasser zu Injektionszwecken (Aqua ad iniectabilia, B.
Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) langsam (0,05 ml pro 15 Sekunden) sowie 0,5
mg/kg KG Butorphanol (Dolorex®, Merck Sharp & Dohme Corp., a subsidiary of Merck & Co.,
Inc., Kenilworth, New Jersey, USA) subkutan verabreicht. AnschlieBend wurde die Zugangs-
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region (Embolisation: rechte Leistenregion, Kontrollangiographie: linke Leistenregion) vorsichtig
groBflichig rasiert.

Zur Aufrechterhaltung der Narkose erhielten die Tiere eine fortlaufende Infusion iiber Perfusoren
(IVAC® P 4000 Anisthesie-Spritzenpumpe, Cardinal Health, Baesweiler, Deutschland und
Asena® Spritzenpumpe, ALARIS® Medical Systems Deutschland GmbH, Homberg (Ohm),
Deutschland) mit Verldngerungsschlauch mit einer Flussrate 10 ml/h Ketamin/Medetomidin und
10 ml/kg/h Natriumchloridldsung (Isotone Kochsalz-Losung, 0,9 %, Braun, B. Braun Melsungen
AG, Melsungen, Deutschland).

Die Tiere wurden in den Interventionsraum gebracht und in einer Schaumstoffmatte mit
Vakuumpumpe mit ausgestreckten Hinterbeinen in Riickenlage auf dem Angiographietisch
gelagert. Die Tiere wurden auf einer mehrschichtigen saugfahigen Unterlage gebettet und durch
Anlegen des Vakuums in der Schaumstoffmatte in eine stabile, operations- und anésthesiegerechte
Lagerung gebracht. Die Tiere atmeten Sauerstoff mit einer Flussrate von drei Liter pro Minute.
Dies erfolgte iiber ein Plastikreservoir welches iiber die Nase gestiilpt und mit Klebeband fixiert
wurde. Wihrend des nun folgenden gesamten Eingriffes wurde kontinuierlich ein klinisches
Monitoring kardiovaskuldrer und respiratorischer Vitalparameter durchgefiihrt. Es folgte eine
ausgiebige und mehrfache Desinfektion des Operationsgebietes mit mehrminiitiger Einwirkzeit.
Parallel wurde ein steriler Operationstisch vorbereitet (Abbildung 7) und das Operationsgebiet
steril abgeklebt. Nach sterilem Anreichen des Operationsbesteckes und Fadenmaterials erfolgte
ein Hautschnitt von ca. 2-3 cm von medial nach lateral am Becken-Bein-Ubergang. Nach stumpfer
Priparation wurden Gefa3- und Nervenstamm freiprapariert und die 4. femoralis communis auf 1
cm Linge exponiert (Abbildung 6). Ein 3/0 Vicrylfaden (Coated VICRYL® Suture, Ethicon,
Johnson & Johnson, New Brunswick, New Jersey, USA) wurde unter der Arterie hindurchgezogen

und ein Knoten vorgelegt.
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Abbildung 6: Priaparierung der A. femoralis communis im Kaninchen

Exposition auf 1 cm Lénge als Vorbereitung fiir einen vaskuldren Geféaflzugang. Zwischen den Spitzen der

anatomischen Pinzette wird die Arterie dargestellt.
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Abbildung 7: Interventionstisch neben dem Angiographietisch unmittelbar vor dem Eingriff

Samtliche intravaskuldre Materialien wurden vor Gebrauch mit isotoner Kochsalzldsung gespiilt.

1. Skalpell | 2. Intravendse Kaniile | 3. 2-Wege-Hahn | 4. Medaillon-Spritzen (1 ml) | 5. Befestigungspflaster | 6.-8.
Schleuse mit Mandrin und Draht | 9. Punktionskaniile | 10. Kompressen | 11. Kontrastmittel | 12. Kochsalzldsung |
13. 3F Cobra-Katheter | 14. Fithrungsdraht | 15. Spritzen (10 und 20 ml) | 16. SPIO-Mikrosphéren

3.3.2 Embolisation

Mittels einer Punktionsnadel (Percutaneous Entry Thinwall needle, 20 G, 7 cm, Cook
Incorporated, Bloomington, Indiana, USA) wurde die freigelegte Arterie punktiert. In Seldinger
Technik (1) wurde nun ein 0,45 mm Fiihrungsdraht {iber die Hohlnadel eingefiihrt und diese
danach entfernt. Uber den Fiihrungsdraht wurde eine 3French (F) Schleuse (Haemostatic sheath
introducers 3F, Linge 5 cm, Balt, Montmorency, Frankreich) eingewechselt und damit ein sicherer
GefiBzugang etabliert. Unter Durchleuchtung (Philips Allura Xper FD 20, Philips, Amsterdam,
Niederlande & Siemens Artis Zee, Siemens Healthineers Global, Erlangen, Deutschland) wurde
nun ein 3F Cobra Katheter (innerer Diameter 0,53 mm, 50 cm, Balt, Montmorency, Frankreich)
und 0,46 mm Fiithrungsdraht (Cope Mandril Wire Guide 60 cm, Cook Incorporated, Bloomington,
Indiana, USA) in der Aorta platziert. Wéhrend der Injektion von 2-3ml eines

Roéntgenkontrastmittels (Imeron® 300, Bracco Imaging Deutschland GmbH, Konstanz,
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Deutschland bzw. Accupaque™, GE Healthcare Buchler, Braunschweig, Deutschland) wurde eine

Ubersichtsaortographie angefertigt (Abbildung 8).

Abbildung 8: Aortographie in DSA Technik zur anatomischen Ubersicht im zeitlichen Verlauf

A. Arterielle Phase mit Darstellung der Aorta

B. Beginnende Darstellung der bauchorganversorgenden Gefilie

C. Darstellung der Nierengefél3e

D. Parenchymphase

1. Truncus coeliacus mit A. splenica | 2. Aorta abdoominalis | 3. A. renalis dextra | 4. A. renalis sinistra | 5. A.

mesenterica superior | 6. Nierensegment- und interlobararterien | 7. Nierenparenchym | Pfeile: 3F Cobra Katheter

Anschlieend wurde eine der beiden Nierenarterien sondiert und in DSA Technik selektiv
angiographiert (Abbildung 9). Nach Vorschieben des Katheters bis in eine Segmentarterie des
kaudalen Nierenpols wurden insgesamt 0,1 ml des Embolisatmaterials in einer 1:1 Mischung aus
Kontrastmittel und Natriumchloridlosung (Plastipur® Fresenius Kabi AG, Bad Homburg v.d.H.,
Deutschland) auf insgesamt 1 ml in einer Spritze (Medallion® Spritze, Merit Medical Systems,
Inc., South Jordan, Utah, USA) aufgezogen. Durch sanftes Schwenken und langsames Schiitteln

wurden die Elemente der Suspension homogenisiert. Die Suspension wurde nun langsam unter
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fluoroskopischer Kontrolle appliziert bis eine Stase festgestellt werden konnte. Eine Stase wurde
definiert als Stillstand des Kontrastmittelflusses und eine dauerhafte Parenchymfarbung mit
Kontrastmittel. Sobald dies erreicht war, wurde die Embolisation als erfolgreich angesehen und
beendet. Abbildung 10 zeigt die Injektion des Embolisat-NaCl-Kontrastmittelgemisches und den
Zustand der Stase zu Embolisationsende. Nach jedem abgeschlossenen Embolisationsvorgang
wurde der Katheter gespiilt und notiert, wie leicht der Injektionsvorgang vonstatten ging. Wenige
Minuten nach Beendigung der Embolisation wurde ein Abschluss-Angiogramm angefertigt, um
den unmittelbaren Embolisationserfolg zu dokumentieren. Nach Entfernung des Kathetermaterials
mitsamt Schleuse wurde das GefdB3 mithilfe der vorgelegten Féden ligiert und eine Wundspiilung
vorgenommen. Nach einer Subkutannaht (Safil® 3/0 Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland) erfolgte der Hautverschluss (Supramid 3/0, Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland) und abschlieBend eine Auftragung der Wundsalbe (Braunovidon® Salbe 10%, Braun

Melsungen AG, Melsungen, Deutschland).

Abbildung 9: Renales Angiogramm in DSA Technik vor Embolisation im zeitlichen Verlauf
A. Arterielle Phase mit Darstellung der Aste der A. renalis dextra

B. Parenchymphase

1. A. renalis dextra | 2. Kranialer Nierenpol | 3. Kaudaler Nierenpol | Pfeil: Katheterspitze
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Abbildung 10: Fluoroskopische Aufnahmen des Embolisationsvorganges

A. Beginn der Embolisation mit Injektion des Mikrosphéren / Kontrastmittelgemischs
B. Ende der Embolisation mit durchgefiihrter Auffiillung durch die Mikrosphéren und persistierender
Kontrastmittelanfarbung im embolisierten kaudalen Nierenpol

1. Aa. interlobares | 2. Anschnitt der Wirbelkorper | 3. Kaudaler Nierenpol | Pfeil: Katheterspitze

3.3.3 Postinterventionelle Bildgebung

Die Tiere wurden in den MRT-Vorraum gebracht. Anschlieend wurden die Tiere in einen 1,5
Tesla Magnetresonanztomographen (Siemens, Sonata, Erlangen, Deutschland) gelegt. Hierzu
wurde eine klinikiibliche Extremitéitenspule benutzt. Die andsthesiegerechte Lagerung umfasste
eine Lagerung mit den Hinterbeinen voran, Bettung auf weichem Schaumstoffmaterial und
saugfihigen Unterlagen sowie Abdeckung als Schutz gegen Hypothermie im Rahmen der
Narkose. Mithilfe eines Laserstrahls und manueller computerunterstiitzter Liegensteuerung
wurden die Tiere auf den signalreichsten Punkt der Spule positioniert. Nach Uberpriifung der
durch ein schmales Loch nach auen geleiteten Perfusorkabel wurde die Tiir sicher verschlossen

und im Steuerraum mit den Messungen begonnen.

3.3.4 Nachsorge

Sofern das Tier einem der Beobachtungszeitpunkte zugeteilt war, erhielt es direkt nach der
Intervention und noch vor dem Transport in das MRT eine weitere Analgesie in Form von
Carprofen iv. 5 mg/kg (Rimadyl® Injektionslosung, Zoetis™, New Jersey, USA). Fiir
weiterreichende Analgesie wurde im Abstand von jeweils 24 Stunden an zwei Tagen zusétzlich

Rimadyl® subkutan appliziert. Wihrend des Beobachtungszeitraumes wurden die Tiere tierirztlich
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genau auf etwaige Komplikationen observiert. Die Hautnaht wurde téglich kontrolliert. Dabei
wurde insbesondere auf Intaktheit der Naht sowie etwaige Schwellungen und Rétungen im
Wundbereich geachtet, um z.B. einen verfrithten Fadenzug addquat beurteilen und ggf. behandeln
zu konnen. Zudem wurde auf Verhaltensdnderungen der Tiere geachtet, um mogliche stirkere

Schmerzreaktionen oder anderweitige Komplikationen friihzeitig erkennen zu kdnnen.

3.3.5 Kontrollbildgebung & Euthanasie

Nach Ablauf der Beobachtungsintervalle (eine, vier, acht, zwolf oder 16 Wochen) wurde erneut
eine Angiographie der zuvor embolisierten Niere durchgefiihrt. Diesmal wurde ein arterieller
Gefidflzugang auf der kontralateralen linken Seite verwendet. Das Prozedere der Vorbereitungen,
Anisthesie und Angiographie glich ansonsten dem oben beschriebenen Ablauf. Nach der
Kontrollangiographie erfolgte ebenso eine Kontroll-MRT-Untersuchung, analog zum Ersteingriff
in Bezug auf Protokoll und Durchfiithrung. Nach Beendigung aller Kontrollbildgebungen wurden
die Tiere mittels intravenoser Injektion von Pentobarbital-Natrium euthanasiert (Narcoren®, 160
mg/ml, Boehringer Ingelheim, Ingelheim am Rhein, Deutschland). Die Bestétigung der effektiven

letalen Injektion erfolgte durch eine Tierdrztin sowie eine Begleitperson.

3.3.6 Makroskopische Aufarbeitungen

Nach der Euthanasie wurden die Tiere auf dem Riicken gelagert und das Abdomen durch einen
Medianschnitt entlang der Linea alba vom Xiphoid bis zum unteren Mittelbauch erdffnet. Zur
besseren Exposition des Situs wurden zwei Entlastungsschnitte entlang des Rippenbogens gesetzt.
Abbildung 11 zeigt die Vorgehensweise der Abdomenerdffnung. Es erfolgte eine Inspektion des
gesamten Abdomens fiir eventuelle Auffilligkeiten und Organschdden. Anschliefend wurden
beide Nieren aus dem umliegenden Gewebe freipripariert und entnommen, um einen direkten
Vergleich vornehmen zu kdnnen. Nach Entnahme der Nieren wurden diese von ventral und dorsal
fotografiert. Besonderer Fokus der makroskopischen Beurteilung lag auf Verdnderungen des
Gewebes in Bezug auf GroB3e, Form und Kontur, insbesondere in Form von Einziehungen, Narben

und Farbverinderungen.
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Abbildung 11: Organentnahme nach Kontrollbildgebung und Euthanasie

Mediane Laparotomie vom Xiphoid nach kaudal bis in den unteren Mittelbauch mit Entlastungsschnitt entlang der
Rippenbogen beidseits.

1. Drei-Wege-Hahn in der V. auricularis des linken Ohres | 2. Magen | 3. Darmschlingen | 4. Harnblase |

Pfeil: Interventions-situs.

3.3.7 Mikroskopische und histopathologische Aufarbeitungen

Die behandelten Nieren wurden nun entsprechend der Methode von Stampfl et al. (2008) (136)
(Abbildung 12) in acht Teile geschnitten. Zunéchst erfolgte ein longitudinaler Schnitt durch die
Hilusregion, resultierend in zwei Stiicken. Anschliefend erfolgte ein erneuter Longitudinalschnitt
beider Stiicke. Von diesen nun insgesamt vier Teilen insgesamt wurde jedes erneut vertikal
geschnitten, so dass letztlich acht Stiicke entstanden. Diese konnten nach den folgenden Kriterien
unterschieden werden: ventral und dorsal, zentral und peripher sowie kranial und kaudal. Das

folgende Schaubild illustriert die beschriebene Vorgehensweise.
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Abbildung 12: Schnitttechnik nach Organentnahme am Beispiel einer linken Niere, adaptiert von Stampfl et
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al.

Aus einer entnommenen Niere wurden acht Stiicke angefertigt, welche sich in folgende anatomischen Zuordnungen
aufteilen lieBen: Ventral und dorsal durch 1. Schnitt. Zentral und peripher durch 2. Schnitt. Kranial und kaudal
durch 3. Schnitt.

Die einzelnen Nierenteile wurden in 10 % Formaldehydlosung ((v/v) [= 4 % (w/v) neutralized]
J.T. Baker, Polen) versetzt und fiir mindestens eine Woche gelagert. Daraufhin wurden die Stiicke
in Kassetten gelegt und vollautomatisch via Histokinette eingebettet (Leica TP 1020, Leica
Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland). Fiir diesen hiufig angewandten und gut
etablierten Vorgang (137) wurden die Kassetten in einen Metallbehélter gesetzt. Das Material
wurde in einem zwolf Stunden andauernden Prozess zundchst mit insgesamt zwolf Behéltern (1 h
pro Behilter) iiber eine aufsteigende Alkoholreihe entwissert, im Intermedidrmedium Xylol
inkubiert und schlieBlich in Paraffin eingebettet. Die eingebetteten Priaparate wurden nun aus den
Plastikkassetten genommen, in kleine Metallbehélter umgebettet und aus einer halbautomatischen
Gussmaschine (Leica EG 1150H, Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland) mit

heilem Paraffin tibergossen. Ein Teil der auseinandernehmbaren Plastikkassetten wurde
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abgetrennt und in das noch heile Wachs in der Metallplatte getrinkt. Die Kombination aus
Metallplatte (Unterteil), Prédparat und Kassette (Oberteil) wurde nun zur Aushartung und Fixierung
auf eine Kiélteplatte gelegt (Leica EG 1140C, Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch,
Deutschland). Hierbei war insbesondere auf eine zentrale Lage der Préparate zu achten, was durch

leichtes Anfrieren des Prdparates im Zentrum der Metallbehilters auf der kleinen zentrierten

Kiihlplatte erreicht wurde. Abbildung 13 zeigt die hierzu benutzte Vorrichtung.

=i
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Abbildung 13: Einbettsystem von Leica mit Kiilteplatte

1. Warmeschublade zum Aufweichen des Paraffins in den Kassetten | 2. Zentrale kleine Kélteplatte im ansonsten
warm-heiflen umgebenden Untergrund | 3. GroB3e Kélteplatte zum Abkiihlen nach Eingieflen | 4. Kombination fertig
eingegossener Préparate aus Metallbehalter (Unterteil) und Kassettenstiick (Oberteil) | 5. Bedienelemente, u.a.
Timer, Temperatur, Licht | 6. Paraffinausgusshahn | 7. Bereitstehender Metallbehélter | 8. Mengeneinstellung des

auslaufenden Paraffins | 9. Reservewédrmeschublade, hier als Vorratsbehélter fiir Metallbehélter genutzt.

Nach dem Abkiihlen waren die Préparate in den Wachsblocken fixiert und nach Entnahme aus den
Metallbehédltern bereit fiir den Schneidevorgang. Hierzu wurden die Wachsblocke in ein

Rotationsmikrotom (Leica RM2125RT, Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch,
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Deutschland) eingespannt und Schnitte von einer Schichtdicke zwischen vier und flinf pm
angefertigt. Unter Umstidnden mussten die Wachsblocke erneut auf der Kaélteplatte gekiihlt
werden, um kontinuierlich qualitativ gleichwertige Schnitte vom Wachsblock abtrennen zu
konnen. Unmittelbar nach Anfertigung des Schnittes wurde dieser in ein 37°C warmes Wasserbad
(Leica HI 1210, Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland) beférdert und von
dort mit vorab beschrifteten Objekttrigern (Super Frost® Plus Objekttriger, R. Langenbrinck
Labor- und Medizintechnik, Emmendingen, Deutschland) geborgen. Die Objekttriger mit den
aufgezogenen Schnitten wurden {iber Nacht in einem Warmeschrank getrocknet (Heraeus Kendro
Laboratory Products, Langenselbold, Deutschland). Am néchsten Tag waren die Objekttrager mit
den aufgezogenen Gewebeproben bereit zum Firben. Vier verschiedene Farbemethoden wurden
angewandt, um u.a. Nekroseareale, Partikelzustand und -abbau, Fibroseausmal} oder Schidigung
und Verdnderungen der GefaBwénde beurteilen zu konnen.

Als Standardmethode diente Himatoxylin und Eosin (H&E). Fiir ausgewéhlte Schnitte wurden die
folgenden ergiinzende Spezialfarbungen vorgenommen: Elastica van Gieson, Jones’ Methenamine
Silber und Periodic-Acid Schiff. Die Einzelintentionen der Farbung konnen aus Tabelle 4

entnommen werden.

