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1. Einleitung

1.1. Klinische Problematik und Zielstellung der heutigen Forschung

Die periphere arterielle Verschlusskrankheit (PAVK) stellt eine haufige Erkrankung mit
hoher Morbiditat und Mortalitat dar. Neuere Querschnittsstudien zeigen, dass bis zu 7%
der 45- bis 74-jahrigen Patienten eine asymptomatische PAVK (Kndchel-Arm-Index

<0,9) aufweisen '

. Bei der Gruppe der Uber 70-Jahrigen und bei Vorliegen von
zusatzlichen Risikofaktoren sind es sogar 29% aller untersuchten Patienten % 3. Die
klassische Claudicatio intermittens als symptomatische Form ist hierbei lediglich bei 5%
der Uiber 60-jahrigen Patienten zu finden *. Der bevorzugte Befall der unteren Extremitat
fuhrt durch die zu erwartenden Amputationen im Langzeitverlauf zu einer bedeutenden
Invalidisierung der Patienten * ©.

Neben den konservativen und interventionellen Therapiestrategien der leichteren
Stadien, hat heute die chirurgische Therapie einen besonderen Stellenwert in der
Behandlung der fortgeschrittenen PAVK ’. Zurzeit wird in der peripheren Bypass-
chirurgie die Rekonstruktion mit einer korpereigenen Vene (in-situ oder reversed vein)
bevorzugt.

Die Geschichte der chirurgischen Behandlung von chronischen GefalRverschllissen
begann in der Mitte des letzten Jahrhunderts, nachdem nahezu zeitgleich Cid Dos
Santos (1946) und Jean Kunlin (1948) ihre Methoden zur Rekonstruktion von
Gefalverschlissen im femoro-poplitealen Bereich publiziert und die Grundlage der
modernen Gefalichirurgie geschaffen hatten. Wahrend Dos Santos versuchte, die
Verschlisse uber eine lokale Thrombendarteriektomie zu behandeln, war fur Kunlin die
Uberbriickung des Verschlusses das Verfahren der Wahl & °. Er griff damit ein Konzept
von Ernst Jeger auf, der bereits 1913 eine Bypassanlage im Tierexperiment propagierte
und 1914 als Militdrarzt seine gefalchirurgischen Kenntnisse an einer Vielzahl von

Kriegsverletzten erfolgreich einsetzte '°. Kunlin filhrte seine erste Bypassoperation unter
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Zuhilfenahme eines freien Venentransplantates durch. Die Vena saphena eines
54jahrigen Patienten wurde prapariert und umgedreht. Sie wurde lateral anastomisiert:
das proximale Ende an die A. femoralis communis und das distale Ende an die A.
poplitea. Dieser Venenbypass war 24 Monate durchgangig .

Unumstritten stellen auch heute noch die autologen Gefalltransplantate die beste Wahl
fur jeden infrainguinalen Bypass dar, und zwar unabhangig von seiner distalen Insertion.
Der Vergleich der Offenheitsrate (patency) im Fruh- wie auch im Langzeitversuch
zwischen der Vene und der kunstlichen Gefalprothese zeigt, dass diese bei letzterer
wesentlich schlechter ist. Wahrend bei den Venenbypassen nach 3 Jahren noch Uber
70% offen geblieben sind, liegt die Rate bei den Polytetrafluorethylen-Prothesen (PTFE)
gerade noch zwischen 10% und 34% " ' '3 PTFE-Bypasse zeichnen sich durch eine
ausgepragte Thrombogenitat aus, welche zu dieser hohen Frihverschlussrate flhrt und
eine systemische Antikoagulation, vor allem mit Vitamin K-Antagonisten, erforderlich
macht '* 1% 1617 Mittelfristig fiihrt die hohe Thrombogenitét zur Pseudointimabildung
mit ubiquitarer Bypassstenosierung, welche von der Intimahyperplasie im Bereich der
Anastomosen zu unterscheiden ist '® '°. Durch Fortschritte, sowohl auf dem Gebiet der
Operationstechnik als auch im peri- und postoperativen Management, sowie durch
weitere Verbesserungen der Materialqualitat, wird jedoch die Nutzung eines PTFE-
Bypasses, als ein Bypassmaterial der zweiten Wahl, immer wahrscheinlicher. Eine
Hauptursache dafir ist, dass 40% der Patienten Uber eine entsprechende kérpereigene
Vene (meistens Vena saphena magna) nicht verfigen, weil sie entweder bereits flr
kardiale Revaskularisationen verwendet wurde, schon varikds verandert ist, zu viele
Verzweigungen besitzt oder durch Kaliberschwache nicht dem koronaren Gefal-
durchmesser entspricht %°. So bleibt oft keine Alternative zum kiinstlichen GefaR aus
alloplastischem Material, um die Extremitat des Patienten zu erhalten oder um eine
schmerzhafte Gehstreckenverklrzung zu therapieren, auch wenn in Korperregionen bei
denen kleinlumige Bypasse notwendig sind, wie im Unterschenkel, die Verschlussrate in
den ersten 4-6 Wochen sehr hoch ist. Die Fruhverschlussrate hat nicht nur technische
Ursachen, auch die Stérung der Blutgerinnung und die erhéhte Thrombogenitat der
kinstlichen Materialien im Blutkreislauf verkomplizieren die Situation und erschweren
die wissenschaftlichen Bemihungen um ein Bypassmaterial, welches die limitierenden

Faktoren der Offenheitsrate auf mehreren Ebenen einschrankt '® 27,
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Die Vorteile der korpereigenen Vene ergeben sich aus der verminderten
Thrombogenitat im Vergleich zu den kunstlichen Materialien, sowie der geringen
charakteristischen Impedanz, wie auch dem selteneren Auftreten von neointimalen

20. 2223 24 Neben dem verwendeten

Hyperplasien im Bereich der Anastomose
Bypassmaterial ist die chirurgischtechnische Problematik der Bypassanlage selbst,
sowie der hohe Strémungswiderstand der cruralen Ausstrombahn von entscheidender
Bedeutung fiir den Erfolg der Bypassoperation 2> ?°.

Um die korpereigenen Venen zu schonen, wurden seit Beginn der Bypasschirurgie
verschiedene, nicht-autologe Materialien auf ihre Eignung als Gefaliersatz untersucht.
Einer der Pioniere auf dem Feld der Erforschung von alloplastischen Materialien zum
Gefaliersatz war Alexis Carrel (1873 - 1944), der schon 1906 versuchte, Arterien mit
Hilfe von Réhren aus Glas und Aluminium zu ersetzen, und der fur seine Bemihungen
in der GefaRchirurgie 1912 den Nobelpreis fiir Medizin erhielt ?’. Erst in den 50er Jahren
des vergangenen Jahrhunderts gelang auch der klinische Einsatz von klnstlichen
GefalRen. Nachdem zunachst Voorhees et al. 1952 den Einsatz von porosen, biologisch
inerten Vinyon-N Prothesen beschrieben, kamen spater Nylon- und gewebte Teflon-
Prothesen auf den Markt 2. Seit den tierexperimentellen Erfolgen 1958 von Szilagyi et
al. wird fur den Ersatz der thorakalen und abdominellen Aorta sowie der Beckenarterien
bis heute in der Regel gestricktes oder gewebtes Dacron (Polyethylenterephthalat)
verwendet %, Im Bereich der peripheren Arterien ist heute primar diinnes Poly-
tetrafluoroethylen gebrauchlich.

Die moderne gefalichirurgische Therapie der PAVK vom Oberschenkel- und
Unterschenkeltyp beinhaltet in erster Linie Bypassanlagen zum supragenualen Anteil
der A. poplitea (P4-Segment) bei Verschlussen der A. femoralis superficialis, sowie zum
infragenualen Segment der A. poplitea (P3-Segment) bei zusatzlichem Verschluss des
Ps-Abschnittes. Bei Verschliussen der Aa. tibiales wird die Anlage von cruralen By-
passen erforderlich, welche aufgrund des Lumens der Anschlussgefale jedoch eine
technische Herausforderung darstellen und darliber hinaus mit hohen Verschlussraten
verbunden sind *°.

In einer Reihe von Vergleichsstudien konnte gezeigt werden, dass fur das P4-Segment
keine deutlichen Unterschiede in den Offenheitsraten von PTFE- und Venenbypassen

vorliegen #* 3" 32 33 Fiir das infragenuale Segment der A. poplitea und fiir die cruralen
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GefalRe bestehen jedoch deutliche Unterschiede zwischen PTFE und Vene. Gerade im
Langzeitverlauf wiesen die Venenbypasse eine signifikant bessere Offenheit auf 2% °.
Mit der Entwicklung nicht-autologer Materialien wurde fur viele Patienten die Option auf
eine Bypassoperation eroffnet, die fur einen autologen Gefallersatz ungeeignet er-
scheinen oder bei denen dieser nicht moglich ist. Der zurzeit wohl am haufigsten ver-
wendete nicht-autologe Bypass an der unteren Extremitat ist der PTFE-Bypass. 1972
beschrieben Soyer et al. erstmals den Einsatz von PTFE-Prothesen als Venenersatz
beim Schwein **. Im folgenden Jahr berichteten Matsumoto et al. von guten Offenheits-
raten der PTFE-Prothesen, die als arterieller Gefallersatz bei Hunden genutzt wurden
% Durch diese Ergebnisse ermutigt, wurden die PTFE-Prothesen 1974 in den USA und
1976 in Europa in die Klinik eingefiihrt ** *’. Die Gruppe um Veith war eine der ersten,
die 1978 Uiber ihre Ergebnisse mit diesem neuen GefiRersatz berichteten *.

Didisheim und Ishimaru et al. untersuchten die Stromungsbeeinflussung in Implantaten
und Gefallen und stellten fest, dass die Materialien Polyethyleneterephtalate (Dacron®)
und PTFE sich gut fir kinstliche Gefale mit einem Mindestdurchmesser von 6 mm
eignen, aber dass es in schmaleren GefalRen nach kurzer Zeit durch luminale
Thrombozitat und intimale Hyperplasie zu einer drastischen Senkung der Offenheitsrate

kam 39, 40

. Die chemische Zusammensetzung des Prothesenmaterials mit seiner
Porositat und Oberflachenrauigkeit, seiner Hydrophilitat und seinen mechanischen
Eigenschaften bestimmen die Biokompatibilitdt eines Bypasses. Diese limitierenden
Faktoren der Offenheitsrate eines GefalRimplantats flhrten zu wissenschaftlichen
Beschreibungen der Notwendigkeit eines Beschichtungsmaterials 4" 4> 43,

Es wurden viele Techniken und Methoden flr synthetische Materialien entwickelt, mit
dem Ziel die Biokompatibilitdt zu verbessern, wie zum Beispiel mittels Endothelzell-
verpflanzung, Implantationen von bioaktiven Molekllen und durch verschiedene Be-
schichtungsarten ** ** ¢ Zahlreiche Studien wurden durchgefiihrt, in denen versucht
wurde antithrombotische Wirkstoffe wie Heparin, Hirudin und Antithrombin-Heparin-
Komplexe oder glattende Materialien wie Albumin, Fibrin, Gelatine und Elastin an die
Blutkontaktseite der Bypasse anzubinden *7 48 49 50. 51

Eine stromungsstabile Beschichtung von Prothesenmaterial ist aufgrund von tech-
nischen Problemen erst in jingerer Zeit moglich geworden. Die Verbesserung voran-

gegangener Beschichtungsmaterialien fuhrte zum PLA (Polylaktid Poly-D,L-Laktid),
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welches bei der Beschichtung von intravasalen Implantaten nicht nur gute
Stromungseigenschaften erzeugt, sondern auch gleichzeitig eine langerfristige lokale
Applikation von gerinnungshemmenden Medikamenten erlaubt. Schmidmaier et al.
machten die nutzlichen Eigenschaften des Polylaktid deutlich, indem sie die zur
Frakturbehandlung eingesetzten Knochenimplantate mit PLA Uberzogen, nachdem man
in diese bioresorbierbare Substanz Wachstumsfaktoren (den insulin like growth factor-I
[IGF-I] und den transforming growth factor-beta 1 [TGF-R1]) eingearbeitet hatte °°. Die
vorteilhaften Eigenschaften des Polylaktid an Knochenimplantaten fihrten auch zu der
wissenschaftlichen Anwendung im gefalichirurgischen Forschungsbereich, mit dem Ziel,
die Thrombogenitat von Bypassmaterialien und, mittels inkorporierten Antikoagulantien,
die hohe Fruhverschlussrate von Gefal3prothesen zu senken.

In dieser Studie wurden PTFE-Gefallprothesen mit einem Polylaktid beschichtet, in

welches PEG-Hirudin und lloprost als antithrombotische Substanzen inkorporiert waren.

1.2. Fragestellung

Erhoht eine antithrombotische Beschichtung die Effizienz von PTFE-Gefal3prothesen?

1. Lasst sich durch eine antithrombotische Beschichtung die Thrombogenese
von PTFE-Bypassen senken? Ist die antithrombotische Beschichtung mit

hoher Sicherheit anzuwenden?

2. Ist die Anwendung mit einer fur den Patienten vertretbaren Sicherheit
verbunden?
3. Kommt es durch eine etwaige systemische Wirkung der gelosten Substanzen

zu einer Veranderung der Gerinnungsparameter?



2. Material und Methoden

2.1. GefalBprothesen und Beschichtungsmaterial

In dieser Studie wurden mikropordse Advanta®-GefaRprothesen (Fa. Atrium, USA) aus
expandiertem Polytetrafluoroethylen (PTFE) verwendet, mit einem Innendurchmesser
von 4 mm und einer Lange von 8 cm. Als Beschichtungsmaterial kam das 8%-ige
Polylaktid Poly(D,L-)Laktid, (PLA, MW 30kDa, Resomer R203, Boehringer Ingelheim,
Ingelheim, Deutschland) zur Anwendung °3. PLA wird im Organismus hydrolytisch
abgebaut und vollstandig metabolisiert °* **. Dieser Tragersubstanz wurden gerinnungs-
hemmende Substanzen durch ein speziell entwickeltes Verfahren beigegeben, wobei
das 5%-ige Polyethylene Glycol (PEG) Hirudin (Lepirudin®, Aventis Pharma GmbH,
Deutschland) und das 1%-ige lloprost (llomedin®, Schering AG, Berlin, Deutschland)
zum Einsatz kamen **. Die Eintauchbeschichtung machte eine gleichmaRige Verteilung
der Tragersubstanz im Prothesenlumen mdoglich. Die beschichteten Bypasse wurden
getrocknet und steril verpackt.

Mittels der Cold coating technique konnten Wirkstoffe ohne Wirkungsverlust durch Hitze
auf ein Material aufgetragen und somit inkorporierte Proteine denaturierungsfrei und
reaktionsfahig im Bypasslumen befestigt werden °°. Durch den hydrolytischen Abbau
der Tragersubstanz und durch direkte Diffusion aus der Beschichtung wurde lokal ein

konstant hoher Wirkspiegel erreicht *°.

2.2. Versuchstiere

15 weibliche Hausschweine (Deutsche Landrasse) im Alter zwischen 10 und 16 Wochen
und einem Gewicht zwischen 25 und 40 kg wurden in dieser Studie verwendet. Es folgte
6



eine Gewodhnungszeit an einen Nacht/Tagrhythmus von 12 Stunden, in der bereits in der
tierexperimentellen Einrichtung des Campus Virchow-Klinikum freier Zutritt zu Wasser
und standardisierter Nahrung bestand. Jedem Tier wurden randomisiert und fur die
Beschichtungsgruppe doppelblind 2 Bypassarten zugeteilt.

Die Tierversuche waren nach §8 des Tierschutzgesetzes vom 18.08.1986 (BGB1.l, S.
1319) genehmigt und erfolgten entsprechend den ,Principles of Laboratory Animal Care*
der National Academy of Sciences (Quelle: NIH Publication No. 80.23, 1978).

2.3. Anéasthesie und Pramedikation

Pramedikativ wurde den Tieren 4 mg/kg Azapiron (Stresnil®, Fa. Janssen, Deutschland)
i.m. mit 10 mg/kg Ketamin (Ursotamin®, Fa. Serumwerk Bernburg AG, Deutschland) i.m.
und 0,05 mg/kg Atropin (B.Braun AG Melsungen, Deutschland) i.m. injiziert. Zur
Einleitung des operativen Eingriffs wurden 1-3 mg/kg Etomidat (Etomidat-Lipuro®, Fa. B.
Braun, Melsungen) i.v. und bei Bedarf vor der Intubation 10 mg/kg Trapanal Uber die
Ohrvene appliziert. Nach der Intubation wurden 4 mg Pancuroniumbromid i.v.
verabreicht, und es wurde mit ca. 1,5%-igem Isofluran (Baxter AG, Muinchen,
Deutschland), 40%-igem O> und 60%-igem N,O mittels Narkosegerat (Siemens Servo
Ventilator 900 D) beatmet. Die Pancuroniumbromid-Gaben von 2-4 mg i.v. wurden nach
Bedarf wiederholt. Die Narkose wurde Uber ein CO-Modul gesteuert und mittels Monitor-
anzeige uUberwacht. Die Beatmung erfolgte mit einem Atemzugsvolumen von 100-150
ml/kg/KG, mit einem angestrebten EtCO, von 32-36 mmHg, einer Atemfrequenz von
10/min und einem Beatmungsdruck von 20-25 cm H,O. Aulierdem wurden Uber ein
EKG-Modul die Herzfrequenz und die Herzmuskelerregung kontrolliert.

Die intraoperative antibiotische Prophylaxe bestand aus 1,2 g Amoxicillin (Augmentan®,
GlaxoSmithKline GmbH, Minchen, Deutschland) i.v. und postoperativ aus zweimaliger
Wiederholung. Ein Portsystem fir intravendse Injektionen wurde nur den ersten funf
Tieren implantiert. Da nach Infektion eines Portsystems ein Tier verstarb, wurde bei den

nachfolgenden Tieren auf eine Implantation verzichtet.
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Abb. 2.1: Operationsvorbereitung und  Anéasthesie. Das

intubierte Lauferschwein wird (ber ein halbge-
schlossenes System mit Atem- und Narkosegasen

beatmet bis die gewlinschte Narkosetiefe erreicht ist.

2.4. Implantation der GefaRRprothesen

Nach Oberschenkelrasur, grindlichem Reinigen, dem Desinfizieren des OP-Gebietes
und dem sterilen Abdecken beider Oberschenkel, erfolgte zunachst die 12 cm lange
Langsinzision in der Leiste oberhalb der A. femoralis und die Darstellung der
Femoralisgabel. Nachdem die A. femoralis vom inguinalen Ligament bis zum ersten
Segment der A. poplitea frei prapariert wurde, konnte die A. profunda ligiert und entfernt

werden. Mittels einer um die A. femoralis communis gelegten Flussmesssonde (T206,



Transonic Systems, Ithaca, USA) wurde nach erfolgtem Nullabgleich die

Flussgeschwindigkeit (ml/min) gemessen.

Abb. 2.2: Proximale End-zu-End-Anastomose zwischen A. femoralis und einer GefalR-

prothese im Leistenbereich eines Lauferschweins.

Nach erfolgter systemischer Heparinisierung mit 300 IE/kg/KG i.v. konnte die proximale
A. femoralis geklemmt und eine End-zu-End-Anastomose zwischen A. femoralis
communis und Prothese mittels nicht resorbierbaren 7-0 Prolene-Faden (Prolene®,
Ethicon, Deutschland) hergestellt werden (siehe Abb. 2.2). Nach Unterbindung der
distale A. femoralis und ihrer vaskularen Abgange im freigelegten Bereich mit Hilfe von
Yasargil-Klemmchen, wurde das proximale Ende ligiert. Es folgte die distale End-zu-
Seit-Anastomose zwischen distalem Prothesenende und distalem Arterienbereich mit 7-
0 Prolene-Faden (siehe Abb. 2.3).



Abb. 2.3: Distale End-zu-Seit-Anastomose zwischen der PTFE-Prothese und der

distalen A. femoralis im Leistenbereich eines Lauferschweins.

Der Blutstrom konnte nun durch die entliftete Prothese freigegeben und die
Anastomose auf Blutundurchlassigkeit gepruft werden, um bei Bedarf insuffiziente
Bereiche abzudichten. Die Verifizierung der Offenheit erfolgte nun durch erneute
Messung der Flussrate mittels Flussmesssonde. Verbliebene Blutungen wurden gestillt
und die Gewebsoffnungen an der Leiste zweischichtig verschlossen. Der subcutane
Gewebsverschluss erfolgte mit resorbierbaren 4-0 Polyglactin 910-Faden (Vicryl®,
Ethicon, Norderstedt, Deutschland) und die fortlaufende Intrakutannaht mit
resorbierbaren 4-0 Poliglecaprone 25-Faden (Monocryl®, Ethicon, Norderstedt,
Deutschland). Den Tieren wurden taglich 100 mg Acetylsalicylsdure (Aspirin®,

ratiopharm, Deutschland) appliziert.
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2.5. Nachuntersuchungen

Die Offenheit der Bypasse wurde in den folgenden 6 postoperativen Wochen bis zur
Prothesenentnahme wdchentlich kontrolliert. Die Versuchstiere wurden hierfir mit 2 ml
(= 2 mg) Metomidate hydrochlorid (hypnodil vet. 5%) i.m. sediert. Sichtbare und hérbare
Pulsationen der Blutwelle in der Farb-Doppler-Sonographie verifizierten eine
bestehende Thrombenfreiheit und die Offenheit des Lumens, welche durch korperliche
Befunde wie Veranderungen des Hautkolorits und Temperatur- und Pulsdifferenzen
distal der Anastomose bestatigt wurde.

Bei den wodchentlichen Blutenthahmen wurden Blutbild und Gerinnungsparameter
bestimmt (siehe Tabellen- und Formelanhang). Die angegebenen Blutwerte beschreiben
jeweils den Mittelwert + SD (Standardabweichung). Differenzen innerhalb der
Laborwerte wurden nach einer Aufteilung in eine Gruppe mit antithrombotischer und

einer mit nicht-antithrombotischer Beschichtung berechnet.