Firbemethode Zweck
Hématoxylin und Eosin (H&E) Standardfarbung

Spezialfarbung zur Beurteilung der
Gefdfwénde

Spezialfarbung zur Evaluation der Fibrose
und chronischen Umwandlungsprozesse

Elastica van Gieson (EVG)

Jones’ Methenamine Silber (JMS)

Spezialfarbung zur erginzenden Detektion der
Periodic-Acid Schiff (PAS) Mikrosphéren im fortgeschrittenen
Degradationsstadium

Tabelle 4: Ubersicht iiber die verschiedenen histologischen Firbemethoden

H&E wurde als Standardféarbung eingesetzt, fiir spezielle zielgerichtete Fragestellungen wurden in Absprache mit
dem Institut fiir Pathologie und nach nephropathologischer Konsultation ergéinzende Zusatzfarbungen fiir

ausgewahlte Schnitte durchgefiihrt.

Die Hématoxylin- und Eosinfiarbung wurde im Labor fiir experimentelle Radiologie, Charitéplatz
I, CCM mit einem automatischen Farbeautomaten (Leica Autostainer XL, Leica Biosystems
Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland) vorgenommen. Nach der Entparaffinierung durch zwei
Behilter Xylol wurden die Schnitte mittels absteigender Alkoholreihe (100 % / 100 % / 96 % /
96 % /70 %) und destilliertem Wasser rehydriert. Dem ersten Féarbeschritt mittels Himalaun folgte
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nach einer Spiilung mit flieBendem Wasser der zweite Férbeschritt mit Eosin. Nun wurde wieder
eine Dehydratation in einer aufsteigenden Alkoholreihe und Xylol in genau entgegengesetzter
Reihenfolge vorgenommen. Im Anschluss an das standardisierte Programm wurden die
Objekttrager vollautomatisch von einem Glaseindeckautomaten eingedeckt (Leica CV5030, Leica
Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland). Die Objekttrager wurden in einem Abzug
gelagert und waren dann bereit zur Mikroskopie. Abbildung 14 zeigt exemplarisch die Anordnung
im Férbeautomaten und Abbildung 15 die Korrelation der eingebetteten Prdparate zum

histopathologischen Schnitt auf dem Objekttrager nach H&E Farbung.

Abbildung 14: Anordnung des Firbeautomaten zur standardisierten H&E Firbung
1. Alkoholreihe | 2. Himalaun | 3. Objekttriger im Wasserbad | 4. FlieBendes Wasserbad | 5. Eosin | 6. Beginnende

aufsteigende Alkoholreihe.
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Abbildung 15: Korrelation der eingebetteten Priparate zum histopathologischen Schnitt auf dem
Objekttriger nach H&E Firbung
Links: Préparat eingebettet in Paraffin auf Kassette aufgezogen.

Rechts: 5 um dicker Schnitt desselben Priparates auf Objekttrager nach H&E Féarbung.

Die ergdnzenden Firbungen wurden in den Réaumlichkeiten des Institutes fiir Pathologie,
Charitéplatz 1, CCM durchgefiihrt. Alle histologischen Schnitte wurden nach Anwendung der
verschiedenen Farbemethoden mit einem inversen Mikroskop (Axio Observer.Z1 Mikroskop, Carl

Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Deutschland) untersucht und dokumentiert.

3.3.8 Statistische Analysen

Alle quantitativen Daten (Embolisationsscore, Reperfusionsscore, Degradationsscore,
GefiBwandschadensscore) wurden in eine Datenbank eingepflegt (Excel® Ver. 14.4.2. Microsoft®,
Redmond, USA). Daraus wurden deskriptive Statistiken errechnet und die Daten fiir jedes Tier
und jeden Zeitpunkt als Mittelwert, Median und Quartilsabstand oder Anzahl (n) und Prozent (%)
angegeben. Der Kappa Koeffizient nach Cohen wurde fiir die Fragestellung bestimmt, ob die

erhobenen kategorialen Stichproben aus Bildgebung und makroskopischer Pathologie
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iibereinstimmen (Embolisationsscore). Der Wilcoxon signed-rank Test wurde angewandt, um zu
priifen, ob sich die zentralen Tendenzen gepaarter Stichproben unterscheiden (Reperfusionsscore).
Um wiederum die zentralen Tendenzen von mehr als zwei unabhidngigen Stichproben miteinander
vergleichen zu konnen, wurde der Kruskal-Wallis Test angewandt (Degradationsscore,
GefiaBwandschadensscore). Ein p-Wert von < 0,05 wurde als signifikant angesehen. Die

statistischen Auswertungen wurden mit SPSS Statistics, Ver. 25 (IBM, Armonk, USA) angefertigt.
3.4 Methoden: Zielparameter

Tabelle 5 zeigt eine Ubersicht iiber die Zielparameter und die entsprechenden Modalitéiten zur

Beurteilung.
Modalitit
DSA MRT Makroskopie | Mikroskopie
1 Anwendbarkeit und Sicherheit X X
é I | Effektivitdt & Embolisationserfolg X X X
<
E I Rekanalisation / Reperfusion X
E v Sichtbarkeit X
% \% Bioresorbierbarkeit X
© VI Biokompatibilitét X

Tabelle 5: Ubersicht iiber Zielparameter und entsprechende Modalititen

Die Anwendbarkeit und Sicherheit wurden sowohl klinisch praktisch als auch anhand der Bildgebung evaluiert. Der
Embolisationserfolg wurde mittels DSA, MRT und makroskopischer Pathologie erhoben. Das Ausmalf} der
Reperfusion wurde mittels Angiographie bewertet. Eine Sichtbarkeit der neuartigen Mikrosphiren konnte im MRT

untersucht werden. Bioresorbierbarkeit und Gewebevertraglichkeit wurden histopathologisch ausgewertet.

3.4.1 Durchfiihrbarkeit und Sicherheit

Fir den Zielparameter der Durchfiihrbarkeit wurde zu jedem Embolisationsvorgang die
Injizierbarkeit der Mikrosphéren in einem dreistufigen Schema festgehalten: gute, moderate oder
unbefriedigende Injizierbarkeit. Fiir die Beurteilung der Injizierbarkeit wurden die folgenden
Parameter beriicksichtigt: Anheftung der Partikel an Ampullen und Spritzen, Aggregation der
Partikel im Katheterstutzen und benétigte Kraft fiir die Injektion der Mikrosphiren-/
Kontrastmittelsuspension. Die Beurteilung erfolgte durch zwei Professoren und Fachérzte fiir

Radiologie mit iiber 15 Jahren Berufserfahrung (F.S. und R.G.) unmittelbar nach der Embolisation
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in Konsensus. Zudem wurden die entsprechende applizierte Menge und GroBenordnung der
Mikrosphéren erfasst.

Fiir den Parameter der Sicherheit wurden folgende intra- und postinterventionellen Vorkommnisse
erfasst: Arterielle Fehlpunktion, Spasmus, Dissektion, Thrombose, arterielle Perforation,
Pseudoaneurysma, Arteriovendse Fistel, Kontrastmittelunvertridglichkeit, Abschwemmung von
Embolisatmaterial, Postembolisationssyndrom, Infektion, Abszess,  Nahtdehiszenz,

Kreislaufdysregulation.

3.4.2 Embolisationserfolg

Der Embolisationserfolg wurde grundsétzlich auf Basis der folgenden Modalititen untersucht:
DSA, MRT und makroskopische Pathologie. Es wurde im Laufe der Versuche und anhand der
erhobenen Daten ein spezifisches, aus vier Graden bestehendes Punktesystem entwickelt, dessen
Anwendung {iber alle drei verschiedenen Modalititen hinweg eine Beurteilung des Embolisations-
erfolges in addquater Weise ermoglichte. Tabelle 6 zeigt diesen Score. Als Zielscore wurde der
Wert 1 (Selektive Embolisation des unteren Nierenpols) ausgegeben. Das Punktesystem wurde
jeweils unabhédngig durch zwei Fachérzte fiir Radiologie (F.S. und R.G.) sowie zwei Doktoranden
(H.W. und M.S.) fiir jede der oben erwihnten Modalititen angewandt und eine Konsens-

iiberarbeitung vorgenommen, sofern eine Diskrepanz festgestellt wurde.

Definition Embolisationsscore
Kein sichtbarer Embolisationserfolg 0
Selektive Embolisation des kaudalen Nierenpols 1
Selektive Embolisation des kaudalen Nierenpols + )
unselektive Embolisation angrenzender Nierenareale
Unselektive Embolisation der gesamten Niere 3

Tabelle 6: Zielparameter Embolisationserfolg — Punktescore

Score 0 wurde definiert als ,,Kein sichtbarer Embolisationserfolg®. Score 1 wurde als Zielscore ausgegeben, hier
wurde genau der kaudale Nierenpol embolisiert. Score 2 iiberschreitet Score 1, indem zusitzliche Anteile
angrenzend an den kaudalen Nierenpol embolisiert sind. Score 3 stellt eine unselektive Embolisation des gesamten

Nierengewebes dar.

Zusitzlich zu den Modalitdten DSA, MRT und Makroskopie lieferten auch die mikroskopischen
Auswertungen Hinweise zum Embolisationserfolg. Hierfir wurden die folgenden histo-
pathologischen Parameter bewertet: Koagulationsnekrose, Fibrose und Verkalkung. Jeder

Parameter wurde fiir jedes Versuchstier nach dem folgenden Stufenschema beurteilt: Keine, leicht,
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moderat oder ausgeprigt. Als Koagulationsnekrose wurde wie auch bereits in der Arbeit von Weng
et al. (2015) ein Verlust der Zellkernfiarbung und verschwommene Zellgrenzen bei erhaltener
Parenchymstruktur definiert (105). Zusétzlich demarkierte eine Einwanderung von Entziindungs-

zellen in das Interstitium das Areal der Koagulationsnekrose.

3.4.3 Reperfusion

Um die Reperfusion bzw. Rekanalisation als bildmorphologischen Ausdruck der Bioresorbier-
barkeit untersuchen zu kénnen, wurde auf Basis der anatomischen Gegebenheiten der Niere und
den angiographischen Entdeckungen ein weiterer, semiquantitativer Score entwickelt. Hierfiir
wurde in einem ersten Schritt die arterielle Gefdversorgung der Kaninchenniere in drei
Abschnitte unterteilt: Aa. arcuatae, Aa. interlobares und Aa. segmenti. Anhand dieses Schemas
wurde nun ein vierstufiger Punktescore entwickelt, um die Ebene des GefdBverschlusses
anzugeben. Dieser Score wurde fiir jedes Tier in beiden durchgefiihrten Angiographien
angewandt. Das Punktesystem wurde jeweils unabhédngig durch zwei Fachédrzte fiir Radiologie
(F.S.und R.G.) angewandt und eine Konsensiiberarbeitung vorgenommen, sofern eine Diskrepanz
festgestellt wurde. Die Angiographien erfolgten zum einen unmittelbar nach Embolisation sowie
als Kontrollangiogramm am Tag der Euthanasie.

Beurteilt wurde hierbei ausschlielich die Kontrastierung der Gefél3e in der arteriellen Phase der
Angiogramme. Eine Reperfusion wurde im entsprechenden GefédBabschnitt als solche definiert,
wenn eine zuvor nicht vorhandene GefdBkontrastierung im Kontrollangiogramm wieder zu
erkennen war. Die Werte wurden miteinander verglichen, um einen Eindruck fiir das Ausmaf3 der
Rekanalisation im jeweiligen Beobachtungszeitraum zu bekommen. Konnte pro Kaninchen im
Kontrollangiogramm ein Abfall des vorherigen Scores auf den Grad 0 (Kein GefaBverschluss)
festgestellt werden, wurde eine vollstindige Reperfusion konstatiert. Bei Verminderung des
Scores um jeglichen Wert auler auf den Grad 0, wurde eine partielle Reperfusion festgestellt.
Waren beide Werte im Punktesystem gleich, lag keine Reperfusion vor. Abbildung 16 zeigt die

Aufteilung anhand eines anatomischen Schemas und das daraus resultierende Punktesystem.
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Level des Gefillverschlusses Score
Kein Gefialverschluss 0
Aa. arcuatae verschlossen 1
Aa. interlobares verschlossen 2
Aa. segmenti verschlossen 3

Abbildung 16: Reperfusion — Anatomische Zuordnung der Nierengefifie und semiquantitatives
Punktesystem

Oben. Aufteilung der anatomischen GefaBstrukturen in drei Ebenen von distal nach proximal:

1. Aa. arcuatae | 2. Aa. interlobares | 3. Aa. segmenti

Unten. Score 0 wurde vergeben, wenn kein GefaBverschluss im Angiogramm zu erkennen war. Score 1-3

entsprechen den jeweiligen anatomischen Strukturen von distal nach proximal.

3.4.4 Sichtbarkeit der Embolisatpartikel in der MRT

Aufgefiihrt ist das verwendete MRT-Standardprotokoll mit den durchgefiihrten Sequenzen direkt
post-interventionell nach Embolisation und am Euthanasietag nach der Kontrollangiographie. Fiir
die mit Kontrastmittel verstirkten Sequenzen wurde MultiHance® 0.5 M, Bracco Imaging
Deutschland GmbH, Konstanz, Deutschland (0,5 M - 100 umol/kg) verwendet. Alle Sequenzen

wurden jeweils in koronarer und transversaler Schichtfiihrung gefahren. Fiir jede der Sequenzen
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erfolgte eine Beurteilung der erkennbaren Signalalterationen durch die SPIO-Nanopartikel.

Tabelle 7 fasst die Parameter der einzelnen Sequenzen zusammen. Diese waren:

e TI1 TSE koronar/T1 TSE transversal (nativ und mit Kontrastmittel)

e T2 TSE koronar/T2 TSE transversal
e T2* GRE koronar/T2* GRE transversal

T1_TSE T2 TSE T2* GRE
Sequenzart SE 2d SE 2d GRE 2d
Bezeichnung T1 TSE cor; T2 TSE cor; T2* GRE cor;
T1 TSE tra T2 TSE tra T2* GRE tra
Orientierung koronar, koronar, koronar,
transversal transversal transversal
Schichtgruppe 1 1 1
Schichtanzahl 9 15 21
Schichtdicke 3,0 3,0 2,0
Distanzfaktor [%] 0 20 10
Phasenkodierrichtung R>>L cor R>>1L; cor R>>1L;
tra A>>P tra A >>P
Phasenoversampling [%] | O 0 0
Field of View Auslese 115 cor:120; cor:120;
[mm] tra:140 tra:180
Field of View Phase [%] | 100,0 cor: 100,0; cor: 100,0;
tra 75,0 tra 50,0
Repititionszeit [ms] 1150 6580 200
Echozeit [ms] 14 72 5,4
Mitteilungen 3 4 8
Verkniipfungen 1 1 1
Filter Keine Keine Keine
Spulenelemente Extremititen Extremitaten Extremitaten
Messzeit [min] 2:07 cor 5:50; cor 6:51;
tra 4:31 tra 3:26

Tabelle 7: Ubersicht der verwendeten MRT-Sequenzparameter

TSE: Turbospinecho; SE: Spinecho; GRE: Gradientenecho; 2d: zweidimensional; cor: koronar; tra: transversal
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3.4.5 Bioresorbierbarkeit

Nach Durchfiihrung der o.g. Schritte konnte eine zentrale Fragestellung der vorliegenden Arbeit
iiberpriift werden: Die Zielgroe der Bioresorbierbarkeit und damit die Degradation der neu
entwickelten Mikrosphéren.

Um den Zeitpunkt der Degradation entsprechend einschétzen zu kdnnen, wurden auf Basis der
histopathologischen Auswertungen wesentliche Merkmale der Partikel herausgearbeitet.
SchlieBlich wurden sechs verschiedene morphologische Kriterien beurteilt (Tabelle 8). Dazu
gehorten die Form (sphdrisch vs. nicht-sphdrisch), die Oberfliche (glatt vs. rau), die
Binnenstruktur (homogen vs. vakuolisiert), Defekte (keine vs. Risse und Locher) sowie der Grad
der zelluldren Beteiligung (keine vs. marginal vs. invasiv).

Fiir jedes einzelne Partikel im NierengefaBsystem oder -parenchym wurden jedem Merkmal eine
Anzahl von Punkten zugeteilt. Die zugeteilten Punkte wurden addiert und in ein weiteres
vierstufiges Punktesystem tiibersetzt. Ein steigender Punktewert bedeutete somit eine zunehmende
Degradation der Mikrosphéren und dadurch konnte jeder Partikel einem entsprechende Abbaugrad
zugeordnet werden, wobei zwischen Originalstruktur (d.h. keinen Verdnderungen oder Um- und
Abbauprozess des Partikels), leichter, mittelgradiger und extensiver Degradation unterschieden
wurde (Tabelle 8). Samtliche histopathologischen Analysen und die Anwendung des
Punktesystems wurden unabhingig von zwei Doktoranden (H.W. und M.S.) unter der Supervision
eines Facharztes flir Pathologie (J.N.) durchgefiihrt und eine Konsensiiberarbeitung

vorgenommen, sofern eine Diskrepanz festgestellt wurde.
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Form Punkte Oberfliache Punkte Binnenstruktur | Punkte

sphérisch 0 glatt 0 homogen 0
fragmentiert 1 rau 1 vakuolisiert 1
Defekte Punkte Zelluliire Beteiligung Punkte
Artefakte 0 keine 0
Risse, Locher 1 marginal 1
invasiv 2

$

Punkte Definition Score
5-6 Extensive Degradation 3
3-4 Mittelgradige Degradation 2
1-2 Leichte Degradation 1

Tabelle 8: Zielparameter: Degradation — Morphologische Kriterien der Mikrosphéren und das daraus

resultierende Punktesystem zur Beurteilung des Degradationsgrades jedes einzelnen Partikels

Anhand der Erkenntnisse der histopathologischen Auswertungen kristallisierten sich oben angegebene Kriterien fiir
eine addquate Beurteilung der Mikrosphéren heraus und wurden entsprechend in einen vierstufigen Score iibersetzt.
Diese Tabelle ist eine Ubersetzung der Tabelle aus der Publikation Stechele et al., Cardiovasc Intervent Radiol.

2020.

3.4.6 Biokompatibilitit

Um die Biokompatibilitdt der neuen Mikrosphéren einordnen zu konnen, orientierte sich die Arbeit
an der Studie von Schwartz et al. (1992) (138). Diese Klassifikation wurde urspriinglich zur
Untersuchung von Endothelschdden an Koronararterien angewandt, und ist bereits in
tierexperimentellen Studien zur Analyse von histopathologischen Verdnderungen nach
Embolisationsvorgéngen erfolgreich adaptiert (139). Demnach wurde wiederum ein viergradiges
Punktesystem angewandt um den Grad der GefdBwandschiddigung einordnen und beurteilen zu
konnen. Dieses Punktesystem basiert auf einer Unterscheidung der GefdBwandschicht, welche
durch externe, in diesem Fall iatrogen eingebrachte Partikel unterbrochen worden ist. In

Kaninchen wie Menschen lassen sich die GefidBwandschichten folgendermaflen aufteilen, von
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innen nach auBlen: Tunica intima mit Membrana elastica interna (MEI), Tunica media mit
Membrana elastica externa (MEE) und Tunica adventitia. Abbildung 17 illustriert anhand eines

Schemas das ebenfalls abgebildete Punktesystem nach Schwartz et al.
D
@@ Lumen @@
Se S

Intima =

Media =

Adventitia =

Definition Score
Unterbrechung der MEI, Tunica media, und Membrana elastica externa 3
Unterbrechung der MEI und Tunica media 2
Unterbrechung Membrana elastica interna (MEI) 1

Abbildung 17: Zielparameter: Biokompatibilitiit anhand eines Schemas der betroffenen geschidigten
GefiBBwandschicht, adaptiert nach Schwartz et al. (138)

Im besten Fall erschien die gesamte GefaBwandschicht intakt (Score 0). Leichte Schiden betrafen zuerst die dem
Lumen am néchsten gelegene Tunica intima, im histologischen Schnitt festzumachen an der prominenten
Membrana elastica interna. Ein hdherer Schiadigungsgrad lag vor, wenn zusétzlich die Tunica media betroffen war.
Der hochste Destruktionsgrad (Score 3) wurde vergeben, wenn der Schaden durch die Membrana elastica externa in

die Tunica adventitia reichte.
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4. Ergebnisse

4.1 Durchfiithrbarkeit und Sicherheit

Eine erfolgreiche und effektive Embolisation konnte bei allen neun Tieren durchgefiihrt werden.
In einzelnen Versuchen erschwerte der friilhe Abgang der Nierenkapselarterie die Sondierung der
Nierenhauptarterie (Abbildung 18). Insgesamt wurde bei sieben Tieren die rechte und bei zwei
Tieren die linke Niere als Zielorgan gewihlt. Tabelle 9 gibt einen Uberblick iiber die

Injektionsfahigkeit. In acht von neun Embolisationen (88,9 %) wurde ein Wert ,,moderat®, in einer

Embolisation (11,1 %) der Wert ,,gut” vergeben.

Abbildung 18: Initiale Katheterisierung einer Kapselarterie aus der A. renalis sinistra (DSA) und
anschlieBend regelrechte Positionierung und Kontrastierung der Nierenarterien

A. Initiale Katheterspitzenposition (Pfeil) in der Kapselarterie (1) als Variante aus A. renalis sinistra (2).
B. Regelrechte Positionierung des Katheters in der 4. renalis sinistra und somit Kontrastierung der

Nierenarterienéste (3)
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Applizierte
Partikelgrofienordnung Injektions-
Tier Partikelmenge Hilfsstoff

[pm] fihigkeit

[ml]
Kaninchen 1 90-300 0,075 - moderat
Kaninchen 2 90-300 0,1 - moderat
Kaninchen 3 200-500 0,05 Albumin moderat
Kaninchen 4 200-500 0,03 Albumin moderat

Kaninchen 5 200-500 0,02 Albumin gut

Kaninchen 6 90-300 0,1 Lecithin moderat
Kaninchen 7 90-300 0,15 Lecithin moderat
Kaninchen 8 90-300 0,1 Albumin moderat
Kaninchen 9 90-300 0,05 Albumin moderat

Mittelwert 0,075

Standardabweichung 0,042

Tabelle 9: Injektionsfihigkeit

In acht von neun Embolisationen wurde die Injektionsfahigkeit als ,,moderat* festgehalten, in einer Embolisation als
,»gut“. Eine unbefriedigende Injektionsfédhigkeit wurde in keiner der Embolisationen erzielt. Im Mittel wurden

0,075 ml Embolisatmaterial appliziert. Eine Vermengung des Gemisches mit Lecithin oder Humanalbumin ergab
keine Verbesserung in der Applikation der Mikrosphéren.

Teile dieser Tabelle finden sich in dieser oder angelehnter Weise in der Publikation Stechele et al., Cardiovasc

Intervent Radiol. 2020.
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Bei sieben von neun Tieren wurde eine zielgerichtete Embolisation erreicht. Bei einem Tier kam
es zu einer ,,Uberembolisation, d.h. einer Embolisation der Gesamtniere, welche im
Embolisationsscore (sieche Kapitel 3.4.2) einem Grad 3 entsprach. Dies war bei einem Kaninchen
,(G0112/14-5, Tdto.-Nr. C44985° des Beobachtungszeitraumes von vier Wochen der Fall. Dies
konnte bereits intra-interventionell im Abschlussangiogramm festgestellt werden und bestitigte
sich in allen weiteren Untersuchungsmodalititen im Verlauf (siche Abbildung 19 und 20). Daher
wurden tierdrztlich unmittelbar nach dem Eingriff fiir vier Tage zusétzlich Buprenorphin als
Schmerzmittel verabreicht, um einer Schmerzentwicklung entgegenzuwirken. Beim selben
Kaninchen konnten im MRT zusétzlich Ausloschungsartefakte in der Bauchwand festgestellt
werden — bedingt durch abgeschwemmte SPIO-beladene Mikrosphiren (Abbildung 21). Hierzu
entwickelte sich kein klinisches Korrelat. Das Tier zeigte im gesamten Beobachtungszeitraum im
Vergleich zu seinen Artgenossen keinerlei Auffélligkeiten.

Bei einem Tier ,,GO112/14-17, Tito.-Nr. LYNC* wurde intra-interventionell ein Spasmus
festgestellt, welcher spontan riicklédufig war und keine klinischen Symptome hervorrief. Bei einem
weiteren Tier ,,G0112/14-16, Této.-Nr. D26418* des Beobachtungszeitraumes von acht Wochen
musste 14 Tage nach dem Eingriff aufgrund einer Krallenverletzung eine Krallenamputation in
tiefer Narkose vorgenommen werden. Es wurde zusétzlich fiir zwei Tage das Schmerzmittel
Buprenorphin (Temgesic® Ampullen 0,3 mg Injektionsldsung, RB Pharmaceuticals Limited,
Slough, Vereinigtes Konigreich) und fiir fiinf Tage Enrofloxacin (Baytril® 2,5 % Injektionslosung,
Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland) als Antibiotikum verabreicht. Unter dieser Therapie
erholte sich das Tier und zeigte keinerlei weitere pathologische Auffélligkeiten im restlichen

Beobachtungsintervall von sechs Wochen.
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Abbildung 19: Unselektive Embolisation der linken Niere nach forcierter Embolisatinjektion — Bildgebung:
DSA und MRT

A. Unter Fluoroskopie war von einer selektiven Embolisation des kaudalen Nierenpols auszugehen (3).

1. Katheter | 2. Segment- und Interlobararterien gefiillt mit dem Gemisch aus Kontrastmittel, Natriumchloridldsung
und Embolisatmaterial.

B. Post-Embolisationsangiogramm: Die blauen Pfeile markieren die parenchymatdsen Infarktareale.

C. Post-Embolisations-MRT, T2 TSE Sequenz in koronarer Schicht. Die roten Pfeile markieren die hypointensen
Signale der SPIO Partikel. Erkennbar ist die unselektive Verteilung nicht nur im kaudalen Nierenpol, sondern im
gesamten Nierenparenchym.

Teile dieser Abbildung finden sich in der Publikation Stechele et al., Cardiovasc Intervent Radiol. 2020.

Abbildung 20: Unselektive Embolisation der linken Niere — Makroskopie
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A. Vergleich der beiden entnommenen Nieren, Fotografie von kaudal: Links die unbehandelte (1), rechts die
embolisierte Niere (2) vier Wochen nach der Embolisation. Die blauen Pfeile markieren die weilllich-gelblichen
Infarktareale als Korrelation zur Bildgebung in Abbildung 19 B.

B. Auch nach einwdchiger Behandlung mit Formaldehyd sind die infarktbedingten narbigen Einziehungen deutlich
iiber das gesamte Nierenareal zu erkennen. Das abgebildete Gewebestiick entstammt der anatomisch linken,

kranialen dorsalen Niere.

Abbildung 21: Dystope Verteilung des Embolisatmaterials im Bauchraum / Bauchwand im MRT

A. bis D. MRT Aufnahmen nach der Embolisation in axialer Schnittebene von kranial nach kaudal. Die Pfeile
markieren das extrarenale Embolisat, welches sich in dieser T2* Sequenz hypointens zeigt.

1. markiert die unselektiv embolisierte linke Niere.

Teile dieser Abbildung finden sich in der Publikation Stechele et al., Cardiovasc Intervent Radiol. 2020.
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4.2 Embolisationserfolg

Eine grundlegende Anforderung, welche die neuartigen Mikrosphéren zu erfiillen hatten, war eine
effektive Okklusion der Gefille, um eine suffiziente Ischimie bzw. Infarkt des nachgeschalteten
Stromgebietes zu erreichen. In der DSA war ein Embolisationsbereich als solcher definiert, dass
eine Kontrastmittelaussparung gegeniiber dem restlichen Nierenparenchym zu erkennen war. Im
MRT grenzte sich das Embolisationsareal nach Kontrastmittelgabe deutlich hypointens zum
restlichen Nierenparenchym ab. Fiir die makroskopische Pathologie war ein embolisierter Bereich
an weiBlich-gelblichen Verinderungen zu erkennen. Zudem kam es zu einer Hypotrophie des
Nierengewebes und Einziehungen durch die Bildung von Narbengewebe. Es zeigte sich dabei eine
gute Ubereinstimmung der verschiedenen Modalititen (DSA, MRT und Makroskopie). Dieser
Eindruck bestétigte sich in der Statistik. Abbildung 22 und 23 zeigen exemplarisch die
Unterschiede zwischen Score 1 (Selektive Embolisation des kaudalen Nierenpols) und Score 2
(Selektive Embolisation des kaudalen Nierenpols sowie unselektive Embolisation angrenzender

Nierenareale) in DSA.

5N i
%

C D

Abbildung 22: Embolisationsscore 1 — Selektive Embolisation des kaudalen Nierenpols in DSA
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Bilder links (A und C) zeigen DSA Aufnahmen vor der Embolisation, rechtsseitig (B und D) nach der Embolisation.
In der oberen Reihe (A und B) sind jeweils vaskuldre Phasen zu sehen, wihrend die untere Reihe (C und D) die
parenchymale Phase darstellt. Die roten Pfeile markieren die intraparenchymalen arteriellen Gefa3e, welche nach
Embolisation nicht mehr perfundiert sind. Die blauen Pfeile zeigen das entsprechende parenchymale Korrelat im
Sinne einer induzierten Devaskularisierung.

1. A. renalis | 2. Kaudaler Nierenpol

Teile dieser Abbildung finden sich in der Publikation Stechele et al., Cardiovasc Intervent Radiol. 2020.

Abbildung 23: Embolisationsscore 2 — Selektive Embolisation des kaudalen Nierenpols sowie unselektive
Embolisation angrenzender Nierenareale bei der DSA

Bilder links (A und C) zeigen Aufnahmen vor der Embolisation, rechtsseitig (B und D) nach der Embolisation. In
der oberen Reihe (A und B) sind jeweils vaskuldre Phasen zu sehen, wihrend die untere Reihe (C und D) die
parenchymale Phase darstellt.

Die roten Pfeile markieren die intraparenchymalen arteriellen Gefafle, welche nach Embolisation nicht mehr
perfundiert sind. Diese sind im Vergleich zu Embolisationsgrad 1 nun kranialer iiber dem kaudalen Nierenpol
lokalisiert. Die blauen Pfeile zeigen erneut das entsprechende parenchymale Korrelat mit einer weiter nach kranial
reichenden Kontrastmittelaussparung durch die unselektive Embolisation.

1. A. renalis | 2. Venoser Abstrom des arteriell injizierten Kontrastmittels.
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In keinem der Versuche — weder in DSA, MRT oder Makroskopie — wurde ein Score 0 (Keine
erfolgreiche Embolisation) erfasst.

Der Versuch, in welchem in allen drei Modalitdten ein Score 3 (unselektive Embolisation der
gesamten Niere) vergeben wurde, wird in Kapitel 4.1 ausfiihrlich erldutert. Die Anwendung des
entwickelten Punktesystems in allen drei Modalititen DSA, MRT und makroskopische Pathologie
zeigte somit kumulativ folgende Ergebnisse: Einen mittleren Score von 1,5 in DSA und MRT
sowie einen Score von 1,375 in der makroskopischen Pathologie. Der Median ergab in DSA und
MRT den Wert 1 bei einem Quartilsabstand von ebenfalls 1. In der makroskopischen Auswertung
betrug der Median ebenfalls 1 bei einem Quartilsabstand von 0,75.

Abbildung 24 illustriert grafisch die Ergebnisse des Embolisationsscorings, Tabelle 10 fasst die

Ergebnisse zusammen.

Tier DSA MRT Makroskopie
Kaninchen 1 1 1 1
Kaninchen 2 3 3 3
Kaninchen 3 1 1 1
Kaninchen 4 2 2 2
Kaninchen 5 1 1 1
Kaninchen 6 1 1 1
Kaninchen 7 1 1 1
Kaninchen 8 2 2 1
Zielscore erreicht (n/) n) 5/8 5/8 6/8
Zielscore erreicht [%] 62,5 62,5 75,0

Tabelle 10: Embolisationserfolg, evaluiert in den verschiedenen Modalitiiten DSA, MRT und makroskopische

Pathologie

Die Ergebnisse der Bildgebung DSA und MRT stimmen vollsténdig tiberein. In 62,5 % bzw. 75,0 % der Félle wurde
der Zielscore 1 (Selektive Embolisation des kaudalen Nierenpols) erreicht.
Teile dieser Tabelle finden sich in angelehnter Weise in der Publikation Stechele et al., Cardiovasc Intervent Radiol.

2020.
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Die Auswertungen zeigten, dass die bildgebenden Verfahren DSA und MRT in den Analysen
vollstdndig iibereinstimmten. Die Ergebnisse beider Modalitdten zeigten, dass in fiinf von acht
Fillen (62,5 %) der Zielscore 1 (Selektive Embolisation des kaudalen Nierenpols) erreicht wurde.
Insgesamt wurden fiir die DSA und MRT fiinfmal der Score 1, zweimal der Score 2 und einmal
der Score 3 vergeben. In der makroskopischen Pathologie wurde sechsmal der Score 1 vergeben,
einmal jeweils Score 2 und Score 3. Die Auswertungen der makroskopischen Pathologie ergaben
ein Erreichen des Zielscores in 75,0 % der Versuche (sechs von acht Tieren). Eine Uber-
embolisation erfolgte in einem von acht Tieren (12,5%). In der statistischen Auswertung
resultierten diese Ergebnisse in einem Kappa-Wert von 0,742 bei einer Signifikanz von 0,004.

Dies repriisentiert einen substantiellen Ubereinstimmungsgrad (140) und bestitigt die erfolgreiche

Embolisation.
Embolisationserfolg
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Abbildung 24: Embolisationserfolg in den Modalititen DSA, MRT und makroskopische Pathologie —
Statistik

Die Ordinate zeigt den Mittelwert (x) und Quartilsabstande in der jeweiligen Modalitét, welche auf der Abszisse
dargestellt ist. Als Zielscore wurde der Score 1 (Selektive Embolisation des kaudalen Nierenpols) definiert.
Statistisch ergab sich ein Kappa-Koeffizient nach Cohen von 0,742.

Die Abbildung findet sich in angelehnter Weise in der Publikation Stechele et al., Cardiovasc Intervent Radiol.
2020.

Abbildung 25 zeigt, wie sich auch nach dem Beobachtungsintervall die statistischen Ergebnisse in

der Bildgebung und in den pathologischen Aufnahmen widerspiegeln. Das Tier im Akutversuch
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wurde von allen Auswertungen ausgenommen, da hier eine nicht-selektive Embolisation

beabsichtigt war.

Abbildung 25: Embolisationserfolg in den Modalitiiten DSA, MRT und makroskopische Pathologie —
Bildgebung nach acht Wochen

A. DSA in parenchymaler Phase. Eindriicklich sind die jeweils mit rotem Pfeil markierten Infarktareale mit narbigen
Einziehungen im Bereich des kaudalen Nierenpols (1), welche in allen Modalititen kongruent zu erkennen waren.
B. MRT in T2 gewichteter TSE Sequenz in koronarer Schnittfiihrung. 1. Kaudaler embolisierter Nierenpol mit
Nachweis der SPIO-beladenen Partikel | 2. Gesunde, nicht embolisierte kontralaterale Niere.

C. Makroskopische Pathologie: Deutlich zu erkennen ist der embolisierte Bereich des kaudalen Nierenpols. Hier ist
es zu einer Hypotrophie mit Einziehungen und weillichen Verdnderungen gekommen, welche narbigen
Veranderungen entsprechen (roter Pfeil beispielhaft).

Die Abbildung findet sich in angelehnter Weise in der Publikation Stechele et al., Cardiovasc Intervent Radiol.
2020.

Die Histopathologie lieferte ergénzende aufschlussreiche Ergebnisse, welche mit dem
Embolisationsscore korrelierten. Abbildung 26 zeigt bspw. wie sich die Embolisation nach einer
Woche noch nicht mit einem infarzierten, fibrotisch umgewandelten Areal, sondern mit
hdmorrhagischem Randsaum und devitalisiertem Gewebe sowie Verlust der Kernférbbarkeit als
Zeichen einer Koagulationsnekrose darstellte. In Tabelle 11 ist eine Ubersicht zum Aufkommen
der Koagulationsnekrose, Fibrose und Verkalkung zu den verschiedenen Beobachtungs-

zeitpunkten notiert.
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Tier Beobachtungsintervall Koagulationsnekrose Fibrose Verkalkung
Kaninchen 1 4 Wochen Ausgepragt Moderat - Ausgeprigt Ausgeprigt
Kaninchen 2 4 Wochen Ausgepragt Moderat - Ausgeprigt Ausgeprigt
Kaninchen 3 8 Wochen Leicht Moderat Ausgepragt
Kaninchen 4 16 Wochen Keine Ausgeprigt Ausgeprigt
Kaninchen 5 12 Wochen Keine Moderat - Ausgepragt Ausgepragt
Kaninchen 6 12 Wochen Keine Moderat - Ausgeprigt Ausgeprigt
Kaninchen 7 12 Wochen Keine Ausgepragt Ausgeprigt
Kaninchen 8 1 Woche Moderat - Ausgepragt Keine - Leicht Leicht - Moderat
Kaninchen 9 Akuttier Keine Keine Keine

Tabelle 11: Erginzende Beobachtungen zum Embolisationserfolg in der Mikroskopie

Wihrend im Akuttier noch keine Verdnderungen zu erkennen waren, zeigte sich insbesondere nach einer Woche
eine ausgeprigte Koagulationsnekrose. Im Laufe der Beobachtungsintervalle bildeten sich zunehmend Fibro-

sierungen und Verkalkungen, insbesondere zu den Zeitpunkten von zwolf und 16 Wochen.
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Abbildung 26: Embolisationserfolg — Mikroskopisches Korrelat nach einer Woche (H&E Firbung)

Nach einer Woche entstand noch kein fibrotischer Gewebeumbau mit narbiger Einziehung, jedoch ldsst sich der
Niereninfarkt histopathologisch abgrenzen.

1. Embolisatpartikel in Querschnitt eines arteriellen Gefal3es | 2. Einzelne Partikelreste, herausgebrochen durch den
Schneidevorgang der histopathologischen Gewebeaufbereitung | 3. Himorrhagischer Randsaum mit Einwanderung
von Entziindungszellen zur Resorption und angrenzend devitalisiertes Parenchym mit Verlust der Kernfarbbarkeit |
4. Nierenkapsel

Abbildung 27 illustriert den Grad unterschiedlicher Verkalkungsgrade.