2.6. Explantation der Bypasse

Nach 6-wdchiger Untersuchungszeit erfolgte die Bypassentnahme, bei der
Pramedikation, Narkoseeinleitung und Intubation, wie im Abschnitt 2.4 beschrieben,
durchgefuhrt wurden. Danach wurde das Abdomen per Mittellinien-Schnitt eréffnet und
die distale Aorta dargestellt. Beidseits wurden die inguinalen Hautbereiche Uber dem
Implantationsgebiet laparotomiert und die proximale und distale Anastomosenregion
dargestellt. Mittels einer um die A. femoralis communis angelegten Flussmesssonde
wurde, nach erfolgtem Nullabgleich, die Flussgeschwindigkeit (ml/min) vor der
proximalen Anastomose gemessen. Nach Applikation von 300 |.E. Heparin i.v. Uber das
Infusionssystem wurde die Aorta geklemmt und distal der Legierung kandliert, um

Fixationsl6sung zu infundieren.
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Zur Perfusionsfixierung der A. femoralis und des gesamten Bypasses kam 4%-ige

Formalinldsung zur Anwendung, welche bei einem Druck von 100 mmHg Uber 10-15

min per Druckbeutel in die distale Aorta infundiert wurde. Nun wurde der Bypass mit

proximaler und distaler Anastomose entnommen und in 4%-iger Formalinlésung bis zur

histologischen Aufarbeitung gelagert (siehe Abb. 2.4).

Proximale antithrombotisch beschichtete Gefal3prothese mit End-zu-Seit-

Anastomose zur horizontal liegenden A. femoralis nach Explantation. Die
Arterie  wurde vor der Paraffineinbettung fir den Erhalt vollstdndiger Schnittbilder
begradigt.

Die Werte der Flussgeschwindigkeit und die der Offenheitsrate beschreiben jeweils den
Mittelwert £ SD (siehe Abb. 3.3 und 3.4). Die Offenheitsrate wurde mittels Kaplan-Meier-

Methode und Log-Reihe analysiert. Unterschiede zwischen Flussraten innerhalb

derselben Gruppen wurden mit dem Wilcoxon-Test ermittelt und zwischen den Gruppen

wurde der Mann-Whitney-U-Test und der Kruskal-Wallis-Test verwendet. P-Werte die

0,05 unterschreiten bezeichnen eine statistische Signifikanz. Alle statistischen
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Berechnungen erfolgten mit dem Statistikprogramm SPSS 7.5° (SPSS Inc., Chicago,
USA).

2.7. Histologische Aufarbeitung

Die entnommenen Anastomosenbereiche wurden in einer Entwasserungsmaschine fur
die Paraffineinbettung dehydriert und in 58 °C heillem Paraffin gelagert. Nun konnten
die Praparate formgerecht zugeschnitten und in einen Paraffinblock gegossen werden,
von dem mit einem Mikrotom (Leica® Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland) 5 um
dicke Schnitte bis zum Erreichen des maximalen Bypassdurchmessers gewonnen
wurden. Die Schnitte wurden auf 47 °C warmen Wasser geglattet und auf dem
Objekttrager fixiert. Von der Anastomose wurden Querschnitte und Langsschnitte
erstellt, um sowohl den verkleinerten Radius des Prothesenlumens, als auch die
Abnahme der Intimahyperplasie im Langsverlauf der konektierten Arterie darstellen zu
konnen. Nach 24 Stunden Inkubation der Objekttrager bei 37 °C konnten die Praparate
eingefarbt werden.

Die Praparate durchliefen zur Entparaffinisierung eine 20-minutige Xylol-Lagerung, eine
abwartslaufende Alkoholreihe (je 2 Minuten in 100%-igem bis 50%-igem Alkohol) und
eine Aqua-dest-Spulung. Von jeder Schnittfolge einer Schnitttiefe wurden eine HE-
Farbung (Hamatoxylin- und Eosin-Farbung) und eine Verhoeff-van-Gieson-Farbung
durchgefihrt. Innerhalb der HE-Farbung wurden mit dem Hamatoxylin nach Harris die
Zellkerne blau und mit Eosin das Cytosol rot gefarbt. Verhoeffs Eisenhamatoxylinlésung
lieferte neben distinkter Kernfarbung auch eine scharfe Darstellung der elastischen

Fasernetze. Nun erfolgte das Aufbringen der Deckglaser mit Vitro-Clud®.
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2.8. Histologische Auswertung

Die Praparate wurden vom Mikroskop iber eine digitale Camera (Leica® Camera AG,
Solms, Germany) in den Computer Ubertragen und die Intimahyperplasie konnte mit
Hilfe geeigneter Computerprogramme (Bildverarbeitungsprogramm KS 400®, Aus-
messungsprogramm Image J 1.3°, NIH, USA) morphometrisch ausgemessen und

verglichen werden.

."}c J"
Abb. 2.5: Langsschnitt der distalen Anastomose einer PLA-Gefal3prothese und der A.

femoralis nach sechswéchiger Versuchsdauer. Pfeile kennzeichnen die Blutfluss-
richtung (Einfluss/inflow und Ausfluss/outflow). Benannt sind die Pradilektionsstellen der
Intimahyperplasie [Fersen-Bereich (syn. Heel), Hauben-Bereich (syn. Hood) und Boden-

Bereich (syn. Floor)].
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Die Bereiche im GefalRlumen der A. femoralis mit der groten Disposition zur
Intimahyperplasie grenzten direkt an die distale Anastomosennaht oder lagen im
Einstrdmungsbereich der Prothese auf der kontralateralen GefaRwand. Die Abbildung
2.5 zeigt die Aufteilung der oberen sich an die Anastomosennaht anschlielenden
Arterienwand in den proximalen (Ferse) und distalen (Haube) GefaRRbereich und den

unterhalb der Protheseneinstrombahn liegenden Gefal3boden (Boden).

Abb. 2.6: Ausmessungspunkte der Intimahyperplasie unterhalb der distalen Anasto-
mosennahtstelle im Hauben-Bereich. Der erste Messpunkt (1) befand sich am
Schnittpunkt der vertikalen Verlangerung des Gefallprothesenendes mit der
Endotheloberflache. Die weiteren Messpunkte hatten einen Abstand von 0,15

mm.

Die vertikale Auftragung der im Langsschnitt sichtbaren Enden der Prothesenwand auf
das Endothel ergeben den ersten Messpunkt proximal (Ferse) und distal (Haube) der

distalen Anastomose. Von diesem Punkt ausgehend folgten die drei weiteren
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Messpunkte in einem Abstand von je 0,15 mm proximal der Ferse und distal der Haube
(siehe Abb. 2.6).
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3. Ergebnisse

3.1. Ergebnisse der Flussrate und der Offenheitsrate

Die Flussratenergebnisse und die Offenheitsrate sind fur die qualitative Einordnung
eines Bypasssystems notwendig, da durch koagulative Ablagerungen und An-
sammlungen von Zellbestandteilen (Pseudointima) die Strdmungsverhaltnisse einer

Gefaliprothese und damit die Frihverschlussrate wesentlich beeinflusst wird.

Abb. 3.1: Koagulative Ablagerungen und Bestandteile einer Pseudo-

intima in einer Gefal3prothese.
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In Gruppe 1 (9 native PTFE-Bypasse) kam es innerhalb von 6 Wochen bei drei
Versuchstieren zum vollstandigen Prothesenverschluss (67% Offenheitsrate) (siehe
Abb. 3.2a), in Gruppe 2 (10 PLA-beschichtete Bypasse) dagegen zu einem (90%
Offenheitsrate). In Gruppe 3 (12 PEG-Hirudin/lloprost-Bypasse) behielten alle Gefal3-
prothesen ein durchgéngiges Lumen (100 % Offenheitsrate, p = 0,08) (siehe Abb. 3.2b).

Fiad
rF £ £
T ELITT &

Abb. 3.2a: Eine nach sechs Wochen explantierte distale Anastomose einer PTFE-Prothese.
Intraluminal des Bypasses sind Pseudointima und thrombotische Ablagerungen sichtbar.

Abb. 3.2b: Die nach dem Versuchsablauf explantierte distale Anastomose eines Hiru-
din/lloprost-Bypasses zeigt ein ablagerungsfreies Lumen.

Die Flussraten der Versuchsgruppen nach Implantation der GefalRprothesen im distalen
Anastomosenbereich zeigen untereinander nur geringe Unterschiede und bewegen sich
in einem Ausmal, der fir die groRen Arterien im Femoralbereich typisch ist. Es ergaben
sich fur die drei Versuchsgruppen vergleichbare Mittelwerte zwischen 95 und 115
ml/min (105 £ 2 ml/min, n.s.) (siehe Abb. 3.3).
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Abb. 3.3: Postimplantative Messergebnisse der Flussratenbestimmung

in ml/min (Ordinate) hinter den distalen Anastomosen der drei
Versuchsgruppen. Abszisse: PTFE = PTFE-Gruppe 1; PDLLA =
PLA-Gruppe 2; Hirudin/llo = Hirudin-lloprost-Gruppe 3; Punkte zei-

gen Mittelwerte; Fehlerbalken zeigen die Standartabweichung.

Der Vergleich der nach Implantation gemessenen mit denen nach 6 Wochen erhobenen
praexplantativen Flussraten (siehe Abb. 3.3 und 3.4) zeigt relativ konstante Ergebnisse
in der Gruppe 3, wahrend die Werte der Gruppen 1 und 2 signifikant niedriger zu ihren
postimplantativen Werten sind. Der Mittelwert der Gruppe 1 erreichte nach einem
postimplantativen Flow von 100 £ 19 ml/min einen praexplantativen Wert von 32 + 22
ml/min, wahrend es in Gruppe 2 zu einem Flussabfall von 111 £ 30 ml/min auf 26 + 21

ml/min kam.
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Abb. 3.4 Praexplantative Messungsergebnisse der Flussratenbestimm-

ung. Diese Abbildung zeigt auf der Ordinate die Mittelwerte der
Flussraten (ml/min) in den BlutgefaRen nach sechs Untersuchungs-
wochen und die dazugehdrigen Konfidenzintervalle. Die Abszisse
ordnet nach PTFE-Gruppe 1, PLA-Gruppe 2 und Hirudin-lloprost-
Gruppe 3.

In den Gruppen 1 und 2 zeigte sich eine ausgepragte Pseudointimabildung, die in allen
Fallen zu einer subtotalen Stenosierung und zu einem signifikanten Flussraten-
unterschied gegenuber Gruppe 3 gefuhrt hatte (siehe Abb. 3.2 und 3.6). Im Langsschnitt
der PTFE-Gefal3prothese in Abbildung 3.5 wird sichtbar, dass die Ablagerung von
Zellbestandteilen oder koagulativen Zusammenschlissen innerhalb weniger Tage mehr
als 50% des Prothesenlumens einengen und die Flussrate empfindlich minimieren
konnen. Gruppe 3 erreichte nach einem postimplantativen Flow von 95 £ 30 mil/min
einen Endwert von 86 + 37 ml/min. In dieser Gruppe kam es lediglich zu einer

dunnen transparenten Pseudointimabildung.
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Abb. 3.5: Pseudointima und koagulative Ablagerungen in einer
PTFE-GefalRprothese. L = Lumen, PTFE = PTFE - Pro-
these, Pl = Pseudointima.