Abbildung 27: Verkalkung — Mikroskopische Gradeinteilung (H&E Firbung)

A. Keine Verkalkung

B. Leichte Verkalkung (dunkel-violett) mit jedoch Verlust der Kernfarbbarkeit der Tubuli (rosa) als akuter
Ischdmienachweis und Proteinprizipitaten als Nekrosehinweis

C. Moderate Verkalkung

D. Ausgeprigte Verkalkungsformationen unmittelbar anschliefend an eine ,,Strafle aus aufgereihten Mikrosphéren,

welche das zufiihrende Gefdl komplett embolisiert haben

In Abbildung 28 zeigt sich, wie die makroskopischen Narbenstringe mit Volumenverlust aus

Abbildung 25 C mit den histopathologischen fibrotischen Einziehungen iibereinstimmten.
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Abbildung 28: Embolisationserfolg — Korrelate in verschiedenen, spiteren Zeitpunkten (JMS Féarbung)

Fiir die Beurteilung der Fibrose erwies sich die Jones’ Methenamine Silber Farbung als besonders geeignet. Bild A
zeigt den Infarkt nach vier Wochen, B nach zwdlf Wochen und Bild C nach 16 Wochen. Der fibrotisch umgebaute
Bereich ist in der Jones’ Methenamine Silber Farbung besonders gut zu erkennen und schwarz-violett angefarbt (2).
Das gesunde Nierenparenchym, welches nicht vom Niereninfarkt betroffen war, zeigt sich rot (3). In Bild A und B
sind die Embolisatpartikel zu erkennen (1), welche nach 16 Wochen nahezu vollstindig abgebaut und in Aufnahme
C nicht mehr nachweisbar sind. Deutlich zu erkennen und durch Pfeile markiert in allen Bildern sind die durch
narbige Einziehungen bedingten Oberfldchendefekte, welche mit den Defekten aus der Bildgebung und

Makroskopie korrelierten.

In Abbildung 29 ist der obstruktive Effekt der Embolisatpartikel histopathologisch
veranschaulicht. Zu einer effektiven Embolisation konnte auch die Formierung von
thrombotischem Gewebe um die intravaskuldren Mikrosphdren (Abbildung 30) beigetragen
haben.
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Abbildung 29: Embolisationserfolg — Ansammlung von Erythrozyten als Hinweis fiir obstruktiven Effekt der
Mikrosphéiren nach einer Woche und im Akutversuch (H&E Firbung)

1. SPIO-beladene Mikrosphére; weille Risse bedingt durch den Schneidevorgang der histopathologischen
Gewebeaufbereitung | 2. Erythrozytenansammlung

nach einer Woche (H&E Firbung)
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1. SPIO-beladene Mikrosphéren | 2. Herausgebrochene Mikrosphérenanteile durch den Schneidevorgang der
histopathologischen Gewebeaufbereitung | 3. Thrombotische Formationen aus Fibrin, Lymphozyten und

Makrophagen | 4. Tunica media

4.3 Reperfusion

Die Ergebnisse des dritten Zielparameters basieren auf Auswertungen der Angiogramme nach der
Embolisation und direkt vor der Euthanasie. In Tabelle 12 sind die einzelnen Werte des

Punktesystems pro Tier und zugehoérigem Beobachtungsintervall zusammengefasst.

v Reimer Rl QW bl
Kaninchen 1 2 1 Partiell 4 Wochen
Kaninchen 2 2 1 Partiell 4 Wochen
Kaninchen 3 2 1 Partiell 8 Wochen
Kaninchen 4 1 0 Vollstiandig 16 Wochen
Kaninchen 5 2 0 Vollstandig 12 Wochen
Kaninchen 6 2 0 Vollstindig 12 Wochen
Kaninchen 7 2 0 Vollstindig 12 Wochen
Kaninchen 8 2 2 Keine 1 Woche
Kaninchen 9 3 - - Akuttier

Tabelle 12: Ubersicht der Auswertungen des Reperfusionsscores

Insgesamt wurden neun Kaninchen untersucht (Spalte 1, von links nach rechts). Bewertet wurden jeweils die Punkte
im Angiogramm direkt nach der Embolisation (Spalte 2) und im Kontrollangiogramm vor der Euthanasie (Spalte 3);
das Tier im Akutversuch erhielt keine Kontrollangiographie. Bewertet wurde zudem der Grad der Reperfusion
(Spalte 5) in Korrelation zum jeweiligen Beobachtungsintervall (Spalte 5).

Teile dieser Tabelle finden sich in angelehnter Weise in der Publikation Stechele et al., Cardiovasc Intervent Radiol.

2020.

Fir das Akuttier, welches unmittelbar nach der Embolisation euthanasiert wurde und kein
Kontrollangiogramm erhalten hatte, wurde lediglich das Embolisationsangiogramm bewertet.
Insgesamt zeigten vier Tiere eine vollstindige Reperfusion, drei Tiere eine partielle Reperfusion

und ein Tier keine Reperfusion der embolisierten Arterienéste. Die Tiere, welche eine vollstandige
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Reperfusion zeigten, waren allesamt im Beobachtungsintervall von zwdlf bis 16 Wochen. Jene
Tiere, welche eine partielle Reperfusion zeigten, waren im Beobachtungsintervall von vier bis acht
Wochen. Uber eine Woche Beobachtungszeitraum wurde keine Reperfusion festgestellt.
Insgesamt wurde im Post-Embolisationsangiogramm in sieben von neun Tieren eine Embolisation
auf Hohe der Aa. interlobares und je einmal auf Hohe der Aa. segmenti und der Aa. arcuatae
erreicht. Im Kontrollangiogramm wurde insgesamt in einem von acht Tieren ein Verschluss auf
Hohe der Aa. interlobares festgestellt sowie dreimal auf Hohe der Aa. arcuatae. Ein Verschluss
der Segmentarterien wurde im Kontrollangiogramm nicht beobachtet. Die Anwendung des
semiquantitaiven Punktesystems ergab folgende Ergebnisse: Im Mittel wurde im Post-
Embolisationsangiogramm ein Punktewert von 2,0 erreicht, was somit im Durchschnitt einer
Embolisation auf Hohe der Aa. interlobares entspricht. Der Median betrug ebenfalls 2,0. Im
Kontrollangiogramm verringerte sich der Mittelwert auf 0,625 Punkte, der Median betrug 0,5 bei
einem Quartilsabstand von 1. Statistisch entsprach dies einem p-Wert von 0,015 im Wilcoxon
signed-rank Test (Abbildung 31). Abbildung 32 und Abbildung 33 zeigen jeweils ein Bildbeispiel
einer vollstdndigen bzw. partiellen Reperfusion.

In der ergiinzenden histopathologischen Auswertung zeigten sich ebenfalls nach friihestens acht
Wochen Zeichen der Rekanalisation (Abbildung 34). Inwiefern dieses Phidnomen zu einer

angiographischen Reperfusion beitragen kann, wird in Kapitel 5.2.3 diskutiert.

Reperfusion

B Post-embolisations-angiogramm 8 Kontrollangiogramm

)

Reperfusionsscore

0,5

Abbildung 31: Auswertung des Reperfusionsscores

Auf der Ordinate ist der Punktewert aufgetragen, die Abszisse bildet die beiden Auswertungszeitpunkte ab. Der
Mittelwert direkt nach der Embolisation betrug 2,0. Im Verlauf des Beobachtungszeitraumes fiel der Wert auf 0,625.
p = 0,015 (Wilcoxon signed-rank Test).
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Abbildung 32: Vollstindige Reperfusion nach 16 Wochen

Die roten Pfeile in Bild A zeigen auf einen Abbruch der Aa. arcuatae, die unmittelbar nach der Embolisation
verschlossen und sich nicht mit Kontrastmittel fiillten.

Im Kontrollangiogramm nach 16 Wochen Beobachtungzeit (B) scheinen alle Geféfle (blaue Pfeile) sowie, im
Vergleich zu Bild A, das kaudale Nierenparenchym regelrecht perfundiert.

1. A. renalis mit Katheterspitze | 2. Kaudales Nierenparenchym

Abbildung 33: Partielle Reperfusion nach acht Wochen

A. Angiogramm vor der Embolisation. Der blaue Pfeil markiert ein gut perfundiertes Gefa3 des Unterpols.

B. Angiogramm unmittelbar nach Embolisation. Der rote Pfeil zeigt auf einen Abbruch auf Hohe der
Interlobararterien. Diese sind durch die Embolisation verschlossen und nicht mit Kontrastmittel gefiillt.

C. Im Kontrollangiogramm nach acht Wochen Beobachtungzeit scheinen die Gefdlie auf dieser Hohe (blauer Pfeil)
im Vergleich zu Bild B regelrecht perfundiert — jedoch auf Hohe der Aa. arcuatae noch nicht vollstindig
perfundiert, insbesondere im bildinternen Vergleich zum kranialen Nierenpol, wo sich mannigfaltige
Verzweigungen erkennen lassen.

1. A. renalis mit Katheterspitze | 2. Kaudaler Nierenpol

Teile dieser Abbildung finden sich in angelehnter Weise in der Publikation Stechele et al., Cardiovasc Intervent
Radiol. 2020.
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Abbildung 34: Rekanalisation embolisierter Gefifie nach acht und 16 Wochen (H&E und EVG Férbung)
A. H&E Férbung: Extensiver Abbau der Mikrosphére mit lediglich residuellen SPIO-Elementen (1). Intravaskulér

zeigt sich eine Einsprossung von kapilldren Blutgefid3en und Lumenbildung im Sinne einer beginnenden
Neoangiogenese (Pfeil).

B. EVG Firbung: Die Pfeile zeigen auf zwei teils dickwandigere sekundidre Lumina als Hinwesis fiir eine
Revaskularisation nach 16 Wochen. Der Stern im Gefédf3lumen indiziert eine Perfusion des Gefél3es.

1. MEI des urspriinglich embolisierten Gefafes.

Diese Abbildung findet sich in angelehnter Weise in der Publikation Stechele et al., Cardiovasc Intervent Radiol.
2020.

4.4 Sichtbarkeit der Embolisatpartikel in der MRT

Bei einem von neun Tieren (Kaninchen 7, ,,G0112/14-20, Této.-Nr. D36520) wurde direkt nach
der Embolisation eine leichte Tachypnoe festgestellt. Da diese auch nach Zuwarten von ca. 30
Minuten nicht selbststindig sistierte, wurde in diesem Fall auf die protokollgemifle Anfertigung
einer post-interventionellen MR T-Untersuchung zugunsten einer raschen Beendigung der Narkose
zum Wohle und zur Sicherheit des Versuchstieres verzichtet.

Fiir die T1_TSE Sequenz vor und nach Kontrastmittelgabe kann festgehalten werden: Die Nieren
zeigten nach Kontrastmittelgabe ein starkes parenchymales Enhancement, sodass der Kontrast
zwischen gesundem Nierengewebe und Niereninfarkt stiarker ist als in der Nativ-Bildgebung. Die
T2 TSE Sequenz eignete sich besonders gut, um das Nierenparenchym vom
Nierenbeckenkelchsystem zu differenzieren.

Bei allen Kaninchen aufler Kaninchen 7 wurde sowohl nach der Embolisation als auch vor der
Euthanasie eine Kontroll-MRT durchgefiihrt. Zu allen Zeitpunkten und in allen Sequenzen waren

in der embolisierten Niere ausnahmslos embolisatbedingte Signalalterationen zu erkennen
(Tabelle 13).
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Tabelle 13: Sichtbarkeit: Ubersicht aller MRT Sequenzen zu allen Zeitpunkten und die Abgrenzbarkeit der

SPIO Signalalterationen

Dies war insbesondere auch dann der Fall, wenn wie in Kapitel 4.3 beschrieben, angiographisch

eine vollstindige Reperfusion im Sinne einer kompletten Authebung des GefdBverschlusses

nachgewiesen wurde. Als sensitivste Sequenz fliir den Nachweis der SPIO-beladenen

Mikrosphéren stellte sich die T2* gewichtete Sequenz heraus, welche somit u.a. auch fiir die

Fragestellung nach etwaigen Embolisationen auflerhalb der Zielregion (Embolisatverschleppung)

herangezogen wurde. Typisch fiir die T2* Sequenz ist die Darstellung eines starken

Suszeptibilitatsartefakts, welches durch die SPIO verursacht wird.
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Abbildung 35: Sichtbarkeit des Embolisatmaterials: MRT in T1 gewichteter TSE Sequenz ohne MRT-
Kontrastmittel in koronarer Ebene

A. Aufnahmen am Tag Null direkt nach der Embolisation

B. Verlaufskontrolle nach zwolf Wochen

Die Pfeile markieren den embolisierten kaudalen Nierenpol, hier mit hypointensem Signal im Parenchym mit
umgebender Hyperintensitét

1. Rechte Niere | 2. Linke Niere (Anschnitt in B) | 3. Magen | 4. Leber (Anschnitt)

Diese Abbildung findet sich in angelehnter Weise in der Publikation Stechele et al., Cardiovasc Intervent Radiol.
2020.

Abbildung 36: Sichtbarkeit des Embolisatmaterials: MRT in T1 gewichteter TSE Sequenz ohne MRT-
Kontrastmittel in transversaler Ebene

A. Aufnahmen am Tag Null direkt nach der Embolisation

B. Verlaufskontrolle nach zwolf Wochen

Die Pfeile markieren den embolisierten kaudalen Nierenpol, erneut mit hypointensem Signal im Parenchym mit

umgebender Hyperintensitét. 1. Rechte Niere | 2. Linke Niere (Anschnitt) | 5. Darmschlingen
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Abbildung 37: Sichtbarkeit des Embolisatmaterials: MRT in T1 gewichteter TSE Sequenz nach MRT-
Kontrastmittel in koronarer Ebene

Im Vergleich zur Nativbildgebung zeigt sich nach Kontrastmittelgabe eine starkes parenchymales Enhancement des
gesunden Nierengewebes, was den Kontrast zum Embolisationsareal erhoht

A. Aufnahmen am Tag Null direkt nach der Embolisation

B. Verlaufskontrolle nach zwdlf Wochen

Die Pfeile markieren den embolisierten kaudalen Nierenpol, erneut mit hypointensem Signal im Parenchym mit
umgebender Hyperintensitét

1. Rechte Niere | 2. Linke Niere (Anschnitt in B) | 3. Magen | 4. Leber (Anschnitt)

Diese Abbildung findet sich in angelehnter Weise in der Publikation Stechele et al., Cardiovasc Intervent Radiol.
2020.

Abbildung 38: Sichtbarkeit des Embolisatmaterials: MRT in T1 gewichteter TSE Sequenz nach MRT-
Kontrastmittel in transversaler Ebene
A. Aufnahmen am Tag Null direkt nach der Embolisation

B. Verlaufskontrolle nach zwo6lf Wochen
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Die Pfeile markieren den embolisierten kaudalen Nierenpol, wie in allen T1 Sequenzen mit oder ohne KM mit
hypointensem Signal im Parenchym mit umgebender Hyperintensitat

1. Rechte Niere | 2. Linke Niere (Anschnitt) | 5. Darmschlingen

Abbildung 39: Sichtbarkeit des Embolisatmaterials: MRT in T2 gewichteter TSE Sequenz in koronarer
Ebene

In dieser Sequenz zeigt sich die gute Differenzierung von Nierenparenchym zum Nierenbeckenkelchsystem.
A. Aufnahmen am Tag Null direkt nach der Embolisation

B. Verlaufskontrolle nach 12 Wochen

Die Pfeile markieren den embolisierten kaudalen Nierenpol, hier mit hypointensem Signal

1. Rechte Niere | 2. Linke Niere (Anschnitt in B) | 3. Magen | 4. Leber (Anschnitt)

Abbildung 40: Sichtbarkeit des Embolisatmaterials: MRT in T2 gewichteter TSE Sequenz in transversaler
Ebene

A. Aufnahmen am Tag Null direkt nach der Embolisation
B. Verlaufskontrolle nach 12 Wochen. Die Pfeile markieren den embolisierten kaudalen Nierenpol, hier mit
hypointensem Signal

1. Rechte Niere | 5. Darmschlingen
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Abbildung 41: Sichtbarkeit des Embolisatmaterials: MRT in T2* gewichteter Sequenz ohne MRT-
Kontrastmittel in koronarer Ebene

A. Aufnahmen am Tag Null direkt nach der Embolisation

B. Verlaufskontrolle nach zwdlf Wochen. Die Pfeile markieren den embolisierten kaudalen Nierenpol, hier mit
deutlich hypointensem Signal, im Sinne eines SPIO-bedingten Suszeptibilitéitsartefakts

1. Rechte Niere | 2. Linke Niere (Anschnitt in B) | 3. Magen

A

Abbildung 42: Sichtbarkeit des Embolisatmaterials: MRT in T2* gewichteter Sequenz ohne MRT-
Kontrastmittel in transversaler Ebene

A. Aufnahmen an Tag null direkt nach der Embolisation

B. Verlaufskontrolle nach zwolf Wochen. Die Pfeile markieren den embolisierten kaudalen Nierenpol, erneut mit
deutlich hypointensem Signal

1. Rechte Niere | 5. Darmschlingen

4.5 Bioresorbierbarkeit

Die Auswertung der Bioresorbierbarkeit der Embolisatpartikel — einschlieBlich dem Verhalten der
SPIOs — erfolgte auf Basis des in Kapitel 3.4.5 erlduterten Punktesystems.

Mikrosphéren ohne Degradationszeichen imponierten in spharischer Form mit glatter Oberfléche,
wihrend Mikrosphdren mit Abbauzeichen in fragmentierter Form vorlagen und eine raue
Oberflache aufwiesen. Ferner zeigten Mikrosphiren ohne Degradationszeichen eine homogene

Binnenstruktur, wihrend degradierte Mikrosphdren vakuolisiert waren oder sogar Risse und
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Locher aufwiesen, die nicht etwaigen Schneideartefakten zuzuordnen waren. Mit zunehmender
Resorption zeigte sich zudem eine gesteigerte zelluldre Beteiligung mit Infiltration
inflammatorischer Zellen wie Lymphozyten, Fibroblasten sowie Monozyten und Makrophagen.
Die folgenden Abbildungen zeigen anschaulich Beispiele der einzelnen Parameter, welche zu
einer Verdnderung des Scores fiihrten. Im zeitlichen Verlauf zeigte sich durch Auswertung von
iiber 500 Mikrosphiren eine Verdnderung des Scores im Sinne einer zunehmenden Resorption der
Partikel (p < 0,001), welche zundchst nahe der Originalstruktur erkennbar waren und mit
zunehmenden Beobachtungsintervall zunichst einen leichten, dann einen moderaten und
schlieBlich einen extensiven Abbau der Partikel zeigten. Abbildung 43 illustriert diesen
fortschreitenden Degradationsprozess graphisch.

Die Auswertung mithilfe des entwickelten Scores bezieht sich auf den Abbau von Polydioxanon.
Die SPIO-Elemente waren im gesamten Beobachtungszeitraum pridsent und wurden im

Zeitrahmen von 16 Wochen nicht vollstindig abgebaut (siche Kapitel 5.2.5).

Degradation

3,00

1,50

Degradationsscore

1,00

0,50

0,00
Akut 1 Woche 4 Wochen 8 Wochen 12 Wochen 16 Wochen
Beobachtungszeitraum

Abbildung 43: Abbau der SPIO-markierten Mikrosphéren anhand des Embolisationsscores

Geringgradige Verdanderungen nach einer Woche, deutliche Verdnderungen im Zeitraum zwischen vier und acht
Wochen, resultierend in einem Mittelwert von 2,27. Extensiver subtotaler Abbau zum Zeitpunkt von 16 Wochen.
Der Farbverlauf spiegelt den Grad der Partikelstdrke wider; Zu Beginn Originalstruktur (Dunkelgriin), im Verlauf
zunehmender Abbau (Hellgriin).