GefalRprothese mit Pseudointima (Rasterelektronen-

mikroskop mit 200-facher Vergrof3erung).
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Abb. 3.7:

Innenflache einer unbeschichteten PTFE-GeféRpro-
these im Rasterelektronenmikroskop (1000-fache
VergroRerung). Die Unebenheit der Blutkontaktseite
fuhrt zu erhéhter Thrombogenitat und vergrélRertem

Strémungswiderstand.

Abb. 3.8:

Innenflache einer PTFE-GeféalRprothese, welche mit
Hirudin und lloprost angereichertem Polylaktid be-
schichtet wurde (1000-fache VergréRerung im Raster-

elektronenmikroskop).
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3.2. Ergebnisse der Intimahyperplasie

Die Intimahyplasie (IH) ist als die H6he der Schicht zwischen GefalRslumen und Lamina
elastica interna definiert. Die Resultate der 3 Versuchsgruppen sind in den Tabellen 2
bis 4 dargestellt. In allen Bypassgruppen nahm die Intimahyperplasie kontinuierlich mit
dem Abstand zur Anastomose ab. Die Ausbildung der IH in den Hauben-Bereichen war
starker ausgepragt als in den Fersen-Bereichen. In allen Fallen war die ausgebildete IH
in den Bypassen ohne antithrombotische Beschichtung starker als die der Gruppe mit
PEG-Hirudin/lloprost-Beschichtung.  Wenn  statistisch  signifikante  Unterschiede
zwischen den Gruppen auftraten, dann waren sie stets auf die zentralen Regionen der

IH-Flachen der Hauben-Bereiche begrenzt.

Abb. 3.9a: Intimahyperplasie einer A. femoralis eines Lauferschweins im Hauben-Bereich

distal einer PTFE-GefaBprothese (10-fach vergrofZert).
Abb. 3.9b: Intimahyperplasie einer A. femoralis distal eines PLA-Bypasses (20-fach
vergroéfert).

Die Ergebnisse im Hauben-Bereich der zum Bypass distal liegenden A. femoralis
zwischen Gruppe 1 (unbeschichteten PTFE-Prothesen) und Gruppe 2 (PLA-be-
schichteten Prothesen) zeigten keinen signifikanten Unterschied. Beide Gruppen
erreichten héhere Werte als Gruppe 3 (PEG-Hirudin/lloprost). Die Werte der Gruppe 3

beschrieben im Vergleich mit den Gruppen 1 und 2 einen signifikanten Unterschied.
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Zwischen den Gruppen 1 und 3 ergab sich ein p-Wert von 0,03. Die Intimahyperplasie
auf Hohe der Anastomosennaht zeigte hier einen signifikanten Unterschied. Zwischen
den Gruppen 1 und 2 bestand kein signifikanter Unterschied. Auch zwischen den

Gruppe 2 und 3 ergab sich kein signifikanter Unterschied.

Abb. 3.10a: Intimahyperplasie distal einer Hirudin/lloprost-Anastomose im Fersen-Bereich (10-

fache VergréRRerung).
Abb. 3.10b: Intimahyperplasie distal einer PTFE- Anastomose im Fersen-Bereich (10-fache
VergrofRerung).

Die IH im Fersenbereich der Gruppe 1 war starker ausgepragt als in Gruppe 2, wahrend
Gruppe 3 die geringste Tendenz zur Ausbildung zeigte. Diese Tatsache wird in den
Abbildungen 3.10a und 3.10b sichtbar. Der Vergleich aller drei Gruppen zueinander
zeigte keine signifikanten Unterschiede.

Die IH aller drei Gruppen im Bodenbereich lagen in einem viel geringeren
Grolenbereich. Der Bodenbereich liegt unterhalb der Einstrombahn aus der Prothese
und stellt ein groReres Endothelgebiet dar, auf dem sich die hyperplasiepotenzierenden
Krafte gleichmaRiger verteilen, als auf den schmaleren Angriffsflachen des Hauben- und
Fersenbereichs (siehe Abb. 2.5). Die Hyperplasiewerte der Gruppe 3 waren hier
geringflgig starker ausgepragt, als die der Gruppe 1, wahrend Gruppe 2 die héchsten
Werte zeigte. Diese Hohenunterschiede werden in den Abbildungen 3.11a und 3.11b
veranschaulicht. Der Vergleich aller drei Gruppen zueinander zeigte keine signifikanten

Unterschiede.
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Abb. 3.11a: Boden-Bereich einer A. femoralis distal einer Hirudin/lloprost-Prothese (10-fache
Vergroferung).

Abb. 3.11b: Boden-Bereich einer A. femoralis distal einer PLA-Prothese (10-fache Ver-
groéRRerung).

3.3. Laborparameter

Laborparameter wurden vor jeder Implantation, bei den wdchentlichen Untersuchungen
und vor der Prothesenexplantation bestimmt, unter denen die aktivierte partielle
Thromboplastinzeit (aPTT) fur den Ausschluss einer systemischen Wirkung des PEG-
Hirudins besondere Bedeutung besal3. Innerhalb der klinischen hamatologischen und
hamostatischen Parameter ergaben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede.

Das Blutsystem der Lauferschweine ist mit den Ausmal3en seiner Blutparameter und
seiner Blutbildung dem des Menschen sehr ahnlich und erlaubt die Anwendung
humaner Referenzwerte. Die Versuchstiere wurden in zwei Gruppen aufgeteilt. Gruppe
1 enthielt alle Tiere ohne eine antithrombotische Beschichtung (PTFE- und PLA-
Bypasse) und Gruppe 2 alle Tiere mit den antithrombotischen Wirkstoffen Hirudin und

lloprost im PLA.

Die aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT) der Gruppen 1 und 2 zeigte im
Untersuchungszeitraum mit p-Werten zwischen 0,56 und 0,90 keinen statistisch
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signifikanten Unterschied (siehe Tab. 6). Wahrend Gruppe 1 Werte zwischen 29 + 6 sec
und 32 £ 2 sec ergab, zeigte Gruppe 2 Werte zwischen 29 £+ 5 sec und 34 + 12 sec. Die
aus der Prothese freigesetzten antikoagulativen Substanzen wirkten somit nur lokal und
es konnte eine systemische Wirkung ausgeschlossen werden.
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Abb. 3.12: Mittelwerte der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit

(@aPTT) der Versuchsgruppen 1 und 2 (Ordinate) im zeitlichen
Verlauf. Punkt O der Abszisse markiert die praoperative
Blutentnahme. Die Punkte 1 bis 5 markieren die Untersuchungs-
wochen 1 bis 5. Punkte und Linien zeigen Mittelwerte,
Fehlerbalken die Standardabweichungen.

Die Mittelwerte der Thromboplastinzeit (TPZ) der Gruppe 1 lagen zwischen 95 + 13 %
und 106 + 15 %, die der Gruppe 2 zwischen 90 + 7 % und 105 + 18 % (siehe Tab. 5).
Zwischen beiden Gruppen zeigte sich kein signifikanter Unterschied.
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Abb. 3.13: Mittelwerte der Thromboplastinzeit in Prozent (Ordinate) der

Versuchsgruppe 1 und 2. Punkt O der Abszisse zeigt die Werte
der praoperativen Blutentnahme. Es folgen die Werte der Nach-
untersuchungen der 1. bis 5. Woche. Punkte und Linien zeigen

Mittelwerte, Fehlerbalken zeigen die Standardabweichungen.

Abbildung 3.14 und Tabelle 7 zeigen die Mittelwerte der Thrombozytenzahlen, unter
denen Gruppe 1 mit einer Ausnahme stehts hohere Thrombozytenzahlen aufwies als
Gruppe 2. Die Thrombozytenzahlen der Gruppe 1 lagen zwischen 446 + 269/nl und 669
+ 222/nl, die der Gruppe 2 zwischen 460 + 134/nl und 547 % 206/nl. In der vierten
postoperativen Woche ergab sich fur die Gruppe 1 ein Wert von 639 + 74/nl und flr
Gruppe 2 von 492 + 118/nl. Der p-Wert lag hier bei 0,03 und beschrieb einen

signifikanten Unterschied. Die verbleibenden p-Werte blieben nicht signifikant.
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Abb. 3.14: Mittelwerte der Thrombozytenzahl/nl der Versuchsgruppe 1

und 2 (Ordinate). Punkt O der Abszisse beinhaltet die pra-
operative Blutentnahme. Es folgen die Werte der wéchent-
lichen Nachuntersuchungen der 1. bis 5. Woche. Punkte und
Linien zeigen Mittelwerte, Fehlerbalken zeigen die Standard-

abweichungen.

Die Mittelwerte der Leukozytenzahlen aus Abbildung 3.15 und Tabelle 1 zeigen fur
Gruppe 2 hohere Mittelwerte im Vergleich zur Gruppe 1. Bis auf den praoperativen Wert
der Hirudin-Gruppe von 20 * 2/nl befinden sich die Werte im Referenzbereich.
Gruppe 1 zeigte einen praoperativen Wert von 19 + 4/nl und an den postoperativen
Untersuchungstagen Werte zwischen 13 + 2/nl und 16 = 5/nl. Gruppe 2 zeigte Werte
zwischen 17 £ 3/nl und 20 + 4/nl. Die Ergebnisse beider Gruppen weisen nur geringe
Differenzen auf und kdnnen infektiose Geschehen im Untersuchungszeitraum
ausschlieflen. Die hohen Mittelwerte beider Gruppen am Operationstag lassen sich am
ehesten auf den Stress der Narkoseeinleitung zurtckfihren. Zwischen den Gruppen

besteht kein signifikanter Unterschied.
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Abb. 3.15:

Gruppen
W1 (N=7)
W2 (N=8)
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Untersuchungswochen

Mittelwerte der Leukozytenanzahl/nl der Gruppe 1 und 2 (Ordinate).
Messwerte des Punktes O der Abszisse beinhalten die praoperative Blut-
entnahme. Messwerte der Punkte 1 bis 5 sind die Blutentnahmen der

folgenden Untersuchungswochen. Punkte und Linien zeigen Mittelwerte,
Fehlerbalken zeigen Standardabweichungen.
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4. Diskussion

Diese Studie zeigt, dass die antithrombotische Beschichtung von femoralen Bypassen
mit 8%-igem PLA, 5%-igem PEG-Hirudin und 1%-igem lloprost im Verlauf von 6
Versuchswochen bei Lauferschweinen zu einer Offenheitsrate von 100% und zu einer
Verringerung der Intimahyperplasie fuhrt, wahrend die Versuchsgruppe mit einer PLA-
Beschichtung eine Offenheitsrate von 90% und die Gruppe ohne Beschichtung 67%
erreicht. Im Zusammenhang mit den Beschichtungssubstanzen konnten keine
systemischen Wirkungen beobachtet werden.