Diese Abbildung findet sich in angelehnter Weise in der Publikation Stechele et al., Cardiovasc Intervent Radiol.
2020.
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Wihrend im Akutversuch nahezu keine Verdnderungen nachgewiesen werden konnten
(Degradationsscore 0,23; Median 0), waren zum Zeitpunkt von einer Woche leichte
Verinderungen zu erkennen (Mittelwert 1,04; Median 1). Hier zeigten sich geringgradige

Verdnderungen der Form (nicht mehr génzlich sphirisch) oder der Oberfldchenbeschaffenheit

(glatt zu rau, siche Abbildung 45).

Abbildung 44: SPIO Partikel im Akutversuch — 0 Punkte / Degradationsscore 0 (H&E Firbung)

Die Nahaufnahme einer Mikrosphére aus dem Akutversuch stellt sich hier in Originalstruktur dar. Die Form ist
sphérisch. Es zeigen sich keine Verdnderungen der Oberflichenbeschaffenheit, diese erscheint glatt. Die
Binnenstruktur ist homogen. Die erkennbaren Defekte (Pfeil) wurden in der Gesamtschau als Schneideartefakte
gewertet. Aullerdem lieB sich keinerlei zelluldre Reaktion feststellen.

1. Normalstruktur des Embolisatmaterials | 2. SPIO-Elemente | 3. Nierenparenchym mit Tubulusstrukturen
Diese Abbildung findet sich in der Publikation Stechele et al., Cardiovasc Intervent Radiol. 2020.
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Abbildung 45: SPIO Partikel nach einer Woche — 1 Punkt / Degradationsscore 1 (H&E Firbung)

Die Nahaufnahme einer Mikrosphére nach einer Woche Beobachtungsintervall zeigt beginnende Abbauanzeichen.
Die Form ist weiterhin sphéarisch. Die Oberflache jedoch erscheint nun angeraut (Pfeile). Die Binnenstruktur ist
unverdndert homogen, wenn man von den bereits erwdhnten Schneideartefakten absieht. Es ldsst sich keine zellulére
Beteiligung i.S. einer Fremdkdrperreaktion feststellen.

Diese Abbildung findet sich in angelehnter Weise in der Publikation Stechele et al., Cardiovasc Intervent Radiol.
2020.

Innerhalb der néchsten drei Wochen konnte lediglich eine geringe Verdanderung des Degradations-

scores festgestellt werden (Mittelwert 1,19; Median 1).
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Abbildung 46: SPIO Partikel nach 4 Wochen — 1 bzw. 3 Punkte / Degradationsscore 1 bzw. 2 (H&E Firbung)

Aufnahmen zweier Mikrosphéren und eines angeschnittenen Partikels am linken unteren Bildrand zum Zeitpunkt
von vier Wochen. Die schwarzen Pfeile zeigen neben der erkennbaren angerauten Oberflache eine leichte
randstindige zelluldre Beteiligung. Zudem ist im linken Oberfeld eine beginnende Vakuolisierung zu erkennen
(weiBer Pfeil). Partikel A wurde ein Punktwert 3 zugeteilt, Partikel B ein Punktwert 1.

1. Arteriole

Diese Abbildung findet sich in angelehnter Weise in der Publikation Stechele et al., Cardiovasc Intervent Radiol.
2020.

Die Degradation setzte sich fort, sodass zum Zeitpunkt von acht Wochen bereits ein mittelgradiger
Abbau zu erkennen war (Mittelwert 2,27; Median 2), bspw. zusdtzlich determiniert durch eine

progrediente, invasive zelluldre Beteiligung, oftmals von peripher nach zentral (Abbildung 46).
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Abbildung 47: SPIO Partikel nach 8 Wochen — 4 Punkte / Degradationsscore 2 (H&E Farbung)

Aufnahmen eines zunehmend resorbierten Partikels zum Zeitpunkt von acht Wochen. Die schwarzen Pfeile zeigen
neben der erneut erkennbaren angerauten Oberfliche eine zunehmende, invasive zellulidre Beteiligung. Der weille
Pfeil zeigt den Verlust der sphirischen Form. Insgesamt resultiert ein Punktewert von 4, was einem
Degradationsgrad von 2 entspricht.

Diese Abbildung findet sich in angelehnter Weise in der Publikation Stechele et al., Cardiovasc Intervent Radiol.
2020.

Der Score verdnderte sich innerhalb des ndchsten Beobachtungsintervalls nur marginal zum

Zeitpunkt zwolf Wochen (Mittelwert 2,35; Median 2).
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Abbildung 48: SPIO Partikel nach zwolf Wochen — 5 Punkte / Degradationsscore 3 (H&E Féirbung)

Aufnahmen eines nahezu vollsténdig resorbierten Partikels zum Zeitpunkt von zwolf Wochen. Eine sphérische

Form ist nicht mehr erkennbar, die Oberfldche und Binnenstruktur dadurch nahezu vollstindig aufgehoben. Zudem
zeigt sich in der Randzone eine Andeutung eines Lymphozytenwalls und eine ubiquitéire zelluldre Beteiligung als
Zeichen eines extensiven Abbaus.

1. Verbliebener Partikelrest | 2. Phagozytierte SPIO Elemente | 3. Umliegendes Bindegewebe

Diese Abbildung findet sich in angelehnter Weise in der Publikation Stechele et al., Cardiovasc Intervent Radiol.
2020.

Zum letzten erhobenen Zeitpunkt von 16 Wochen zeigte sich ein extensiver Abbau. Meist waren
lediglich einzelne Fragmente der Partikel sichtbar. Zusitzlich zu den bereits erwdhnten morpho-
logischen Verdnderungen kam es zu Rissen, voll ausgebildeten Lochern, einer Verdnderung der
Binnenstruktur (vakuolisierend) oder nahezu dem vollstindigen Verlust der ehemals sphérischen
Form. Oftmals waren die Partikel lediglich anhand der offensichtlich zuletzt abgebauten SP1O-
Anteile identifizierbar (Abbildung 49). Dieser Eindruck spiegelte sich in einem gemittelten

Degradationsscore von 2,98 (Median 3) wider.
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Abbildung 49: SPIO Partikel nach 16 Wochen — 6 Punkte / Degradationsscore 3 (H&E Firbung)
Aufnahmen eines vollstidndig resorbierten Partikels zum Zeitpunkt von 16 Wochen. Vollstindige Aufhebung der

sphérischen Form, Verlust der Oberflachenstruktur. Die ehemalige Binnenstruktur ist nicht mehr auszumachen. Das
Partikel zeigt sich defekt und durchsetzt von zelluldren Bestandteilen, welche die dunklen, braunlich imponierenden
SPIO-Elemente phagozytiert haben. Das umliegende Gewebe ist infarktbedingt nahezu vollstéindig bindegewebig
umgebaut und umorganisiert. Eine physiologische parenchymale Struktur mit Glomeruli und Tubuli ist nicht zu
erkennen.

Diese Abbildung findet sich in angelehnter Weise in der Publikation Stechele et al., Cardiovasc Intervent Radiol.
2020.
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4.6 Biokompatibilitit

Wie in Kapitel 3.4.6 beschrieben, wurde die Evaluation der Gewebevertriglichkeit qualitativ und

semi-quantitativ anhand des nach Schwartz et al. adaptieren GefdBwandschadens beurteilt.

4.6.1 Qualitative Analyse

In der H&E Firbung wurde eine aufkommende inflammatorische Reaktion anhand von
infiltrativen Entziindungszellen (Fibrozyten, Fibroblasten und Lymphozyten) und Makrophagen
sowie zu spiteren Zeitpunkten auch Fremdkdorperriesenzellen beurteilt.

Im Akutversuch zeigten sich um die Mikrosphéren geringfiigig Fibrozyten und Fibroblasten sowie
vereinzelte Kollagenfasern. Zu diesem Zeitpunkt konnte keine Fremdkdrperriesenzellreaktion
nachgewiesen werden. Eine solche Fremdkorperriesenzellreaktion erfolgte generell ausschlielich
im Bereich des embolisierten Niereninfarktareals, jedoch zu keinem Zeitpunkt in den nicht-
embolisierten Bereichen. Nach einer Woche zeigten sich um die SPIO-Partikel einzelne
Lymphozyten und Makrophagen, i.e. ortsstindige Histiozyten, erneut ohne Nachweis einer
Fremdkorperriesenzellreaktion. Nach vier Wochen bildeten sich zunehmend und deutlich
vermehrte Kollagenfaserbiindel und es zeigten sich ein anzahlvermehrtes Auftreten von
Fibroblasten. Nach acht Wochen war die phagozytéire Reaktion vorangeschritten. Hier zeigten sich
Makrophagen, welche infiltrativ, in die Mikrosphidren wachsend, den Abbau vornahmen. Zum
Zeitpunkt von zwolf und 16 Wochen zeigte sich eine extensive Ausdehnung der Kollagenfasern
ohne Anzeichen einer chronischen Entziindung. Die Abbildungen 51 und 52 zeigen die Infiltration

von Entziindungszellen bzw. das Auftreten von Fremdkorperriesenzellen.

4.6.2 Semi-quantitative Analyse

Fiir die semi-quantitative Auswertung wurde die EVG Férbung als etablierte Farbungsmethode
herangezogen. Die Auswertungen von knapp 500 Mikrosphédren in Gefdflen in der EVG Farbung
zeigten, dass mit zunehmendem Beobachtungsintervall vom Akutversuch bis hin zu 16 Wochen
eine zunehmende Zerstorung der GefiBwénde erkennbar war (p < 0,001). Der Score im
Akutversuch lag bei einem Mittelwert von 0,08, d.h. einer nahezu vollstindig intakten GefaBwand.
Nach einer Woche war allenfalls ein geringer Schaden entstanden (Mittelwert 0,54). Nach vier
Wochen lieBen sich erste deutlichere Verdnderungen erkennen, resultierend in einem Score von
1,85. Dieser stieg zunehmend an und erreichte nach acht Wochen einen Mittelwert von 2,25 und
steigerte sich im Zeitraum von zwolf Wochen zu einem Score von 3,0. Die GefaBwandstruktur

war in den beiden spdtesten Zeitpunkten oftmals vollstdndig aufgehoben und nur teils schwer bis
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gar nicht differenzierbar. Abbildung 50 illustriert diese Verdnderungen graphisch im Zeitverlauf.

Die Abbildungen 53 und 54 zeigen den Unterschied zwischen einer GefiBwand aus dem

Akutversuch und zum Zeitpunkt zwolf Wochen.

Gewebevertriglichkeit 100

3,00

2,50

2,00

Geféllwandschaden
%
(=]

1,00

0,00

AKkut 1 Woche 4 Wochen 8 Wochen 12 Wochen 16 Wochen

Abbildung 50: Auswertung des durch die Embolisation mit SPIO markierten Mikrosphéren entstandenen

GefilBwandschadens zur Evaluation der Biokompatibilitit
Mit zunehmender Zeitdauer zeigt sich eine signifikante Erhohung des GefiaBwandschadens. Wihrend im Akuttier

eine nahezu vollstindig intakte GefaBwand zu beobachten war, so erschien diese zu spéteren Zeitpunkten in

anndhernd allen Fillen zerstort oder zumindest rupturiert.

Diese Abbildung findet sich in angelehnter Weise in der Publikation Stechele et al., Cardiovasc Intervent Radiol.

2020.
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Abbildung 51: Infiltration von Entziindungszellen um die Mikrosphire zum Zeitpunkt zwo6lf Wochen (H&E

Firbung)

Vereinzelte Fibroblasten (katzenzungenartige Zellkerne und blasenférmiges Zytoplasma) infiltrieren das Gewebe
um den Rand der Mikrosphére (1).

2. Blau angefarbte Lymphozyten | 3. Beginnende Degradation | 4. Erythrozyten
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Abbildung 52: Entstehung von Fremdkérperriesenzellen nach Embolisation im Ab- und Umbauprozess nach
zwolf Wochen (JMS Firbung)

Blau und violett angefarbte und mit weilen Pfeilen markierte Fremdkorperriesenzellen nach zwo6lf Wochen.

1. SPIO-Partikel | 2. Phagozytierte SPIO-Reste

Diese Abbildung findet sich in angelehnter Weise in der Publikation Stechele et al., Cardiovasc Intervent Radiol.
2020.
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Abbildung 53: SPIO-Partikel in arteriellem Gefif3score des Gefilwandschadens 0 (EVG Firbung)

Die Aufnahme zeigt einen durch Schneideartefakte veréndertes Partikel (3) mit Erythrozyten im Gefélllumen (4) in
einem vollstindig intakten Gefdll mit regelrechter Dreiwandschichtung, bestehend aus der dunkel angeféarbten
Membrana elastica interna (Pfeil), Tunica media (1) und Tunica adventitia (2).

Diese Abbildung findet sich in angelehnter Weise in der Publikation Stechele et al., Cardiovasc Intervent Radiol.
2020.
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Abbildung 54: Multiple SPIO-Partikel im Infarktareal — Gefi8wandschadensscore 3 (EVG Firbung)

Die Aufnahme zeigt mehrere Partikel (1) in einem komplett destruiertem Infarktareal nach zwolf Wochen. Die
Partikel sind nicht mehr eindeutig intravaskulér zu identifizieren, eine GefdBwand mit Dreischichtung 1ésst sich
nicht mehr abgrenzen: die Partikel imponieren durch die inflammatorische Abrdaumreaktion im periarteriellen
Gewebe, welches komplett narbig umgebaut ist (3). Zudem zeigt sich um die Mikrosphéren eine ausgeprigte
Entzlindungsreaktion aus Makrophagen und Fremdkdrperriesenzellen (2). Die Pfeile markieren Artefakte durch die
Gewebefdrbung und vereinzelte Verkalkungsformationen.

Diese Abbildung findet sich in angelehnter in der Publikation Stechele et al Cardiovasc Intervent Radiol. 2020.
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5. Diskussion

In dieser als Pilotstudie angelegten experimentellen Arbeit konnte gezeigt werden, dass neue
Mikrosphédren aus dem synthetischen Polymer Polydioxanon eine effektive Embolisation im
Kaninchen-Nieren-Modell erzielen konnen. Das Embolisatmaterial ist durch seine Eigenschaft der
Bioresorbierbarkeit von tempordrer Natur und ermoglicht potenziell eine Rekanalisation des
behandelten Blutgefifles. Zudem sind die Mikrosphiren durch die SPIO-Imprignierung iiber einen
langen Zeitraum in vivo nachweisbar. Es zeigten sich Schwierigkeiten in der praktischen
Handhabung im Sinne einer Katheterverstopfung. Dies verhindert eine unmittelbare Ubertragung

in die klinische Praxis und erfordert weitere Verbesserungen.
5.1 Bewertung der Materialien und Methoden

5.1.1 Kaninchen-Nieren-Modell

Versuche an Tieren konnen niemals zur Ginze die Bedingungen im Menschen widerspiegeln.
Deshalb ist es wichtig, ein Tiermodell zu finden, das fiir den jeweiligen Forschungszweck geeignet
ist und sich ggf. bereits auf dem entsprechenden Gebiet bewihrt hat.

Das Kaninchen-Nieren-Modell ist fiir eine priklinische Studie zur Uberpriifung eines neuartigen
Embolisatmaterials sehr gut geeignet. Die Wahl dieses Tiermodells basierte unter anderem auf der
Tatsache, dass sowohl Anatomie wie Physiologie, aber auch morphologische und hémo-
dynamische Eigenschaften dem Menschen édhnlich sind (141). Eine superselektive Embolisation
mit kommerziell erhéltlichen Mikrokathetern iiber das arterielle Gefdflsystem ist unter diesen
Umstdnden anwendbar. Die Niere wurde als Zielorgan gewdhlt, da hier insbesondere im Vergleich
zur Leber, wo es eine vaskuldre Doppelversorgung gibt, durch eine superselektive Embolisation
mit Parenchymausschaltung ein entsprechender makroskopischer Nachweis moglich ist. Der
Embolisationsbereich kann klein gehalten werden, sodass die Versuchstiere kaum Schmerzen
erleiden. Ein weiterer Vorteil ist die Anwendbarkeit der Embolisationstechnik mit {iblichen
kommerziell erhiltlichen Kathetersystemen, was eine spatere Umsetzung in die klinische Praxis
erheblich erleichtert. Aus diesen Griinden wurde das Modell bereits mannigfaltig benutzt und ist

in der Literatur ausfiihrlich beschrieben (77, 142, 143).
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5.1.2 Polydioxanon

Das verwendete Embolisatmaterial Polydioxanon ist ein farbloses, kristallines synthetisches
Polymer und seit vielen Jahrzehnten als medizinisch verwendetes Material bekannt (144). Seinen
hohen Bekanntheitsgrad hat es der extensiven Anwendung als resorbierbares Nahtmaterial zu
verdanken. Aber auch im kardiovaskuldren Bereich, bei Rekonstruktionsplatten in der plastischen
Chirurgie, bei orthopéddischen Pins, Gallengangstents oder als Trigersubstanz fiir Antibiotika bei
Knochenentziindungen wird Polydioxanon als Ausgangsstoff benutzt und erforscht (145-149).
Bereits seit dem Jahr 1981 sind die Eigenschaften von Polydioxanon als resorbierbares
Nahtmaterial beschrieben. Die Fadenstérke betridgt im Gewebe nach vier Wochen noch 58 % und
nach acht Wochen 14 % (150). Diese Grundeigenschaften eines langsamen, jedoch steten Abbaus
machen das Material fiir Embolisatpartikel im Bereich der Tumorembolisation besonders
interessant, da hier die angestrebte mittelfristige Dauer des Gefdllverschlusses realisiert werden

kann.
5.2 Bewertung der Ergebnisse

5.2.1 Durchfiihrbarkeit und Sicherheit

Neue, SPIO-beladene Mikrosphiren aus Polydioxanon, ermdglichen eine technisch erfolgreiche,
weitgehend sichere Embolisation im Kaninchen-Nieren-Modell. In zwei Tieren wurde wegen der
besseren Sondierbarkeit auf die linke Niere als Zielorgan ausgewichen. Im Laufe der weiteren
Eingriffe war bei allen restlichen Versuchstieren eine Katheterisierung der rechten Nierenarterie
problemlos méglich.

Wie in Kapitel 4.1 dargelegt, wurde bei einem Tier (,,G0O112/14-16, Tdto.-Nr. D26418) aufgrund
einer Krallenverletzung eine Krallenamputation in tiefer Narkose vorgenommen. Eine derartige
Komplikation kann grundsétzlich durch eine Ischdmie nach Ligatur der 4. femoralis bedingt sein.
Dieses Prozedere wurde jedoch standardisiert in dieser und in anderen Studien erfolgreich
angewandt (105). Die Krallenverletzung kann nicht eindeutig als verfahrensassoziierte Kompli-
kation gewertet werden. Auch eine haltungsbedingte Verletzung ist denkbar. Zudem ist eine
Verletzung durch Automutilation als Reaktion auf einen Femoralnervenreizung moglich. Dieses
Phinomen wurde bereits in anderen Kleintierversuchsreihen durch artifizielle Nervenschadigung
nachgewiesen (151). Insgesamt wurde die Komplikation als nicht-interventions-assoziiert
interpretiert, sondern am echesten im Sinne einer infektidsen oder haltungsbedingten Genese

gewertet.
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Obwohl in jedem der Versuchstiere Polydioxanon-Mikrosphiren nachgewiesen werden konnten,
zeigten sich Schwierigkeiten in der Injizierbarkeit, sodass insgesamt in acht von neun
Embolisationen eine moderate Injizierbarkeit attestiert wurde. Dennoch stellte die
Katheterverstopfung durch das Mikrosphdrengemisch eine entscheidende Limitation in der
Durchfiihrbarkeit dar. Bei jeder der neun Embolisationen konnte nach initialer Beladung des
Katheters ein vorldufiger Stopp festgestellt werden, sodass zunéchst keine weiteren Partikel mehr
appliziert werden konnten.