Die Resultate dieser Studie sind besonders relevant bei der Beobachtung der grof3en
Varianz der Behandlungsergebnisse von langstreckigen Beinarterienverschlissen
mittels Anlage eines femoro-distalen Bypasses. Postoperativ zeigt sich hierbei eine
hohe Fruhverschlussrate, die durch Entwicklung von Bypassen mit verminderter
Thrombogenitat und verbesserten Stromungseigenschaften gesenkt werden soll.
Obwohl Gefaldprothesen aus Kunststoff das Mittel der Wahl beim Ersatz der grof3en
Korperarterien sind, ist die autologe Vene das bevorzugte Bypassmaterial bei der
operativen Versorgung der peripheren arteriellen Verschluss-Krankheit der unteren

Extremitat '+ 6 17 18

. Sie besitzt eine geringere Thrombogenitat, eine hohere
.Resistenz* gegenuber niedrigen Flussraten und zeigt selteneres Auftreten der
myointimalen Hyperplasie '* '®. PTFE ist dem autologen Material im Vergleich der
Offenheitsrate im Frih- wie auch im Langzeitversuch klar unterlegen und macht eine
starkere antikoagulative Therapie notwendig '® .

40% der Patienten verfugen nicht mehr Uber eine korpereigene Vene und sind deshalb
auf alloplastische Alternativen angewiesen, um die Extremitat zu erhalten oder eine
schmerzhafte Gehstreckenverkiirzung zu therapieren '*. Es existieren verschiedene
Verfahren, die Nachteile der PTFE-Prothesen mit ihrer hohen Thrombogenitat zu

senken 1.
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4.1. Endothelzellbeschichtung

Forschungsgruppen beschaftigen sich seit einigen Jahren intensiv mit dem Auftragen
von Endothelzellen auf Bypassinnenflachen ** *¢. Es existieren keine Hinweise, dass
durch Zellbeschichtung die Fruhverschlussrate gesenkt oder die Intimahyperplasie
effektiv aufgehalten werden kann. Es wird versucht PTFE- oder Dacronprothesen mit
Endothel zu besiedeln, um die Thrombogenitat der Materialien zu verringern und die
Offenheitsrate zu verbessern °* % ®_Die mangelnde Anheftung der Zellen, die durch
den hohen Scherstress im Inneren einer Arterie immer wieder von der Wand abgerissen
wurden, stellt dabei das groRte Problem dar . Eine sichere Anheftung der Zellen ist
Gegenstand intensiver Forschungsbemiihen % ®°. Das Vorbeschichten (Precoating) mit
Fibronectin ist hierfur die sicherste Methode.

Die Endothelzellbesiedelung ist jedoch sehr zeitaufwendig und kostenintensiv, da
Endothelzellen von Patientenvenen gewonnen werden und erst nach mehreren Wochen
in die bearbeiteten Bypasse implantiert werden kénnen ®. AuRerdem ist ein Abklemmen
von zellbeschichteten Bypassen nicht moglich ohne die Zellschicht zu zerstéren. Das
erklart auch die weiterhin mangelnde klinische Relevanz. Da Wirkungsnachweise

momentan fehlen, muss der Nutzen dieses Verfahrens sehr kritisch hinterfragt werden.

4.2. Heparinbeschichtung

Bei der Reduzierung der Thrombogenitat von PTFE-Bypassen durch pharmakologische
Modifikation der Blutkontaktflache, wurden bereits die antikoagulativen Substanzen
Heparin, Dipyridamole und Hirudin wissenschaftlich eingesetzt *> °* ®_ Die ersten
klinischen Versuche mit Heparin beschichteten PTFE-Bypassen waren viel-
versprechend, da Heparin Thrombin hemmt, die Thrombozytenaggregation mindert und
gleichzeitig die Muskelproliferation reduziert ®” ®®. Die Heparin-Einbindung in die PTFE-

Prothese zeigte im Tierversuch eine Verringerung von thromboembolischen Mikroemboli
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% Aber die Differenz zwischen heparinbeschichteten und unbeschichteten Bypassen
war auch nach 5 Jahren Versuchszeitraum statistisch nicht signifikant > ¢ 7°. Nachteilig
an der antithrombotischen Wirkung des Heparins war die Notwendigkeit des
Antithrombins Il und die ungenugende Effektivitat gegen bereits in Thromben
gebundenes Thrombin €. Klement et al. versuchten das Wirkspektrum durch zusétzliche
Anbindung von Antithrombin-Komplexen an die Blutkontaktfliche zu erhéhen 8. Trotz
der verbesserten antithrombotischen Wirkung in dieser Studie, blieben die Heparin
induzierte Thrombopenie (HIT) mit dem Risiko thrombopenischer Komplikationen und
das aufwendige und kostenintensive Beschichtungsverfahren wesentliche Nachteile .

Das aus der Beschichtung geldste Heparin kann bei dem HIT-Patienten zu Blutungen
und thrombo-embolischen Komplikationen fuhren. Eine Inzidenz fur das Auftreten dieser
Krankheit bei gefaRchurgischen Patienten wird zwischen 2% und 21% beschrieben " %
73 Zudem besitzt das locker an die Prothesenwand gebundene Heparin nur eine kurze
Verfiigbarkeit "*. Eine hohe Anfilligkeit gegeniiber Komplikationen verbunden mit den
Gesundheitsrisiken macht den Einsatz von heparinbeschichteten Gefal3prothesen

bislang zu einem unsicheren und ineffektiven Therapiekonzept.

4.3. Hirudin und lloprost in der Poly(D,L-)laktid-Beschichtung

Die in dieser Studie verwendete Kombination aus Hirudin und lloprost, verbunden mit
einer Beschichtungstechnik, die ein gleichmalliges und kontinuierliches Herausldsen der
Substanzen ins Bypasslumen garantiert, stellt zum Heparin eine sichere und
antikoagulativ wirksamere Alternative dar %,

Das antithrombotische Wirkprinzip des Prostacyclin-Analogons Hirudin (Hirudo
medicinales) besteht aus der direkten Inaktivierung des Thrombins, sowohl des frei
gelosten als auch des in Thromben gebundenen. Hirudin hemmt nicht parallel die
Thrombozytenaggregation wie das Heparin, wirkt aber spezifischer bei der
Ausschaltung des Thrombins und greift weniger zeitaufwendig in die Gerinnungs-

kaskade ein. Eine Notwendigkeit des Antithrombins Il besteht nicht.
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Forschungsgruppen wie Prietzel et al. und Gallo et al. zeigten mit ihren Studien schon
vor etlichen Jahren, dass Hirudin die Intimahyperplasiebildung deutlich reduziert > 7®.
Die rekombinante Form des Hirudins hat sich im Tiermodel als besonders effektive
Prophylaxe gegen arterielle Thrombosen herausgestellt 7’. Dessen Konjugation mit
Polyethylene Glycol (PEG) verlangert die Wirkungsdauer signifikant "®. Bossavy et al.
beschrieben die antithrombotische Uberlegenheit des Hirudins gegeniiber dem Heparin
79

lloprost (llomedin®) zeichnet sich vor allem durch eine starke Inhibition der
Thrombozytenaktivitat und ihrer Aggregation aus und hat sich bereits in der Behandlung
von arteriellen Durchblutungsstdrungen bewahrt 2. Zusammen mit seinem starken
vasodilatativen Effekt konnte es in Studien von Heise et al. periphere Bypasse mit
negativem Verlauf giinstig beeinflussen °® 8'. Zudem zeigte sich unter dem Einfluss von
lloprost ebenfalls eine Reduzierung der Intimahyperplasie %% 2.

Die Kombination der beiden Wirkstoffe unterbindet die lokale Thrombosekaskade an
zwei wichtigen Stellen und fuhrt zu einem synergistischen Effekt, der in Versuchen am
lebenden Organismus und in vitro aufgezeigt wurde. In etlichen Studien, in denen die
Intimahyperplasie unter dem Einsatz von Hirudin und lloprost gehemmt wurde, konnten
die antiproliferativen Fahigkeiten bestatigt werden. 6 8% 85 86,87, 88

Herrmann et al. inkorporierten PEG-Hirudin (5%) und lloprost (1%) in die bio-
resorbierbare Tragersubstanz (Polylactid-Saure, PLA) von Koronararterien-Stents.
Anhand der spezifischen Marker fur aktivierte Koagulation (Prothrombin-Fragment 1-2
und Thrombin-Antithrombin Ill, TAT) konnte der Unterschied dieses Verfahrens zur
unbeschichteten Stent-Kontrollgruppe aufgezeigt werden. Die unbeschichteten Stents
waren vollstandig mit einem Blutkoagel besetzt und zeigten eine starke Erhdhung der
Koagulationsmarker, wahrend die beschichteten Stents frei von Thromben blieben und
wesentlich geringere Koagulationsmarkerwerte zeigten % 8°,

Die Kombination aus Hirudin und lloprost zeigte auch in weiteren Studien einen
komplikationslosen und prazisen Einsatz, der sich auflerdem durch eine geeignete

Kompatibilitat zur Tragersubstanz PLA auszeichnete .
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In dieser Studie wurde eine Polylaktid-Polymer-Beschichtungstechnologie genutzt, die
schon in anderen Forschungsprojekten im Gebiet der kardiovaskularen und unfall-
chirurgischen Medizin erfolgreich angewendet wurde 5 5 %6,

Sie gewahrleistet durch Glattung die Reduzierung der Thrombogenitat und bietet die
Méoglichkeit einer sicheren und gleichmafigen Wirkstofffreigabe aus der Oberflache.
PLA wird im Blutkreislauf zuverlassig abgebaut und kann so die inkorporierten
antithrombotischen Substanzen in Abhangigkeit von der Schichtdicke kontinuierlich Uber
mehrere Wochen und Monate freisetzen %°. Sowohl durch den hydrolytischen Abbau der
Tragersubstanz als auch durch direkte Diffusion aus der Beschichtung wird lokal ein
konstant hoher Wirkspiegel fur den postoperativen Zeitraum erreicht, in dem die
Frihverschlussrate am hdchsten ist *°. Das Ausbleiben von systemischen Neben-
wirkungen durch die geringe erforderliche Wirkstoffmenge und deren kontrollierte
Freisetzung erweist sich dabei als Vorteil °*. Die Verhinderung einer lokalen Thrombose
bei diesem Versuchsaufbau konnte bereits in einem Niedrigfluss-Modell (Lowflow-
Modell) gezeigt werden. Hermann et al. konnten im ex vivo Versuch am menschlichen
Flussmodell zeigen, dass allein die Glattung einer metallischen Stent-Innenflache durch
die PLA-Beschichtung eine Reduzierung der Thrombogenitat bewirkt °°. Auch bei
anderen Forschungsgruppen zeigte das PLA eine gute Vertraglichkeit im Organismus
und ein Nichtauftreten von negative Reaktionsprozessen ** °°. Schmidmaier et al.
fuhrten eine Studie durch, in der die =zur Frakturbehandlung eingesetzten
Knochenimplantate mit PLA Uberzogen wurden, in welches Wachstumsfaktoren (insulin
like growth factor-I [IGF-I] und transforming growth factor-p1 [TGF-R1]) inkorporiert
waren. Auch auf diesen Materialien (Titanium und Stahl) bestand eine gute
mechanische Stabilitdit des PLA. Nach der Explantation zeigte sich im Elektronen-
Mikroskop, dass die PLA-Schicht ohne Beschadigungen immer noch auf der gesamten
Implantatsoberflache haftete. Nach 6 Wochen waren von der Tragersubstanz (in-vitro
und in-vivo) etwa 8% abgebaut und aus ihr hatten sich durch Diffusion und Erosion in 42
Tagen 3% der Wachstumsfaktoren geldst. Es bestanden hierbei eine gute Ver-
traglichkeit des sterilisierbaren PLA im lokalen Gewebe und die Wirksamkeit der
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inkorporierten Substanzen durch osteoinduktive Effekte °*. Auch andere Studien

zeigten, dass sich diese Beschichtungsmethode und die angewendete Tragersubstanz
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fur den klinischen Gebrauch eignen und eine zuverlassige Wirkung der Wirkstoffe
garantiert werden kann °°.