Dies ist insofern iiberraschend, da Mikrosphédren grundsdtzlich im Vergleich zu unkalibrierten
Partikeln als leichter injizierbar gelten. Obwohl Polydioxanon als Material mit geringer
Reibungskraft gilt, hefteten sich die Mikrosphiren sowohl im Katheteransatzstutzen und
vermutlich auch im Katheterlumen an. Eine Beimischung von Humanalbumin oder Lecithin in die
1:1 Losung aus Kontrastmittel und Natriumchloridlosung erbrachte keine Abschwichung dieser
Limitation. Versuche, dieser z.T. physikalisch bedingten Herausforderung durch mehrfaches
Spiilen des Katheters beizukommen, verbesserten das Ergebnis partiell. Das Durchspiilen mit
Kochsalzlosung war in den meisten Fallen unter Belassung des Katheters in der Zielposition
ausreichend. In einzelnen Féllen musste jedoch der verstopfte Katheter auBerhalb des Gefédlles
mechanisch gereinigt werden. Insgesamt verldngerten derartige intra- und extrakorporale
Spiilversuche die Interventionsdauer. AuBlerdem war eine superselektive Embolisation zum Teil
nicht moglich, da durch den erhdhten Injektionsdruck und die plotzliche, schrotschuBartige
Freisetzung der Partikel an der Katheterspitze eine ungezielte Verteilung erfolgte.

Das erschwerte Injektionsverhalten war mdglicherweise bedingt durch das Anhaften der Partikel
an der Katheterwand und das Zusammenklumpen der Partikel. Dies kann bspw. bedingt sein durch
eine erhohte Oberflichenspannung der Polydioxanon-Mikrosphiren. Hydrogele hingegen haben
einen geringen Reibungskoeffizienten und neigen nicht zur Verklumpung (152). Ferner konnten
auch Ladungsunterschiede oder Anschwellen der Mikrosphdren nach Anmischen der
Injektionslosung hier eine Rolle gespielt haben (153).

Eine mogliche Losung der Problematik kdnnte durch eine héhere Verdiinnung oder langsamere
Injektionsgeschwindigkeit der Mikrosphiren erreicht werden (154). Wie bereits in Kapitel 2.4
angedeutet, konnte das Mal3 der Komprimierbarkeit der Mikrosphédren ein entscheidender Schritt
in der kiinftigen Materialentwicklung sein, sodass die Partikel nicht mehr aggregieren, um somit
das Problem der Injizierbarkeit — auch bei Mikrokathetern mit sehr kleinen Lumendurchmessern
— zu Uiberwinden (44). Fiir eine prizise klinische Anwendung ist eine problemlose Injektion des
Embolisatmaterials unabdingbar. RegelmiBige Verstopfungen des Katheters sind in der klinischen

Handhabung nicht akzeptabel.
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Obwohl bei allen Versuchstieren eine erfolgreiche Embolisation durchgefiihrt werden konnte,
zeigte sich in einem Versuchstier eine Embolisation sowohl der gesamten Niere,
(Embolisationsgrad 3) als auch partikelbedingte Signalanreicherungen in der Bauchwand in den
MRT-Untersuchungen (Abbildung 21).

Da wegen der Verstopfungsneigung der Partikel ein stirkerer Druck ausgeilibt werden musste,
konnte ein moglicher Grund ein Reflux mit tempordrer Umkehr der Flussverhiltnisse durch
forcierte Embolisation sein. Da in diesem Versuchstier Mikrosphiren mit einem GroBen-
unterschied von 200 bis 500 pm verwendet wurden, erscheint diese Erklédrung durchaus plausibel.
GroBere Partikel okkludieren die GefdBe proximaler und sind damit anfélliger fiir Refluxverhalten
und unselektive Embolisation (155). Auch kleinere Partikel hegen ein erhohtes Komplikations-
potenzial. Bastian et al. (1998) postulieren, dass Embolisatpartikel mindestens einen Durchmesser
von 40 um bendtigen. Kleinere Partikel erreichen moglicherweise keine effektive Embolisation
und bergen andererseits die Gefahr von ungewollter Verbreitung in andere Organe wie Milz oder
Lunge (60). Ein GréBenintervall von 90 bis 300 um erscheint angemessen und wird, wie der
Bereich von 300 bis 500 um, in vergleichbaren Studien ebenfalls erfolgreich angewandt (104,
106). Eine weitere, stirkere Einschrankung des GréBenbereichs sollte fiir weitere Studien jedoch
diskutiert und in Betracht gezogen werden, da bereits ein Unterschied von 270 pm zu einer
unvorhersehbaren Verteilung der Partikel im Gefél3system fiihrt (139).

Insgesamt spielten die Injektionsgeschwindigkeit und Lage der Katheterspitze bei dieser in der
MRT nachgewiesenen, klinisch jedoch nicht-relevanten Komplikation eine Rolle. Dies ist als ein
wichtiger Hinweis auf eine sorgfiltige Technik wihrend der Embolisation von Partikeln zu sehen,
um eine nicht-zielgerichtete Embolisation mit Beteiligung anderer Organe und Komplikationen

zu vermeiden.

5.2.2 Embolisationserfolg

Eine Basisvoraussetzung fiir eine klinische Anwendbarkeit der neuartigen Mikrosphéren ist eine
erfolgreiche und effektive Embolisation. Eine erfolgreiche Embolisation wurde definiert als
Zelltod von Nierenparenchym (Infarkt), welcher durch die Unterbrechung der Blutversorgung
(Ischdamie) durch die Mikrosphdren bedingt ist. Die makroskopischen Ergebnisse bestétigten dies
in allen Versuchstieren in Form von Bildung weiBlicher, fibrotischer Narben und Einziehungen
nach frithestens einer Woche. Diese Beobachtungen als typisches Phdnomen einer renalen
Embolisation sind in der Literatur mehrfach beschrieben und bestitigen die Ergebnisse dieser

Arbeit (51, 103, 142).
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Zur extensiven Bildung von Narbengewebe beigetragen haben konnte ebenso das verwendete
Grundmaterial Polydioxanon. Im Tiermodell konnte nachgewiesen werden, dass nach
Polydioxanonfaden-Implantation in Gewebe ein kollagenproduzierender Effekt einsetzt, welcher
mindestens flir 48 Wochen anhilt. Im Bereich der Gesichtschirurgie schreibt man diesen Prozessen
eine Verbesserung der Hautstrukturen und Revitalisierung des Teints nach Straffungsoperationen
zu (156, 157).

Die makro- und mikroskopischen sowie bildmorphologischen narbenbedingten Einziehungen der
Infarktareale korrelieren gut miteinander. Histopathologische Untersuchungen der Embolisations-
region liefern einen direkten Nachweis der Mikrosphéren innerhalb der embolisierten Gefal3e.
Die entstandenen ischdmischen Defekte sind trotz des resorptiven Charakters der Mikrosphéren
zu erkldren. In der Arbeit von Shomura et al. (2011) wird deutlich, dass lediglich Partikel, die in
vorausgegangenen in vitro Versuchen eine lingere Degradationszeit als 30 Minuten hatten, in
Schweinenieren eine Nekrose nach Embolisation auslosten, wéhrend Partikel mit einer
Degradationszeit bis zu 30 Minuten histopathologisch keine ischdmischen Verdanderungen
induzierten (92). Da die SPIO-Mikrosphéren, welche in dieser Arbeit verwendet wurden, eine
Resorptionszeit von mehreren Monaten zeigten, sind die entstandenen Gewebeschiden trotz ihres
resorbierbaren Charakters gut zu erkliren, da bereits eine GefdBokklusion von drei bis sechs
Stunden zu einer himorrhagischen Nekrose in der Niere fiihren kann (81).

In dieser Arbeit sind die Infarktareale auch im Friithstadium deutlich zu erkennen. Der Verlust der
Kernfarbbarkeit indiziert einen akuten Ischdamienachweis bereits nach einer Woche. Zudem zeigen
die abgeflachten Tubuli den Abwurf ihres Biirstensaumes und sind vereinbar mit einer akuten
Ischdmie. Da die Mikrosphdren einen maximalen Durchmesser von 500 um zeigten, wurden u.a.
auch die Aa. arcuatae embolisiert, was durch die angiographischen und histopathologischen
Auswertungen bestitigt wurde. Dadurch wurde ein potenzieller Kollateralkreislauf mit einer
kompensatorischen Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung auf ein Minimum reduziert, was einen
ausgeprigten Gewebeuntergang zur Folge hat.

Die histopathologischen Ergebnisse korrelierten mit den makroskopischen Resultaten sowie
Ergebnissen aus MRT und DSA. Die Mikrosphdren waren in den mikroskopischen Auswertungen
auf verschiedene Arten aufzufinden. Meist verlegte die gefundene Mikrosphéire das Gefdl
vollstdndig. Oftmals war eine Ansammlung von Erythrozyten mit Thrombusbildung proximal der
Mikrosphéren zu erkennen. Dies wurde als zusétzliches Indiz einer effektiven GefaBBobstruktion
gewertet. In anderen Fillen zeigten sich trotz fehlender Mikrosphéren deutliche Ausbuchtungen
der Gefdwand, insbesondere mit Ausbeulungen der Intima und Media. Diese Beobachtungen

wurden als embolisierte Gefdalle gewertet, jedoch nicht mit in die (semi-) quantitativen Erhebungen
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miteinbezogen, sondern als Artefakte der histopathologischen Aufarbeitungen — am ehesten der
Schneideprozesse mit dem Mikrotom — interpretiert.

Insgesamt lésst sich fiir den Zielparameter ,,Embolisationserfolg® ein zufriedenstellendes Ergebnis
festhalten: Die Polydioxanon-Mikrosphéren fiihrten zu einem erfolgreichen Gefa3verschluss, was
durch die iibereinstimmenden Daten der Bildgebung und den pathologischen Ergebnissen bestétigt
wurde. Mithilfe der ergdnzenden Histopathologie konnten zudem die ischdmischen Prozesse mit

Infarktarealen, Fibrose- und Kalkentwicklung nachgewiesen werden.

5.2.3 Reperfusion

Im Vergleich zu den Angiogrammen direkt nach der Embolisation zeigten die Kontroll-
angiogramme insgesamt einen Abfall des Scores (p = 0,015) im Sinne einer zunehmenden
Reperfusion der Arterien, wobei nach vier bis acht Wochen eine partielle (n = 3) und nach zwolf
und 16 Wochen eine vollstindige (n = 4) Reperfusion festzustellen war. Fiir eine genauere
statistische Aussage ist der Versuch an einer grofleren Fallzahl nétig.

Wihrend im Post-Embolisationsangiogramm in sieben von neun Tieren ein Verschluss auf Hohe
der Aa. interlobares zu vermerken war, konnte diese Hohe des Gefal3verschlusses im Kontroll-
angiogramm nur in einem Tier nachgewiesen werden.

Diese Beobachtungen konnen auf verschiedene Art und Weise zu erkldren sein. Zum einen ist eine
Auflosung von Thrombusmaterial, was sich um die Partikel gebildet hat und damit den Blutfluss
zumindest partiell wiederherstellt, moglich. Jedoch ist in der Literatur der Konsens zu entnehmen,
dass bei Verwendung von sphérischen Materialien die Partikel selbst fiir den okkludierenden
Effekt verantwortlich sind (158, 159).

Des Weiteren wire eine tatsdchliche Resorption der Partikel und damit eine Rekanalisation und
Revaskularisation der arteriellen Nierengefdfle denkbar. Der deutliche Trend der Mikrosphéren-
degradation in den histopathologischen Auswertungen steht mit diesen Uberlegungen zwar in
Teilen in Einklang, jedoch miissten fiir eine derart deutliche angiographische Reperfusion die
Mikrosphéren vollstindig abgebaut worden sein. Histopathologisch wurden zwar zu Be-
obachtungszeitrdumen, in welchen angiographisch eine vollstindige Reperfusion festgestellt
worden war, extensiv degradierte Mikrosphéren aufgefunden. Grundsitzlich ist es jedoch denkbar,
dass diese stark deformierten Mikrosphéren mit zunehmender Zeit nach der Embolisation weiter
nach peripher versetzt werden. Dies kann mechanisch-physikalisch durch Blutstromungen bedingt
sein oder auch dadurch, dass mit zunehmender Degradation und Deformation iiber die Zeit die
Partikel an GroBe verlieren und somit in die weiter distal gelegeneren Gefdlle gedriickt werden.

Gegen den Erkldrungsansatz der letzten Variante sprechen Beobachtungen der histopatho-
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logischen Auswertungen. Die Mikrosphiren waren mit fortschreitendem Beobachtungszeitraum
zunehmend in eine Matrix aus verschiedenen Typen von Zellen eingebettet. Eine solche fibrose
Einkapselung verankert die Mikrosphdren wéhrend des Abbauprozesses und beugt dem oben
beschrieben Mechanismus vor (160). Zudem ist die Angiographie als zweidimensional bild-
gebendes Verfahren in der Beurteilung der Reperfusion eingeschriankt und erlaubt unter
Umstidnden keine vollstdndige Beurteilung des GefaBstatus.

In der Literatur ist auch bei nicht-resorbierbaren Materialien teilweise eine partielle Reperfusion
beschrieben, sodass auch andere Mechanismen in Betrachtung gezogen werden miissen. Bilbao et
al. (2008) erorterten, dass eine Rekanalisation auch durch eine ,,Exklusion® der Partikel durch die
Gefdfwand in das perivaskuldre Parenchym erfolgen kann (139).

Dies kann ebenfalls zum angiographischen Bild einer Reperfusion fiithren, obwohl histo-
pathologisch kein vollstindiger Abbau der Mikrosphéren stattgefunden hat und somit keine
klassische Reperfusion entstanden ist. Die insbesondere in den spidteren Zeitpunkten
vorgefundenen Ergebnisse der EVG-Férbung in dieser Arbeit legen nahe, dass derartige Prozesse
eine Teilkomponente bei der Reperfusion spielen konnten.

Grundsitzlich haben auch die histologischen Auswertungen gezeigt, dass die GefaBwénde eine
ausgeprigte Fahigkeit zur Adaption haben. Ausbuchtungen und Ausbeulungen der GefaBwand
wurden mehrfach beobachtet und auch in der Literatur beschrieben (47, 49), was eine Bildung von
sackformigen Ausbuchtungen erleichtert und nach der Hypothese von Bilbao et al. (2008) die
,Exklusion* weiter unterstiitzt. Denkbar wire zudem, dass die Verdnderungen der GefdaBwand
nicht nur einen abbaubedingten Austritt der Partikel aus dem Gefal3 begiinstigten, sondern dass
dieser Vorgang zudem Einfluss auf die perivaskuldre Abbaureaktion und damit die
Revaskularisation hat.

Gefdfirekanalisation und Neoangiogenese konnten theoretisch ebenfalls zum Phénomen der
Reperfusion beitragen haben. Obwohl die Niere ein Endorgan darstellt und somit aufgrund
geringer Kollateralkreisldufe nicht zwingend von einer Rekanalisation oder Neoangiogenese
auszugehen war, bestdtigen die Ergebnisse dieser Arbeit diese Hypothesen und stehen in Einklang
mit den Ergebnissen bei verschiedenen Arten von Embolisatmaterialien (139). Weng et al. (2018)
konnten ebenfalls rekanalisierte GefdBBe und Revaskularisation im Embolisationsgebiet nach sechs
Monaten nachweisen (106). Weitere grundlegende Uberlegungen, welche mit diesen Prozessen
zusammenhdngen konnen, werden in Kapitel 5.2.6 erléautert.

Insgesamt sind die langfristigen Auswirkungen genannter Prozesse auf die Rekanalisation jedoch
unklar und das Phanomen der Reperfusion konnte in dieser Pilotstudie nicht abschlieBend bestitigt

werden.
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5.2.4 Sichtbarkeit der Embolisatpartikel in der MRT

Eine Limitation bei intraarteriellen Embolisationen ist die fehlende Sichtbarkeit der Partikel. Eine
Beurteilung mittels des Kontrastmittelfluss unter Fluoroskopie bei der Angiographie, wo die
Embolisatmaterialien mit Kontrastmittel gemischt sind, ist zwar gidngige Praxis im klinischen
Alltag und wurde auch in dieser Arbeit angewandt, zeigt aber keine hundertprozentige
Zuverldssigkeit. Das Kontrastmittel dringt bis in die Arteriolen und Venolen vor und flieit vends
ab, wihrend Partikel entsprechend ihrer Grofe nicht so weit nach distal vordringen. Die
entsprechende Embolisationsebene und die Vollstindigkeit eines erfolgreichen Verschlusses sind
jedoch nicht sicher zu erkennen. So konnten Dorenberg et al. (2005) etwa bei der klinischen
Embolisationsbehandlung von Uterusmyomen zeigen, dass die Angiographie eine vollstindige
Tumorembolisation vortduschte, wihrend de facto {iber ein Fiinftel der Gefal3e nicht embolisiert
waren (161). Ein Nachweis, ob die Mikrosphiren sich innerhalb oder auBlerhalb des Tumor-
gewebes befinden, kann fiir den weiteren klinischen Verlauf von essentieller Bedeutung sein und
stellt dariiber hinaus fiir den interventionellen Radiologen einen wichtigen Parameter fiir die
Sicherheit und Effektivitit des Eingriffs dar (162). Eine Sichtbarkeit der Mikrosphiren ist nicht
nur als Therapiekontrolle geeignet, sondern es lassen sich auch potenziell weitere Indikationen
finden. So untersuchten bspw. Porcu et al. (2017) fluoreszierende Chitosan-Mikrosphéren, welche
mit Indocyanin-Griin beladen sind, um eine intraoperative Auffindbarkeit von hepatozelluldren
Karzinomen in der Chirurgie zu ermoglichen (155).

Bei der konventionellen TACE wird das jodhaltige, 6lige Kontrastmittel Lipiodol® sowohl als
Tragersubstanz fiir die zytotoxischen Substanzen, wie auch — dank seiner Rontgendichte — als
bildmorphologisches Kontrollmedium benutzt. Es wird postuliert, dass die Verteilung des
Lipiodols eine ortliche Verteilung des Chemotherapeutikums widerspiegelt. Die Emulsion ist
allerdings instabil und kann sich in vitro Studien zufolge schnell (d.h. innerhalb von Minuten bis
wenigen Stunden) in den Blutkreislauf verfliichtigen, erzielt also moglicherweise gerade nicht die
gewlinschte lokale Wirkung und kann somit nicht zwingend als Indikator einer erfolgreichen
Chemoembolisation angewandt werden (163). Im Gegensatz zur cTACE kommt es bei der DEB-
TACE potenziell zu einer besseren Abgabekinetik des Chemotherapeutikums. Die neuartigen
rontgendichten DC Bead Lumi™ (BTG, Boston Scientific, London, UK) verbinden nach
Beladung mit Doxorubicin die Vorteile geringer systemischer Toxizitdt mit der Darstellbarkeit in
der Bildgebung. Die auf Basis von Polyvinylalkohol hergestellten Partikel wurden klinisch bereits
erprobt, sind aber zum einen nicht biodegradierbar und zum anderen nur in rdntgenbasierter

Bildgebung (Fluoroskopie, DSA, CT, CBCT) sichtbar — nicht aber in der MRT (164).
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Super-paramagnetisches Eisenoxid ist ein Nanokristall aus Eisenoxiden aus entweder Magnetit
(Fe304) und / oder seiner oxidierten Form Maghemit (y-Fe203). Urspriinglich wurde das Material
zu verschiedenen diagnostischen und therapeutischen Zwecken entwickelt. Der Mechanismus
beruht auf einer starken Proton-Relaxation, welche insbesondere in T2/T2* gewichteten Bildern,
durch einen Signalverlust durch Suszeptibilititseffekte des Eisenoxidkerns zum Ausdruck kommt.
Auch in T1 gewichteten Sequenzen kommt es partiell zu Signalalterationen (165).

Diese Effekte fanden sich auch in dieser Arbeit wider: die T2* gewichtete Sequenz zeigte sich am
sensitivsten fiir die Auspragung des Suszeptibilitdtsartefakts der SPIO-beladenen Mikrosphiren,
was auch mit den Ergebnissen aus von Choi et al. (2015) im Kaninchen-Uterus-Modell in Einklang
zu bringen ist (166). Somit war die erginzende MRT-Untersuchung nicht nur ein suffizienter
Beweis fiir eine nicht-invasive in vivo Nachweisbarkeit der Mikrosphéren, sondern erwies sich
dariiber hinaus als sensitiver gegeniiber der Standardbildgebung Angiographie zum Nachweis der
neu entwickelten SPIO-Partikel.

Es konnte nicht nur eine generelle Durchfiihrbarkeit mittels SPIO-Mikrosphéiren nachgewiesen
werden, sondern die Mikrosphéren dienten auch bereits in dieser tierexperimentellen Studie der
Therapieerfolgs- und Sicherheitskontrolle. So ist es in Kaninchen 2 (,,G0112/14-5%) klinisch post-
interventionell zu keinerlei klinischen Auffilligkeiten gekommen, obwohl angiographisch eine
unselektive Embolisation der gesamten Niere zu erkennen war. Die Ergebnisse der anschlieSend
durchgefiihrten MRT-Untersuchung bestétigten die ungezielte diffuse Embolisation der Niere und
die refluxbedingte Embolisatdislokation in die Bauchwand und Rumpfmuskulatur. Diese blieb
klinisch inapparent und wire ohne die SPIO Imprignierung der Mikrosphédren nicht entdeckt
worden. Die SPIO-Beladung zeigte daher einen Vorteil gegeniiber nicht-markierten Partikeln und
konnte in der klinischen Praxis das Ausmall der Embolisation und den Therapieerfolg besser
beurteilen lassen.

Einschrinkend muss diskutiert werden, dass die Signalalterationen im MRT durchaus auch von
freien SPIO-Nanopartikeln stammen konnten. Dies wire insbesondere nach langeren
Beobachtungsintervallen mit fortgeschrittener Degradation des Polydioxanons denkbar.
Allerdings sprechen sowohl der Produktionshergang, als auch die histopathologischen Er-
kenntnisse gegen diese Annahme. In der Herstellung werden die 10-30 nm gro3en SPIO-Elemente
physikalisch in der Polydioxanon-matrix fixiert. Dies verhindert eine unmittelbare Freisetzung der
SPIO-Anteile und eine mdgliche Dislokation. Ferner zeigten die histopathologischen Aus-
wertungen, dass die SPIO-Nanopartikel durch Makrophagen aufgenommen werden. Es ist daher
von einem Abtransport in das periarterielle Gewebe auszugehen, jedoch nicht von einer

Verschleppung in entfernte Strukturen.
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Eine Beladung von Partikeln mittels super-paramagnetischem Eisenoxid ist in der Literatur bereits
beschrieben. Die Arbeitsgruppe um Lee et al. (2005) beschrieb frith den Einsatz von SPIO-
Chitosan-Partikeln im Rahmen der Embolisation im Kaninchen-Nieren-Modell (78). Zudem
wurden SPIO beladene Mikrosphédren ebenfalls im Lebermodell getestet und die Detektionsrate
betrug analog zu den Ergebnissen dieser Arbeit 100 % (167). Hier ist jedoch anzumerken, dass das
Auflésungsvermdgen der MRT nicht ausreichte, einzelne von mehreren aneinander liegenden
SPIO-Mikrosphéren zu differenzieren. In Untersuchungen unter dem Lichtmikroskop imponierten
die in dieser Arbeit untersuchten SPIO-Mikrosphéren vergleichbar mit anderen SPIO beladenen
Mikrosphéren, z.B. Chitosan-Mikrosphéren in der Studie von Chung et al. (2012) (67). Auch bei
in vivo Untersuchungen bei Neuseelandkaninchen deckten sich die Ergebnisse dieser Arbeit mit
den bildmorphologischen Eindriicken vergleichbarer SPIO beladener Mikrosphéren mit aus-
gepragten schwarzen Punkten, i.e. Ausloschungsartefakten in T2 gewichteten Sequenzen (78).

In den letzten Jahren wurden SPIO-Partikel in einer Vielzahl an Mikrosphéren erprobt (162, 166,
168, 169), sodass sich SPIO beladene Mikrosphéren zu den mit am meisten untersuchten MRT-
detektierbaren Embolisatmaterialien entwickelt haben.

Im Gegensatz zu rontgendichten Mikrosphédren, welche in den letzten Jahren zunehmend
entwickelt und inzwischen auch klinisch untersucht wurden (45, 163, 164), haben MRT-
detektierbare Mikrosphdren folgende Vorteile: Zum einen konnen Nachuntersuchungen
durchgefiihrt werden, wobei z.B. die Leber-MRT bei interventionsonkologischen Therapien an
diesem Organ den Goldstandard darstellt. Dies kann zudem erfolgen, ohne den Patienten einer
wiederholten Strahlenbelastung auszusetzen. Ferner gereicht zum Vorteil, dass auch in sensiblem
Patientengut (Schwangere, Kinder) eine Kontrolluntersuchung i.d.R. problemlos durchgefiihrt
werden kann. Des Weiteren macht die allgemeine technische Entwicklung, zunehmend auch
mittels MRT, bildgesteuerte Interventionen moglich, sodass Mikrosphdren potenziell auch hier

eingesetzt werden konnten (170, 171).

5.2.5 Bioresorbierbarkeit

Die Bioresorbierbarkeit der neuartigen Mikrosphéren stellte einen der wesentlichen Zielparameter
dieser Arbeit dar. Das angewandte Punktesystem fiir die Beurteilung des Mikrosphirenabbaus
entwickelte sich zum einen aus den histopathologischen Beobachtungen und zum anderen anhand
der Literatur. Wéhrend fiir einige Arbeitsgruppen die Pridsenz von Zellen um die Embolisat-
materialien bereits der Beweis fiir eine Degradation der Partikel war (89), strebte die vorliegende

Arbeit durch die Klassifizierung mittels Punktesystem nach einer umfanglicheren Methode zur
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Bewertung der Abbauprozesse. Ahnliche Scores wurden bereits von anderen Arbeitsgruppen
entwickelt und angewandt (51).

Eine einfache Beurteilung der Mikrosphiren anhand der PartikelgroBe erscheint nicht ohne
Weiteres anwendbar. Die Anfertigung histologischer Querschnitte aus in Formaldehyd fixiertem
Gewebe resultiert in zufélligen Schnittebenen. Da die Partikel hier sowohl an ihrem breitesten
(Mitte) als auch schmalsten (Rand) Durchmesser angeschnitten sein konnen, ldsst sich keine
addquate Beurteilung hinsichtlich der Resorption vornehmen. Somit kdnnte der echte Diameter
eines jeden Partikels unterschitzt werden und der tatsdchliche Diameter um das bis zu 1,4-Fache
groBer sein als histologisch ausgemessen (154). Zudem konnen histopathologische Auf-
arbeitungsprozesse, z.B. Einbetten und Fixation, zu einer Reduktion von Mikrosphdren und
Gewebe fithren und die echten GroéBenverhiltnisse verfialschen (172). An einigen Stellen
imponierten weile Areale um die intravaskuldren Mikrosphdren, die im ersten Moment
schlussfolgern lassen, dass moglicherweise keine vollstindige Gefdobstruktion durch die
Mikrosphéren erfolgte. Diese Beobachtungen wurden auch bei Embolisationen mit anderen
Materialien wie Alginat, TGMS oder Carboxymethyl-Cellulose/Chitosan gemacht und ebenfalls
den Verinderungen in der histopathologischen Gewebeautbereitung zugeschrieben (104).

Die Zugfestigkeit von Polydioxanon-Fadenmaterial fillt nach vier bis elf Wochen auf unter 45 %
(173). Dieser Zeitraum war auch als mogliches Zielintervall fiir eine in vivo Resorption von
Embolisatmikrosphéren sehr interessant, da zu diesem Zeitpunkt von einer addquaten Ischdmie
bzw. einem Infarkt ausgegangen werden konnte. In der klinischen Praxis fillt in diesen Zeitraum
hiufig ein Wiederholungseingriff bei Tumorembolisationen wie der TAE und TACE bei
Lebermalignomen. In frithen tierexperimentellen Studien wurde eine dhnlich lang wirksame
Zugfestigkeit als Zeichen der Materialstabilitdt nachgewiesen. Bei Verwendung als Nahtmaterial
fiir die Aorta ist ein vollstdndiger Abbau jedoch erst nach etwa sechs Monaten zu erwarten (173).
Die Resorptionsrate in verschiedenen anatomischen Regionen mit unterschiedlichen meta-
bolischen Aktivitdten kann stark variieren (174).

In der vorliegenden Arbeit wurde Polydioxanon erstmalig intravaskuldr und als Mikrosphéren
angewandt. Die physikalischen und chemischen Umweltfaktoren im direkten Blutkreislauf lieBen
von einem rascheren Abbau ausgehen. In der Literatur wird von einer schnelleren Resorptionsrate
von Polydioxanon im Knochenmark im Vergleich zur subkutanen Implantation berichtet (175).
Die Beobachtungen der vorliegenden Studie weisen in dieselbe Richtung wie Ergebnisse der
genannten Literatur. Es konnte gezeigt werden, dass zum Zeitpunkt von 16 Wochen lediglich noch

Fragmente der SPIO-Mikrosphiren nachweisbar waren.
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Insgesamt war das Degradationsintervall von etwa 16 Wochen wie erwartet im Vergleich zu
Literaturangaben von sechs Monaten deutlich kiirzer. Fiir ein tempordres Embolisatmaterial
bedeutet dies jedoch eine relativ lange Abbauzeit, besonders in Anbetracht dessen, dass es bis zur
kompletten Resorption noch ldnger andauern kann. Hier stoft die Linge des Beobachtungs-
zeitraums bei vorliegender Arbeit jedoch an ihre Grenzen (siche Kapitel 5.3).

Gerade die lange in vivo Nachweisbarkeit der Mikrosphdren kann sich in der klinischen Praxis
jedoch als vorteilhaft erweisen. Durch die verldngerte Sichtbarkeit der Mikrosphéiren wird eine
Kontrolle des Therapieerfolgs iiber eine ldngere Zeitspanne mdglich.

Ein moglicher Grund fiir den prolongierten Zeitraum des Abbaus der Mikrosphdren in dieser
Arbeit konnte die Embolisation des kompletten Nierenareals darstellen. Die Arbeitsgruppe um
Weng et al. (2011-2018) beschrieb, dass nach kompletter Embolisation keine zum Abbau
beitragenden Zellen mehr in das Embolisationsgebiet stromen (105). Daraus liee sich schluss-
folgern, dass partielle Embolisationen moglicherweise zu einer beschleunigten und komplette
Embolisationen von ganzen Nierensegmenten ohne residuelle Kollateralen zu einer verlangsamten
Degradation fithren kdnnten.

In der Literatur werden fiir verschiedene untersuchte bioresorbierbare Embolisatpartikel
unterschiedliche Abbauzeiten beschrieben. Die Arbeiten von Weng et al. berichten, dass Partikel
aus Carboxymethyl-Cellulose/Chitosan im Tiermodell zu 95 % innerhalb von zehn Tagen
abgebaut wurden (105) und dariiber hinaus auch anhand des Grades der Quervernetzung (103)
modifizierbar waren. Im Vergleich zu Carboxymethyl-Cellulose/Chitosan und anderen in der
Forschung befindlichen tempordren Embolisatmaterialien bewegte sich der Abbau der in der
vorliegenden Arbeit untersuchten Polydioxanon-Mikrosphiren demgegeniiber am oberen Ende
der Zeitskala, auch wenn einige Materialien dhnlich lange Degradationsintervalle aufzeigten.
Wihrend keine der von Forster et al. (2010) im Schaf-Uterus-Modell verwendeten Alginatpartikel
nach zwolf Wochen komplett abgebaut waren (70), konnten Zhou et al. (2014) Chitosan-
mikrosphéren sogar noch nach 24 Wochen nach intramuskulérer Injektion nachweisen (108).
Owen et al. (2012) fanden im Schaf-Uterus-Modell auch nach drei Monaten Uberreste der
verwendeten PLGA-Mikrosphéren (134), auch wenn PLGA-Mikrosphéren in vitro durchaus auch
schneller abgebaut werden konnten (65). Zum Abbauzeitpunkt des im klinischen Alltag haufig
verwendeten Gelfoam® fanden sich in der Literatur keine eindeutigen Angaben: Das
Degradationsintervall variiert zwischen einer Woche bis hin zu einem permanenten Verbleib (117-
121). Gelatine Mikrosphiren weisen je nach Grad der Quervernetzung und dem jeweiligen
Produkt und Hersteller eine Abbauzeit zwischen sieben Tagen und einigen Wochen auf (87, 110).

Auch Mikrosphiren aus Poly(ethylen-Glycol) Methacrylat zeigen einen vergleichsweisen raschen
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Abbau und sind nach 24 Stunden bis zu sieben Tagen degradiert. Stirke-Mikrosphiren (DSM)
haben wiederum eine sehr kurze Halbwertszeit (ca. 40 Minuten) und werden dementsprechend
rasch abgebaut (129).

In Kapitel 4.5 wird evident, dass das zuletzt abgebaute Material in dieser Studie die SPIO-Anteile
der Mikrosphéren waren (siche Abbildung 49). Da diese SPIO-Anteile zwar in der Mikrosphére
geldst, jedoch eine andere Grundstruktur als Polydioxanon aufwiesen, musste in Betracht gezogen
werden, dass diese Elemente der Mikrosphiren permanent im Korper verbleiben kdnnten. Die
Untersuchungen von Yu et al. (2008) zeigten jedoch, dass die SPIO-Molekiile in vivo in nicht
toxische Eisenionen zerfallen und ebenfalls biodegradierbar sind (176). Die Auffindung der SP1O-
Partikel innerhalb von Makrophagen deutet auf einen phagozytéren Abbau der Partikel hin (siche
Abbildung 47).

In in vitro Versuchen konnte gezeigt werden, dass der Abbau von Polydioxanon hydrolytisch in
zwei Stufen ablduft. Unmittelbar nach Wasser- oder Blutkontakt erfolgt nach dem Eindringen in
die Poren eine Spaltung der Ketten. Dies hat noch keine unmittelbare Auswirkung auf die
physikalischen Eigenschaften des Materials. Erst im zweiten Schritt, nach rund 15 Tagen beginnt
sich die Zugfestigkeit zu dndern. Mit dem progredientem Zerfall wird der Abbau zudem dadurch
beschleunigt, dass Phagozyten die entstandenen Fragmente aufnehmen und verarbeiten (177).
Eine wichtige Beobachtung der histopathologischen Auswertungen waren die in den Phagozyten
und Fremdkorperriesenzellen eingeschlossenen Reste der SPIO-Mikrosphéren, was Anzeichen
einer deutlichen Degradation darstellt, wie sie bereits von Forster et al. (2010) beschrieben wurden
(70). Das mit der Zeit zunehmende Aufkommen von Fremdkorperriesenzellen in den Aus-
wertungen dieser Studie bestétigte diese Beobachtungen. Der Abbau im Fall von Polydioxanon-
Mikrosphéren geschah im Sinne eines Zwei-Phasen-Modells nicht nur hydrolytisch, sondern ist in
entscheidender Weise auch durch Phagozytose erfolgt.

Der Mechanismus des Abbaus von Polydioxanon resultiert in Glycoxylat, was entweder iiber die
Niere ausgeschieden wird oder tiber den Zwischenschritt Glycin in Kohlenstoffdioxid und Wasser
iibergeht. Polydioxanon wird in nicht-toxische Metaboliten abgebaut (178). Obwohl nicht im
Fokus der vorliegenden Untersuchung, konnten auch in dieser Arbeit keine toxischen
systemischen Effekte beobachtet werden.

Das Degradationsintervall ist weiterhin abhdngig von Porositdt, Kristallinitdit und
Molekulargewicht (178), als auch von Materialdurchmesser und anatomischen wie metabolischen
Gegebenheiten des umgebenden Gewebes (175). Fiir weitere Modifikationsmoglichkeiten des
Abbaus gibt die Arbeit von Middleton und Tipton (2000) einige Optionen. Polymerdegradation
kann generell, z.B. durch Hydrophilizitit der Monomere, beschleunigt werden. Hydrophile
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Materialien sind grundsétzlich fiir hydrolytische Abbauprozesse empfinglicher, was den Abbau
beschleunigt (179). Dies kann bspw. durch die Substitution von Esterend-Gruppen durch
Carbonsdureend-Gruppen geschehen. Dadurch werden die Hydrophilizitit und die Aufnahme von
Wasser erhoht. Dieser Prozess steigert z.B. die Degradationsrate in PLGA, einem Polymer,
welches Polydioxanon chemisch &hnlich ist (180). Eine weitere Moglichkeit der Modifikation ist
die Anderung der MaterialgréBe und die damit zusammenhiingende Anpassung der Verhiltnisse
von Oberfldche zu Volumen. Eine VergroBerung der Oberfldche exponiert vermehrt hydrophile
Gruppen und kann somit die Degradation beschleunigen (179). In Chitosan/Cellulose-
Mikrosphéren konnte auch eine erhohte Stabilitdt der Mikrosphiren durch eine Erhdhung der
Dichte im Grad der Quervernetzung erzeugt werden (104).

Zusammengefasst zeigten die Mikrosphidren iiber den Beobachtungszeitraum von 16 Wochen
einen deutlichen Trend zur Resorption. Trotz extensiver phagozytiter Degradation waren
Partikelresiduen und SPIO-Elemente auch nach vier Monaten nachweisbar. Somit befinden sich
die SPIO-beladenen Mikrosphédren aus Polydioxanon, im Vergleich zu &hnlichen beforschten
Produkten, eher an der oberen Grenze des Degradationsintervalls. Eine Adaption des Materials
hinsichtlich einer kiirzeren Resorptionsdauer kann auf vielfaltige Art und Weise erfolgen, um z.B.

fiir Tumorembolisationen passendere Resorptionszeiten gewiahrleisten zu konnen.