Bei diesem Verfahren wurden keine lokalen oder systemischen Effekte der Bypass-
beschichtung beobachtet. Es zeigten sich weder lokale inflammatorische Zeichen, noch
verminderte Einheilung des Bypasses ins subkutane Gewebe oder periprothetische
Reaktionen. Die lokale Substanzlésung minderte nicht die systemische Koagulation,

blieb auf die Bypassoberflache beschrankt und somit nebenwirkungsfrei.

4.4. Das Tiermodell

Da bei der Entstehung einer lokalen Thrombose innerhalb eines Bypasses komplexe
hamodynamische Vorgange eine Rolle spielen, welche in vitro nicht simulierbar sind, da
der distale Abstrom des Bypasses in seiner Komplexitat bisher nur annahernd
nachempfunden werden konnte, wurde fir die Fragestellung dieser Studie ein Tier-

modell notwendig *'.

Zudem existieren unter Berucksichtigung unterschiedlicher
Offenheitsraten und der Effektivitat im Hinblick auf eine Intimahyperplasie keine
Alternativen zum Tierversuch. Obwohl die zur Beschichtung verwendeten Medikamente
im humanen Bereich eingesetzt werden, ist ihre Wirkung auf eine Intimahyperplasie-
bildung und die Vermeidung einer lokalen Thrombose im Zusammenhang mit einer
peripheren Bypassanlage bisher nicht untersucht worden und auch nicht mit Zellkulturen
zu ermitteln *°.

Fur diese Studie wurde das Schweine-Modell gewahlt, da das tierische Kreislaufsystem
mit dem humanen weitestgehend vergleichbar ist. Das Gerinnungssystem ist dem
Menschen sehr ahnlich und neigt nicht zu Hyperkoagulationszustanden, wie es zum
Beispiel bei Hunden der Fall ist °"" ®2. Auch der Aufbau der menschlichen Arterien ist
kaum von dem der Schweine zu differenzieren (siehe Abb. 4.1). Tunica intima, Tunica
media und Tunica externa haben vergleichbare Schichtstarken und sind durch gut
anfarbbare Trennschichten (Membrana elastica externa und interna) von einander zu

unterscheiden. Die durch Bypassanlagen entstehende Intimahyperplasie tritt konstant in
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dem MaRe auf, wie es auch beim Menschen der Fall ist ** ®'. Auch der Blutfluss in der
A. femoralis von durchschnittlich 100 ml/min und deren inguinaler Gefalddurchmesser
von durchschnittlich 4 mm gehért zu den Gemeinsamkeiten zwischen Schweine-Modell
und humanem Blutsystem °®. Die Verwendung einer distalen End-zu-Seit-Anastomose
diente der Erstellung eines Flussmodels, welches besonders flr eine neointimale

Hyperplasie anfallig ist % 9.

Abb. 4.1: Aufbau der Arterienwand (A. femoralis) eines 20 Wochen alten Lauferschweins

(Verhoeff- und van Gieson-Farbung). 1a = Intima; 1b = Membrana elastica interna; 2a =
Media; 2b = Membrana elastica externa; 3 = Adventitia

Nachteilig zeigte sich das hohe Risiko einer peripheren Infektion und der Ausbildung
von Wundabszessen. Auch die geringe Fallzahl sollte fir héhere Aussagekraft bei

weiterfiuhrenden wissenschaftlichen Arbeiten vergréRert werden.
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Die drei Vergleichsgruppen dieser Studie bestanden aus Gruppe 1 mit
unbehandelten PTFE-Prothesen (N = 9), Gruppe 2 mit PLA-beschichteten PTFE-
Prothesen (N = 10) und Gruppe 3 mit Hirudin und lloprost in der PLA-Beschichtung
(N=12).

4.5. Laborparameter und Messergebnisse

Die Flussraten der Versuchsgruppen nach Implantation der GefalRprothesen bewegten
sich im typischen Bereich von Femoralarterien. Die Gruppen 1 und 2 zeigten nach 6
Wochen signifikant niedrigere Werte, wahrend Gruppe 3 relativ konstante Flussraten
behielt. Schon innerhalb der ersten Wochen wurden haufig fortschreitende
Stenosierungen durch Pseudointimabildung und koagulative Ablagerungen im
Ultraschall sichtbar. Da mitunter in den Untersuchungswochen falsch negative
Ergebnisse entstanden, blieb die Ultraschalldiagnostik dennoch eine unsichere
Methode, um die Bypassoffenheit zu verifizieren. Trotz hoher Storanfalligkeit der
Ultraschallflussmesssonden blieb die Messung der Flussrate die wichtigste Methode,
die Offenheit der Arterien zu bestimmen. Durch die Ergebnisse dieser Studie konnte der
Nutzen einer antikoagulativen Beschichtung mit antithrombotischer Wirkstofffreigabe in

Gefalprothesen bestatigt werden.

Der Vergleich der Intimahyperplasiewerte der Gruppen 1 und 2 zeigen, dass PLA die
Innenflachen glattet, Stromungsturbulenzen und Thrombogenitat reduziert und die
Intimahyperplasie in Hauben- und Fersenbereichen vermindert. Unerklarlich zeigt sich
dagegen die geringere Intimahyperplasie im Bodenbereich der Gruppe 1 gegenuber
Gruppe 2. Alle Mittelwerte der ersten Messpunkte des Boden-, Hauben- und Fersen-
bereiches der Gruppe 2 waren wesentlich starker ausgepragt, als die der Gruppe 3. Das
zeigt, dass allein die antithrombotische und stromungsverbessernde Beschichtung nicht
ausreicht um die Intimahyperplasie maximal zu senken. Deshalb bleibt PLA den

alternativen Beschichtungsmaterialien durch seine zusatzliche Wirkstoffkompatibilitat
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uberlegen. Die Kombination aus Prothesenglattung und dem Einsatz von
antithrombotischen Substanzen wurde durch die signifikanten Unterschiede in allen drei

Endothelbereichen verdeutlicht.

Da etliche Versuchstiere sowohl eine unbeschichtete als auch kontralateral eine
antithrombotisch beschichtete Gefallprothese erhielten, war die aktivierte partielle
Thromboplastinzeit (aPTT) ein wichtiger Parameter zur Diagnostizierung einer
systemischen Wirkung der aus dem PLA freigesetzten Substanzen. Diese hatte den
Ausschluss dieser Tiere aus der Studie zur Folge gehabt, da Offenheitsrate und
Intimahyperplasiestarke der Gruppen 1 und 2 beeinflusst worden waren. Da aber alle
Mittelwerte der Gruppen den Referenzbereich nicht Uberschritten, konnte dies

ausgeschlossen werden.

4.6. Anwendungsmoglichkeiten fur die klinische Praxis

Die Beschichtung mit PEG-Hirudin und lloprost konnte in dieser Studie die Thrombo-

% Ohne Nebenwirkungen und ohne Beeinflussungen der

genitat effektiv senken
physiologischen Koérperfunktionen wurden die wichtigsten negativen Einflussgrof3en der
Offenheitsrate reduziert. Die Intimahyperplasie bleibt der initiale kritische Schritt, der das
rasche Fortschreiten eines GefaRverschlusses maRgeblich beeinflusst . Denn 50%
aller in den Koronarkreislauf implantierten Vv. saphenae werden nach 10 Jahren vor
allem durch diesen Mechanismus verschlossen %. Obwohl die kdrpereigene Vene das
Mittel der Wahl beim Uberbriicken von Koronarverschliissen bleibt, gibt es oft keine
Alternative zum synthetischen Bypass, da bei 40% der Patienten eine entsprechende
Vene nicht mehr verfligbar ist 20 Wahrend bei den transplantierten Kérpervenen nach 3
Jahren noch Uber 70% offen sind, ist es bei den PTFE-Prothesen gerade noch eine
Rate zwischen 10 und 34% " '® ' Die synthetische GefaRprothese ist im klinischen
Alltag dennoch zu einer Notwendigkeit geworden, obwohl die genannten Nachteile

bekannt sind. Deshalb sollte eine randomisierte klinische Studie mit Uberzeugenden
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Ergebnissen und fehlenden Nebenwirkungen so bald als mdglich in der Gefalichirurgie
aufgegriffen werden, um in humanen Studien die klinische Uberlegenheit gegeniiber
unbeschichteten Bypassen nachzuweisen. Das unkomplizierte Beschichtungsverfahren
dieser Studie erleichtert den Eingang in den klinischen Anwendungsbereich. Uberall wo
kleinlumige Bypasse notwendig werden, wie im Koronarsystem oder der Korper-
peripherie, ist dieses System einsetzbar und kann die sonst schwerwiegenden Folgen
der Gefalprothesenimplantation mit erhdhter Morbiditdts- und Amputationsrate re-

duzieren 2.
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5. Zusammenfassung

Oft gibt es in der Gefalichirurgie beim GefalRersatz keine Alternative zur synthetischen
Gefalprothese, wenn kdrpereigene Venen pathologisch verandert sind oder bereits fur
Transplantationen verwendet wurden, auch wenn deren héhere Thrombogenitat zu
einer gesteigerten Fruhverschlussrate fuhrt. In der vorliegenden Studie wurden PTFE-
Gefalprothesen mit Poly(D,L-)Laktid (PLA) beschichtet, in welches die beiden anti-
thrombotischen Wirkstoffe PEG-Hirudin und lloprost eingearbeitet waren. Hirudin
deaktiviert gezielt Thrombin in der Gerinnungskaskade und lloprost verhindert die
Agglutination von Thrombozyten und reduziert die Intimahyperplasie 8 8 8¢ 8 PLA ist
eine Substanz, die nicht nur die Innenflachen alloplastischer Gefaliprothesen glattet und
die Stromungsbedingungen verbessert, sondern auch im Blutsystem gleichmaRig
resorbiert wird, so dass inkorporierte Substanzen kontinuierlich Gber mehrere Wochen
abgegeben werden. So kann eine lokale Thrombosierung des Bypasslumens verhindert
und die Intimahyperplasie, der auf die Anastomose folgenden Gefaldabschnitte,
wesentlich reduziert werden °® %°. Eine systemische Wirkung der Substanzen konnte
ausgeschlossen werden. Die drei Versuchsgruppen von Lauferschweinen, die sich
durch ihre Ahnlichkeit des Blutsystems zum Menschen gut fiir gefaRchirurgische
Studien eignen, bestanden aus Versuchstieren, denen entweder unbeschichtete PTFE-
Prothesen (Gruppe 1), mit Polylaktid (PLA) beschichtete Prothesen (Gruppe 2) oder
Prothesen, die mit PLA und inkorporiertem Hirudin und lloprost beschichtet waren
(Gruppe 3), innerhalb der A. femoralis inguinal implantiert wurden. Diese Studie zeigte,
dass schon nach 6 Wochen durch alleinige PLA-Beschichtung die Thrombogenitat und
die Stromungsturbulenzen gesenkt und die Intimahyperplasie im Vergleich mit den
unbeschichteten Bypassen reduziert werden konnte. In Gruppe 3 war die
Intimahyperplasie dabei geringer ausgepragt als in Gruppe 2. Die Reduktion der
Thrombogenitat der Bypasse durch die biodegradierbare PLA-Beschichtung von
kleinlumigen PTFE-Prothesen mit PEG-Hirudin und lloprost spiegelt sich in der hohen
Offenheitsrate, der sicheren Hemmung der Pseudointima und der konstanten Flussraten

wider. Alle antithrombotisch beschichteten Bypasse zeigten nur eine geringe Ausbildung
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der Pseudointima, wahrend diese an den Anastomosen der Gruppen 1 und 2 mitunter
zu einem vollstandigen Verschluss und zu einer gravierenden Senkung der Flussrate
fihrte.

Diese Beschichtungsmethode senkte nicht nur die Thrombogenitat der Innenflachen, die
damit korrelierende Fruhverschlussrate und die Ausbildung einer Pseudointima, sondern
auch die intimale Hyperplasie in den distalen Anastomosen. Die verbesserten
Stromungsbedingungen in den antithrombotisch beschichteten Bypassen zeigte sich vor

allem durch die statistisch signifikant hoheren Flussraten "® 8°

. Diese Ergebnisse
bestatigen den Funktionsmechanismus des PLA und seine verlassliche Freigabe der

antithrombotisch wirksamen Substanzen Hirudin und lloprost.
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7. Tabellen- und Formelanhang

7.1. Tabellen

Tier-Nr./Gr. |leu-0 leu-1 leu-2 leu-3 leu-4 leu-5

116/1 13,8 11,1 8,91 13,2 11,3 13,5
117/1 20,9 17,5 14,6 16,5 15,2
118/1 12,2 14 10,1 12,4 10,6
119/1 15,4 16 16,5 16 15,8
125/1 14,9 14,9

127/1 23,26 28,4 22,3 227

128/1 15,8

Mittelwerte 19,81 16,8 15,26 13,58 16,13 15,08
SD 4,14 5,65 4,79 2,33 4,09 3,54
121/2 17,1 19 13,2 16,83 15,7
122/2 12,8 12,6 10,9 12,1 10,8
123/2 20,4 18,6 20,1 19,5
124/2 19,3 20 24,8 20,4 23,4 20,6
126/2 21,3 17,2 15,1 13,5 17,9 20,3
130/2 23,78 22,79 16,84 23,6 19,8
132/2 23,7 19,5 27,43 23,9 26,7 25,4
133/2 19,7 15,6 18,57 23,73 17 17,3
Mittelwerte 20,9 17,66 20,06 18,22 19,96 18,44
SD 2,43 3,69 4,92 4,97 5,01 4,53
t-Werte -0,39 -0,34 -1,72 -1,92 -1,49 -1,73
P-Werte 0,7 0,73 0,11 0,08 0,16 0,19
Signifikanz  |n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Tabelle 1: Leukozyten (nl) der Versuchstiere der Gruppe 1 (ohne Hirudin/lloprost-

Bypass) und der Gruppe 2 (mit Hirudin/lloprost-Bypass)

Die Tiere wurden nach ihrer Nummer und ihrer Gruppe vertikal geordnet; horizontal sind die Unter-

suchungswochen angegeben: leu-0 = praoperativer Leukozytenwert, leu-1 = Leukozytenwert nach

1 Woche, leu-2 bis leu-5 = Leukozytenwerte der 2. bis zur 5. Woche; SD = Standartabweichung, n.s.

= nicht signifikant.
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2]

Tier-Nr./Gr. |li-di-fl-1  [li-di-fl-2  [li-di-fl-3  |li-di-ho-1 [li-di-ho-2 |li-di-ho-3 [li-di-ho-4 |li-di-he-1 |li-di-he-2 [li-di-he-3 |li-di-he-4
117/PTFE 0,03 0,028 0,026 0,8 0,63 0,5 0,43 0,84 0,7 0,58 0,43
118/PTFE 0,034 0,028 0,023 0,1 0,082 0,066 0,05 0,086 0,076 0,068 0,051
122/PTFE 0,019 0,012 0,0076 1,049 0,067 0,051 0,042 0,106 0,073 0,057 0,03

re-di-fl-1 [re-di-fl-2 |re-di-fl-3 |re-di-ho-1|re-di-ho-2 |re-di-ho-3 [re-di-ho-4 |re-di-he-1|re-di-he-2 |re-di-he-3 |re-di-he-4
116/PTFE 0,057 0,046 0,041 0,19 0,15 0,083 0,065 0,26 0,17 0,073 0,054
117/PTFE 0,046 0,045 0,044 0,27 0,19 0,15 0,13 0,36 0,14 0,14 0,13
119/PTFE 0,035 0,029 0,021 0,39 0,32 0,28 0,17 0,18 0,13 0,1 0,098
125/PTFE 0,08 0,06 0,04 0,59 0,35 0,24 0,19 0,78 0,7 0,5 0,31
Mittelwert 0,04 0,03 0,02 0,48 0,25 0,19 0,15 0,37 0,28 0,21 0,15
SD 0,02 0,01 0,01 0,34 0,19 0,16 0,13 0,31 0,28 0,22 0,15
Tier-Nr./Gr. [li-di-fl-1  |li-di-fl-2  |li-di-fl-3  |li-di-ho-1 [li-di-ho-2 |li-di-ho-3 [li-di-ho-4 |li-di-he-1 [li-di-he-2 |li-di-he-3 [li-di-he-4
116/PDLLA 0,076 0,063 0,055 0,12 0,092 0,046 0,033 0,23 0,12 0,075 0,033
119/PDLLA 0,015 0,014 0,013 0,29 0,11 0,067 0,053 0,26 0,21 0,15 0,098
121/PDLLA 0,041 0,036 0,033 0,12 0,083 0,047 0,031
127/PDLLA 0,19 0,18 0,16 0,24 0,22 0,2 0,15

re-di-fl-1 [re-di-fl-2 |re-di-fl-3 |re-di-ho-1|re-di-ho-2 |re-di-ho-3 [re-di-ho-4 |re-di-he-1 |re-di-he-2 |re-di-he-3 |re-di-he-4
118/PDLLA 0,031 0,025 0,022 0,75 0,56 0,4 0,28 0,44 0,39 0,31 0,21
127/PDLLA 0,21 0,21 0,19 0,82 0,79 0,78 0,63 0,35 0,3 0,25 0,22
128/PDLLA 0,29 0,22 0,14 0,27 0,25 0,21 0,13 0,45 0,43 0,22 0,16
Mittelwert 0,12 0,1 0,08 0,43 0,33 0,28 0,21 0,3 0,25 0,17 0,12
SD 0,1 0,09 0,07 0,27 0,27 0,27 0,22 0,12 0,14 0,1 0,08
t-Wert -1,91 -2,01 -2,07 0,3 -0,61 -0,72 -0,58 0,47 0,22 0,41 0,45
P-Wert 0,08 0,06 0,05 0,76 0,55 0,48 0,56 0,64 0,82 0,68 0,65
Signifikanz |n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Tabelle 2: Intimahyperplasie (mm) der Versuchstiere mit PTFE- und P(D,L)LA-Gefal3prothesen

Die Tiere wurden nach ihrer Nummer und der Bypassart vertikal geordnet; horizontal sind die Messpunkte eines Messbereiches angege-

ben: li = linke A. femoralis des Versuchstieres, re = rechte A. femoralis, di = distaler Anastomosenbereich, fl = Floor/Boden-Bereich, ho =

Hood/Hauben Bereich, he = Heel/Versen-Bereich, 1 - 4 = 1. - 4. Messpunkt, SD = Standartabweichung, n.s. = nicht signifikant.




1]

Tier-Nr./Gr.  [li-di-fl-1  [li-di-fl-2  |li-di-fl-3  [li-di-ho-1 |li-di-ho-2 |li-di-ho-3 [li-di-ho-4 |li-di-he-1 |li-di-he-2 |li-di-he-3 |li-di-he-4
117/PTFE 0,03 0,028 0,026 0,8 0,63 0,5 0,43 0,84 0,7 0,58 0,43
118/PTFE 0,034 0,028 0,023 0,1 0,082 0,066 0,05 0,086 0,076 0,068 0,051
122/PTFE 0,019 0,012 0,0076 1,049 0,067 0,051 0,042 0,106 0,073 0,057 0,03
re-di-fl-1 |re-di-fl-2 |re-di-fl-3 [re-di-ho-1|re-di-ho-2 |re-di-ho-3 |re-di-ho-4 |re-di-he-1 [re-di-he-2 |re-di-he-3 |re-di-he-4
116/PTFE 0,057 0,046 0,041 0,19 0,15 0,083 0,065 0,26 0,17 0,073 0,054
117/PTFE 0,046 0,045 0,044 0,27 0,19 0,15 0,13 0,36 0,14 0,14 0,13
119/PTFE 0,035 0,029 0,021 0,39 0,32 0,28 0,17 0,18 0,13 0,1 0,098
125/PTFE 0,08 0,06 0,04 0,59 0,35 0,24 0,19 0,78 0,7 0,5 0,31
Mittelwert 0,04 0,03 0,02 0,48 0,25 0,19 0,15 0,37 0,28 0,21 0,15
SD 0,02 0,01 0,01 0,34 0,19 0,16 0,13 0,31 0,28 0,22 0,15
Tier-Nr./Gr.  [li-di-fl-1  [li-di-fl-2  |li-di-fl-3  [li-di-ho-1 |li-di-ho-2 |li-di-ho-3 [li-di-ho-4 |li-di-he-1 |li-di-he-2 |li-di-he-3 |li-di-he-4
126/Hiru-llo 0,03 0,02 0,01 0,08 0,061 0,057 0,053 0,13 0,1 0,15 0,061
130/Hiru-llo 0,076 0,07 0,067 0,23 0,19 0,13 0,13 0,22 0,19 0,14 0,12
132/Hiru-llo 0,055 0,046 0,025 0,24 0,21 0,21 0,21 0,057 0,043 0,031 0,022
133/Hiru-llo 0,051 0,046 0,035 0,16 0,14 0,13 0,13 0,078 0,051 0,049 0,028
re-di-fl-1 |re-di-fl-2 |re-di-fl-3 [re-di-ho-1|re-di-ho-2 |re-di-ho-3 |re-di-ho-4 |re-di-he-1 [re-di-he-2 |re-di-he-3 |re-di-he-4
121/Hiru-llo 0,0076 0,0076 0,0076 0,028 0,02 0,012 0,0076 0,038 0,022 0,019 0,018
122/Hiru-llo 0,06 0,045 0,038 0,047 0,041 0,038 0,034 0,047 0,032 0,031 0,022
123/Hiru-llo 0,0068 0,0068 0,0068 0,045 0,041 0,031 0,031 0,023 0,015 0,014 0,014
126/Hiru-llo 0,12 0,075 0,048 0,67 0,51 0,34 0,24 0,7 0,63 0,54 0,52
130/Hiru-llo 0,087 0,082 0,078 0,26 0,21 0,18 0,14 0,27 0,21 0,19 0,15
132/Hiru-llo 0,11 0,084 0,084 0,34 0,16 0,14 0,13 0,25 0,15 0,11 0,11
133/Hiru-llo 0,047 0,044 0,032 0,23 0,2 0,17 0,14 0,17 0,13 0,11 0,1
Mittelwert 0,05 0,04 0,03 0,2 0,16 0,13 0,11 0,18 0,14 0,12 0,1
SD 0,03 0,02 0,02 0,16 0,13 0,09 0,07 0,19 0,17 0,14 0,14
t-Wert -1,04 -1,06 -0,91 2,35 1,18 1,08 0,82 1,62 1,3 1,03 0,72
P-Wert 0,31 0,3 0,37 0,03 0,25 0,29 0,42 0,12 0,2 0,31 0,48
Signifikanz  |n.s n.s. n.s. <0,05 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Tabelle 3: Intimahyperplasie (mm) der Versuchstiere mit PTFE- und Hirudin/lloprost-Gefa3prothesen