5.2.6 Biokompatibilitit

Polydioxanon ist, wie bereits erldutert, mannigfaltig als medizinisches Material in Verwendung,
wurde allerdings in dieser Arbeit erstmalig intravaskuldr eingesetzt. Entscheidend im Hinblick auf
die Biokompatibilitét ist daher vor allem die Reaktion der GefiBwand und die Gewebetoleranz
gegeniiber dem eingebrachten Material und dessen Abbauprodukten zu priifen, da diese Prozesse
maflgeblich eine spdtere Rekanalisation und Reperfusion beeinflussen. So konnte durch den
Abbau von tempordren Mikrosphdren aus Gelatine eine inflammatorische Reaktion ausgeldst
werden, die konsekutiv das Gefdllumen verengt, was klinisch sogar in einem Riickgang einer
initialen Reperfusion zu spéteren Zeitpunkten resultieren kann (87). Hierzu konnten diverse
Erkenntnisse in den Ergebnissen vorliegender Arbeit festgehalten werden. Wie in Abbildung 54
erkennbar, flihrt ein extensiver Abbau einhergehend mit einer Entziindungsreaktion ebenfalls zu
einer Destruktion der GefaBwandarchitektur ohne erkennbares Restlumen. Diese Beobachtungen
spiegelten sich in dieser Arbeit jedoch nicht in einem Riickgang der angiographischen Reperfusion
wider. Die qualitativen Auswertungen zeigten im Gegenteil eine vollstindige Reperfusion nach
zwolfund 16 Wochen (Tabelle 11). Die Diskrepanz der Beobachtungen in dieser Arbeit, zwischen

verdnderter GefdBwandstruktur und -lumen einerseits und intakter Reperfusion anderseits,
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verdeutlicht den von Maeda et al. (2013) sowie Verret et al. (2011) beschriebenen wichtigen
Aspekt der Unterscheidung zwischen Revaskularisation und Rekanalisation (81, 181). So konnen
die Gefdlle angiographisch rekanalisiert erscheinen. Dies kann bedingt sein durch die Resorption
von thrombotischem Gebilde oder einzelner Zellen oder auch durch Extravasation der Partikel.
Dennoch zeigten histopathologische Analysen — wie auch in dieser Arbeit —, dass die GefaBwand
meist beschddigt ist und die als Reperfusion anmutenden angiographischen Ergebnisse duflerst
kritisch betrachtet werden miissen (siehe Kapitel 5.2.3).

Die hohe Relevanz einer ziigigen Resorption der eingebrachten Mikrosphéren wird auch von der
Gruppe um Forster et al. (2010) unterstiitzt. Ein Degradationsintervall fiihre zwar mit hoher
Wabhrscheinlichkeit zu einer ausreichenden Ischidmie, sei aber womdglich zu lange, um eine
Instandhaltung eines intakten GefdBles zu gewéhrleisten (70). Als relevante Lokalisation einer
entziindlichen Gewebereaktion war auler der Gefiwand zudem auch das periarterielle Gewebe
in Betracht zu ziehen. Wie oben dargelegt, soll das eingebrachte Fremdmaterial keine chronische
Entziindung induzieren. Diese ist grundsdtzlich charakterisiert durch die Anwesenheit von
Monozyten, Makrophagen und Lymphozyten mit Proliferation von Blutgefdf3en und Bindegewebe
(43).

Weiter konnte gezeigt werden, dass die Inflammationsrate einen bedeutenden Effekt auf die lokale
Pharmakokinetik hat. So kann die Wundheilungszone wie eine Barriere fiir die Medikamenten-
diffusion wirken. Dies kann im Falle von medikamentenbeladenen Partikeln zu entscheidenden
Einschriankungen in der klinischen Anwendung fiihren und muss daher fiir eine Evaluation eines
neuen, potenziell medikamentenbeladenem Embolisatmaterial bedacht werden.

Ferner muss auch ein moglicher Einfluss der Partikelgrofe auf die lokale Entziindungsreaktion
diskutiert werden. Dieser Aspekt der Partikelgroe sowie Partikelmenge wird bspw. von der
Arbeitsgruppe um Stampfl et al. (2008) (159) diskutiert, konnte in dieser Arbeit jedoch aufgrund
der kleinen Fallzahl nicht ndher untersucht werden.

Im Allgemeinen wird fiir Polydioxanon in der Literatur eine ausgezeichnete Biokompatibilitét,
teilweise sogar ohne Immunogenitit bei minimal inflammatorischer Antwort beschrieben (179,
182). Polydioxanon als Fadenmaterial zeigt im Vergleich zu Polymilchséure und Polymilch-Co-
Glycolsdure (beides aktuell experimentell verwendete Embolisatmaterialien) eine niedrigere
Inflammationsrate (144). Eine Destruktion von elastischem Gewebe nach einigen Wochen und
Zunahme von fibrotischem Gewebe wurde dennoch bereits in den mitunter ersten tier-
experimentellen Studien zu Polydioxanon als Fadenmaterial beobachtet (173).

Der durch Polydioxanon induzierte inflammatorische Prozess ist entsprechend der Literatur auf

zwolf Wochen beschriankt und zeigte im Tiermodell eine Reaktion mit Lymphozyteninfiltration
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und spdterem histiozytirer Reaktion mit Bildung von Granulationsgewebe und Fremd-
korperriesenzellen (157). In der vorliegenden Arbeit besteht die inflammatorische Reaktion aus
frither Infiltration von Lymphozyten und Fibroblasten, sowie spiterer Entwicklung einer aus-
gepragten Reaktion mit zundchst Monozyten, spiater Makrophagen, Fremdkorperriesenzellen,
Fibrose und Granulationsgewebe. Dies steht in Einklang mit grundsétzlichen pathologischen
Beschreibungen wie in der Arbeit von James Anderson (2001) (43) und ist vergleichbar mit
anderen Embolisatmaterialien wie Embosphere® oder Polyvinylalkohol-Partikeln. In letzterem
Fall war die Fremdkorperriesenzellreaktion in einer klinischen Studie sogar bis {iber ein Jahr nach
Uterusembolisation der Patientinnen nachweisbar (48).

Weiter zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit einen liber zwolf Wochen hinausgehenden Prozess
einer Immunantwort auf das eingebrachte Fremdmaterial mit Zerstérung der GefdBwand-
architektur und Nachweis von Mikrosphiren im periarteriellen Gewebe. Ahnliche Prozesse
wurden auch bei Verwendung von TGMS und anderen permanenten Partikeln nachgewiesen
(183). Auch Stampfl et al. (2007) postulieren in einer Studie iiber TGMS, dass eine Zerstdorung
von GefdBwinden der treibende Faktor hinter Partikelwanderung ins perivaskuldre Gewebe ist
(184). Am besten tragen die Beobachtungen von Verret et al. (2011) zu einer Erkldrung des
Phénomens bei. Die intraarterielle Applikation ruft einen Gefdf3schaden hervor. Unmittelbar nach
Einbringen des Fremdmaterials bildete sich eine provisorische umhiillende Matrix, welche sowohl
chemokin als auch zytokin wirkte und somit eine Rekrutierung von inflammatorischen Zellen
ermoglichte. Dies fiihrte zu einer ausgepriagten Entziindungsreaktion im Lumen und Gefdfwand,
was schlieBlich zur Partikelmigration durch abtransportierende Makrophagen in das perivaskulére
Gewebe und Verdanderung der GefaBwandstruktur resultierte (181).

Dieser Argumentation folgend, konnten die inflammatorischen Verdnderungen somit nicht
ausschlieBlich materialbedingt sein. Stattdessen kdnnte durch die mechanische Beanspruchung per
se ein GefiaBschaden induziert worden sein. Fiir diese Argumentation spricht, dass (peri-)
vaskuldre Entziindungsreaktionen bei einer Reihe an verschiedenen Materialien wie Gelatine-MS
(87), PLGA (134) oder auch Trisacryl-Gelatine auftreten (185, 186). Gemil der Tatsache, dass
jede Embolisation eine Mini-Implantation darstellt, erscheint es ebenfalls wahrscheinlich, dass der
Korper grundsitzlich auf Fremdkdrper reagiert und die eigentliche Entziindungsreaktion auf die
Nekrose und Ischidmie zuriickzufiihren ist. In diesem Fall wire die Wahl eines anderen
Organmodells, ggf. mit zweifacher oder doppelseitiger GefdBBversorgung (Leber oder Uterus)
denkbar. Dadurch konnte moglicherweise das Ausmall der Nekrose limitiert werden und die
entstehende inflammatorische Reaktion direkter mit dem eingebrachten Material in Verbindung

gebracht werden (187).
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Ferner konnte die Verdnderung des pH-Wertes die Biokompatibilitit beeinflussen. Durch eine
verlangsamte Entfernung von sdurehaltigen Metaboliten kann der pH-Wert verringert und eine
lokale Gewebereaktion induziert werden (178).

In vergleichbaren tierexperimentellen Studien wurden zur Destruktion der inneren GefédBwand-
schicht unterschiedliche Beobachtungen gemacht. Sowohl eine rupturierte als auch eine intakte
MEI wurde nachgewiesen (77). Auch iiber Jahrzehnte vielfach gebrauchte Gelatineschwimme
induzieren eine akute nekrotisierende Arteriitis mit lokalem Odem und Unterbrechung der MEI
(158). In der Fachliteratur wird u.a. diskutiert, dass Unterschiede in der Vollstindigkeit der
Embolisation diese ungleichen Ergebnisse erkldren, indem eine vollstindige Embolisation zu
einem kompletten Abbruch des arteriellen Zuflusses inklusive Entziindungszellen fiihrt und somit
keine ausgeprégte inflammatorische Reaktion entstehen kann (105).

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie stiitzen diese Auffassung, da in den meisten Fillen
lediglich eine selektive Embolisation mit eng umschriebenem Infarktareal entstand, was wiederum
die Chance der partiellen Einwanderung von Entziindungszellen iiber residuell offene Gefif3e, wie
nicht-embolisierte Gefdlbogen (4a. arcuatae) an den Réndern des embolisierten Segmentes
ermoglicht.

Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstiitzen die Hypothese, dass die induzierten inflammatorischen
Reaktionen durch eine letztlich vollstindige Resorption des eingebrachten Fremdmaterials
selbstlimitierend sind (105). Der Beobachtungszeitraum von 16 Wochen war jedoch nicht lang
genug, um einen vollstindigen Abbau der Partikel und damit ein Sistieren der Gewebereaktion
nachzuweisen.

Alle dargelegten inflammatorischen Prozesse waren lokal begrenzt und lediglich im embolisierten
Bereich zu beobachten. Es zeigte sich in den histomorphologischen Befunden insgesamt kein
Anhalt fiir eine Inkompatibilititsreaktion, floride Komponente oder wesentliche granulozytire
Entziindungskomponente. Diese Feststellungen sowie das Ausbleiben fehlender systemischer
Effekte oder Pathologien in den Versuchstieren legten nahe, dass die neuartigen Mikrosphéren aus
Polydioxanon insgesamt als gut biokompatibles und sicheres Langzeitimplantationsmaterial zu

bewerten sind.
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5.3 Einschriankungen

Die dargestellten Ergebnisse dieser Arbeit miissen unter dem Gesichtspunkt einiger Limitationen
betrachtet werden. Es handelt sich um eine experimentelle Pilotstudie im gesunden Kaninchen-
Nieren-Modell mit entsprechenden Grenzen. Trotz aller in Kapitel 5.1.1 ausfiihrlich dargelegten
Vorteile des Kaninchen-Nieren-Modells, stellt das Tiermodell dennoch keine abschlieende
direkte Ubertragbarkeit auf den Menschen dar.

Eine Anwendung im Tumormodell oder eine Kontrollgruppe in Form einer Scheinbehandlungs-
gruppe (,,Sham-treated control group®) war zu diesem frithen Zeitpunkt der Studie nicht geplant.
Als Kontrolle dienten makroskopisch die kontralateralen, unbehandelten Nieren. Kontrollgruppen
mit anderen degradierbaren Mikrosphéren stellen hier den erwiinschten Goldstandard dar.
Zudem ist die Fallzahl in der vorliegenden Arbeit zu gering und daher nicht ausreichend, um eine
suffiziente Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu garantieren. Dariliber hinaus bleibt die
ungleichméBige Verteilung der Versuchstiere liber die verschiedenen Beobachtungszeitrdume eine
weitere Einschrinkung. Insbesondere die Tieranzahl mit n = 1 / Beobachtungsgruppe kann den
Grad der Zuverlassigkeit der Ergebnisse beeinflussen und liefert allenfalls erste Hinweise. In einer
Pilotstudie wie der vorliegenden muss jedoch eine stete Abwigung zwischen Reproduzierbarkeit
und Tierwohl erfolgen. Der Nachteil der niedrigen Fallzahl wird jedoch in Teilen durch die grof3e
Anzahl der analysierten Partikel (n > 500) und der insgesamt angefertigten histologischen Schnitte
(n = 936) relativiert. Insbesondere die Zielparameter Degradation oder Biokompatibilitdt waren
trotz der geringen Anzahl an Versuchstieren fiir diese Art Studie ausreichend beurteilbare
ZielgroBen.

Ferner waren dieser tierexperimentellen Arbeit keine entsprechenden in vitro Versuche vor-
geschaltet, um bspw. eine Zytotoxizitit durch Einfluss der Mikrosphiren auf humane
Umbilikalvenen-Endothelzellen in einer Zellkultur oder die Mikrosphdren auf Hémo-
kompatibilitdt mit Hadmolyse-Assays zu untersuchen. Andere Arbeitsgruppen hatten in vor-
geschalteten in vitro Versuchen z.B. in Bezug auf die enzymatische Degradation irrefiihrende
Hinweise erhalten, welche sich im in vivo Modell nicht bestétigen lieBen (105). Ein in vitro Modell
vermag die komplexen, sich gegenseitig beeinflussenden Systeme, z.B. durch die Blutzirkulation
mit mechanischen und chemisch-physiologischen Eigenschaften wie Enzymen oder in-
filtrierenden Entziindungszellen, nicht ausreichend widerzuspiegeln und liefert lediglich Hinweise
auf das in vivo Verhalten.

Die Schwierigkeiten und Einschrankungen bei der Injizierbarkeit der Mikrosphéiren waren bei der

Testung wihrend der Produktionsphase nicht abzusehen. Vor einer Fortsetzung der Experimente
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miissen daher Deformierbarkeit, Injizierbarkeit, Quell- und Schwebeverhalten der Mikrosphiren
sowie Tendenz zur Partikelverklumpung und Wandadhérenz ndher untersucht und verbessert
werden.

Verschiedene klinische Indikationen wie akute Blutungen, AVM oder Tumorembolisationen
bediirfen entsprechend der Zielanatomie einer jeweils angepassten GroBenordnung der Mikro-
sphiaren. Da diese in verschiedenen GroBen intravaskuldr unterschiedliches Verhalten zeigen
konnen, miissten hierzu weitere Studien mit mehreren Vergleichsgruppen angefertigt werden, um
mogliche unterschiedliche Auswirkungen verschiedener Partikelgroflen zu untersuchen.

Der Trend in der aktuellen Entwicklung von Embolisatmaterialien zeigt, wie in Kapitel 2.4
dargelegt, in die Richtung von medikamentenfreisetzenden Partikeln. Daher miissen fiir eine
spétere klinische Anwendbarkeit Untersuchungen zur potenziellen Medikamentenbeladbarkeit
erginzt werden. Dies war jedoch nicht Gegenstand der vorliegenden Arbeit, in welcher es um die
Erprobung eines neuen, abbaubaren Materials fiir Mikrosphdaren und um deren Handhabung zur
Transkatheterembolisation sowie deren Verhalten intravaskuldr im zeitlichen Verlauf ging. Die
vorliegende Studie lieferte somit das erforderliche Grundlagenwissen, auf dessen Basis nun
weitere Untersuchungen aufbauen konnen.

Die Rolle der Gefdlversorgung der Niere wurde in Kapitel 5.2.2 und 5.2.6 diskutiert. In dieser
Studie wurde die Nierenarterie als Zielgefdll gewéhlt, da es angiographisch, makro- und mikro-
skopisch gut praktikabel ist, die superselektiv angegangene Embolisationsregion zu finden, zu
untersuchen und damit die grundsitzlichen Fragen beziiglich der Abbaubarkeit und Gewebe-
reaktion mit den neuen Mikrosphéren zu beantworten. Die Niere als Organ mit Versorgung eines
Endstromgebietes ohne Kollateralkreislauf stellt einen Gegensatz zu anderen Bauchorganen wie
der Leber dar. Bei einer Anwendung im Bereich der Leber wire es denkbar, dass durch
Doppelversorgung moglicherweise die Gewebereaktion und die Abbaubarkeit beeinflusst werden
(68).

Wie in Kapitel 5.2.6 angesprochen konnte fiir die Biokompatibilitidt ein anderes Tier- bzw.
Organmodell eine geeignetere Methode darstellen, um den Grad der inflammatorischen
Entziindungsreaktion eindeutiger dem eingebrachten Material zuschreiben zu kdnnen.

Zudem muss, um eine verldssliche Aussage liber den Grad der Gewebevertraglichkeit treffen zu
konnen, der exakte Zelltypus, die Menge und das Ausmal} der hauptsdchlich an einer in-
flammatorischen Entziindungsreaktion beteiligten Zellen ggf. durch Spezialmethoden, z.B. mittels
Immunhistochemie, untersucht werden. Der adaptierte Score der GefdBwandverletzung kann hier

lediglich eine Richtung vorgeben.
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Letztlich muss mit Hinblick auf die Beobachtungszeitrdume konstatiert werden, dass trotz eines
fiir diese Studienart relativ lange bemessenen Beobachtungszeitraumes, ein Intervall von 16
Wochen nicht ausreichend war, um abschlieend eine vollstindige Resorption der Mikrosphéren

nachzuweisen.
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5.4 Schlussfolgerung und Ausblick

In Anbetracht der gewonnenen Ergebnisse mitsamt den diskutierten Nachteilen und Ein-
schrankungen ldsst sich Folgendes abschlieend festhalten: Die in dieser Arbeit eingesetzten
neuartigen, SPIO-beladenen Mikrosphéren aus Polydioxanon sind gréfenkalibrierbar und sorgen
im Kaninchen-Nieren-Modell bei allen Versuchstieren fiir einen effektiven GefdB3verschluss mit
konsekutiver Ischdmie und Infarkt. Die Mikrosphéren lassen sich in vivo nicht-invasiv mittels
verschiedener MRT-Sequenzen nachweisen. Damit ldsst sich das Ausmal} der Embolisation durch
Nachweis der markierten Partikel innerhalb und auerhalb der Zielregion durch die MRT sichtbar
machen. Unter Rontgendurchleuchtung sind die markierten Partikel nicht sichtbar, sondern
miissen mit Rontgenkontrastmittel vermischt injiziert werden. Die Mikrosphédren zeigten iiber den
Beobachtungszeitraum von 16 Wochen einen deutlichen Trend zur Resorption; die angio-
graphischen Auswertungen mit deutlichem Trend zur partiellen bis vollstindigen Reperfusion der
embolisierten GefdBe miissen in Anbetracht der histopathologischen Ergebnisse kritisch betrachtet
werden und sind mdglicherweise durch andere Phinomene wie Extravasationen der Partikel im
Rahmen der lokalen Entziindungsreaktion oder Neoangiogenese zu erkliren.

Die Abbauzeit der untersuchten temporiren Mikrosphiren ist moglicherweise zu lange, um z.B.
im Rahmen von Tumorembolisationen (TAE, TACE) einen zeitnahen Zweiteingriff iiber re-
kanalisierte Arterien zu ermdglichen.

Die entscheidende Einschrankung des Materials auf dem Weg zum klinischen Einsatz etwa bei
PatientInnen mit Blutungen, benignen oder malignen Tumoren ist die erschwerte Injizierbarkeit
der Partikel mit resultierender Katheterverstopfung und die damit schlechte Dosierbarkeit bei
superselektiver Embolisation. Somit ist eine materialwissenschaftliche Optimierung der Mikro-
sphiaren notwendig, um die Degradationszeit zu beschleunigen und insbesondere, um deren

Injektionsfahigkeit zu verbessern.
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