Die Tiere wurden nach ihrer Nummer und der Bypassart vertikal geordnet; horizontal sind die Messpunkte eines Messbereiches angege-

ben: li = linke A. femoralis des Versuchstieres, re = rechte A. femoralis, di = distaler Anastomosenbereich, fl = Floor/Boden-Bereich, ho =

Hood/Hauben-Bereich, he = Heel/Versen-Bereich, 1 - 4 = 1. - 4. Messpunkt, SD = Standartabweichung, n.s. = nicht signifikant.
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Tier-Nr./Gr. [li-di-fl-1  [li-di-fl-2  |li-di-fl-3  [li-di-ho-1 |li-di-ho-2 [li-di-ho-3 |li-di-ho-4 |li-di-he-1 |li-di-he-2 |li-di-he-3 [li-di-he-4
116/PDLLA 0,076 0,063 0,055 0,12 0,092 0,046 0,033 0,23 0,12 0,075 0,033
119/PDLLA 0,015 0,014 0,013 0,29 0,11 0,067 0,053 0,26 0,21 0,15 0,098
121/PDLLA 0,041 0,036 0,033 0,12 0,083 0,047 0,031
127/PDLLA 0,19 0,18 0,16 0,24 0,22 0,2 0,15

re-di-fl-1 |re-di-fl-2 [re-di-fl-3 |re-di-ho-1|re-di-ho-2 |re-di-ho-3 |re-di-ho-4 |re-di-he-1 |re-di-he-2 [re-di-he-3 |re-di-he-4
118/PDLLA 0,031 0,025 0,022 0,75 0,56 0,4 0,28 0,44 0,39 0,31 0,21
127/PDLLA 0,21 0,21 0,19 0,82 0,79 0,78 0,63 0,35 0,3 0,25 0,22
128/PDLLA 0,29 0,22 0,14 0,27 0,25 0,21 0,13 0,45 0,43 0,22 0,16
Mittelwert 0,12 0,1 0,08 0,43 0,33 0,28 0,21 0,3 0,25 0,17 0,12
SD 0,1 0,09 0,07 0,27 0,27 0,27 0,22 0,12 0,14 0,1 0,08
Tier-Nr./Gr. [li-di-fl-1  [li-di-fl-2  |li-di-fl-3  [li-di-ho-1 |li-di-ho-2 [li-di-ho-3 |li-di-ho-4 |li-di-he-1 |li-di-he-2 |li-di-he-3 [li-di-he-4
126/Hiru-llo 0,03 0,02 0,01 0,08 0,061 0,057 0,053 0,13 0,1 0,15 0,061
130/Hiru-llo 0,076 0,07 0,067 0,23 0,19 0,13 0,13 0,22 0,19 0,14 0,12
132/Hiru-llo 0,055 0,046 0,025 0,24 0,21 0,21 0,21 0,057 0,043 0,031 0,022
133/Hiru-llo 0,051 0,046 0,035 0,16 0,14 0,13 0,13 0,078 0,051 0,049 0,028

re-di-fl-1 |re-di-fl-2 [re-di-fl-3 |re-di-ho-1{re-di-ho-2 |re-di-ho-3 |re-di-ho-4 |re-di-he-1 |re-di-he-2 [re-di-he-3 |re-di-he-4
121/Hiru-llo 0,0076 0,0076 0,0076 0,028 0,02 0,012 0,0076 0,038 0,022 0,019 0,018
122/Hiru-llo 0,06 0,045 0,038 0,047 0,041 0,038 0,034 0,047 0,032 0,031 0,022
123/Hiru-llo 0,0068 0,0068 0,0068 0,045 0,041 0,031 0,031 0,023 0,015 0,014 0,014
126/Hiru-llo 0,12 0,075 0,048 0,67 0,51 0,34 0,24 0,7 0,63 0,54 0,52
130/Hiru-llo 0,087 0,082 0,078 0,26 0,21 0,18 0,14 0,27 0,21 0,19 0,15
132/Hiru-llo 0,11 0,084 0,084 0,34 0,16 0,14 0,13 0,25 0,15 0,11 0,11
133/Hiru-llo 0,047 0,044 0,032 0,23 0,2 0,17 0,14 0,17 0,13 0,11 0,1
Mittelwert 0,059 0,047 0,03 0,2 0,16 0,13 0,11 0,18 0,14 0,12 0,1
SD 0,037 0,027 0,02 0,16 0,13 0,09 0,07 0,19 0,17 0,14 0,14
t-Wert 1,8 2,01 2 2,16 1,75 1,7 1,37 1,44 1,34 0,71 0,29
P-Wert 0,09 0,06 0,06 0,04 0,09 0,1 0,18 0,16 0,19 0,48 0,76
Signifikanz  |n.s. n.s. n.s. <0,05 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Tabelle 4: Intimahyperplasie (mm) der Versuchstiere mit P(D,L)LA- und Hirudin/lloprost-Gefa3prothesen

Die Tiere wurden nach ihrer Nummer und der Bypassart vertikal geordnet; horizontal sind die Messpunkte eines Messbereiches angege-

ben: li = linke A. femoralis des Versuchstieres, re = rechte A. femoralis, di = distaler Anastomosenbereich, fl = Floor/Boden-Bereich, ho =

Hood/Hauben-Bereich, he = Heel/Versen-Bereich, 1 -4 = 1. - 4. Messpunkt, SD = Standartabweichung, n.s. = nicht signifikant.




Gruppen Quick tpz-0 tpz-1 tpz-2 tpz-3
ohne Hiru/llo: 1 116 98 107 99 92
1 117 102 130 130
1 118 91 104
1 119 93 107 94
1 125 130 100
1 127 96 90 81
1 128 116 120
Mittelwerte 104 106,7 95,6 105,6
SD 8,12 15,91 13,31 15,19
mit Hiru/llo: 2 121 93 87 84
2 122 84 84 127
2 123 117 83 120
2 124 102 130 102 120
2 126 108 116 108
2 130 105 87 98
2 132 89 107 91 89
2 133 94 91 92 92
Mittelwerte 100,5 105,7 90,7 104,2
SD 12,23 18,4 7,04 17,53
t-Werte 0,51 0,1 0,82 0,13
P-Werte 0,62 0,91 0,43 0,89
Signifikanz n.s. n.s. n.s. n.s.

Tabelle 5: Thromboplastinzeit (TPZ, Quick, in %) der Versuchstiere der Gruppe 1 (ohne
Hirudin/lloprost-Bypass) und der Gruppe 2 (mit Hirudin/lloprost-Bypass)

Die Tiere wurden nach ihrer Gruppe und ihrer Nummer vertikal geordnet; horizontal sind die Unter-
suchungswochen angegeben: tpz-0 = praoperativer TPZ-Wert, tpz-1 = TPZ-Wert nach 1 Woche, tpz-2
bis tpz-3 = TPZ-Werte der 2. bis 3. Woche; SD = Standartabweichung, n.s. = nicht signifikant.

57



Tier-Nr./Gr.  |aptt-0 aptt-1 aptt-2 aptt-3 aptt-4 aptt-5

116/1 37,3 34,6 22 33,1 35 34,3
117/1 43,3 27,8 22 29,4 22
118/1 31,4 22 28,3 30,6
119/1 241 36,4 34 35,4 33,5
125/1 22

127/1 35,5 24,5 30,8 31,4 31,1
128/1 22 36,9

Mittelwerte 31,96 30,61 30,67 29,16 32,03 30,96
SD 9,67 5,21 6,21 6,56 2,89 4,67
121/2 30,6 36,1 33,5 33,7

122/2 31,7 22 21,5 24,5 22
123/2 47,4 22 34 30,2 24,6
124/2 40,8 38,3 35,3 34,8 35,2 36,4
126/2 21,7 35 33,5 34,7 32,7 34,3
130/2 23,1 31,1 24 26,8 23,5
132/2 211 38,6 38,9 34,8 34,1 36,4
133/2 26,9 45,9 41,1 24,7 32,2 32,7
Mittelwerte 34,05 32,88 32,35 29,61 30,95 29,26
SD 12,14 8,68 7,72 5,91 4,01 6,65
t-Werte -0,28 -0,59 -0,36 -0,12 0,54 0,51
P-Werte 0,78 0,56 0,72 0,9 0,59 0,61
Signifikanz  |n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Tabelle 6: (aPTT, in sec) der Versuchstiere der Gruppe 1 (ohne Hirudin/lloprost-Bypass)
und der Gruppe 2 (mit Hirudin/lloprost-Bypass)

Die Tiere wurden nach ihrer Nummer und ihrer Gruppe vertikal geordnet; horizontal sind die Unter-
suchungswochen angegeben: aptt-0 = praoperativer aPTT-Wert, aptt-1 = aPTT-Wert nach 1 Woche,
aPTT-2 bis aPTT-5 = aPTT-Werte der 2. - 5. Woche; SD = Standartabweichung, n.s. = nicht signifikant.
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Tier-Nr./Gr. |thr-0 thr-1 thr-2 thr-3 thr-4 thr-5

116/1 981 723 68 775 702 643
117/1 646 742 611 723 605
118/1 579 575 621 583 624
119/1 528

125/1 798 359

127/1 458 517 688 548

128/1 694

Mittelwerte 669,25 640,71 446,75 598,25 639,8 583,75
SD 222,35 96,12 269,68 160,17 74,92 81,98
121/2 460 494 412 489 465
122/2 560 647 543 658 603
123/2 541 372 456
124/2 520 971 530 520 665
126/2 592 702 456 386 643 463
130/2 399 281 233 297 238
132/2 628 510 524 487 452 602
133/2 476 478 565 646 536 563
Mittelwerte 541,33 534,16 547,75 460,42 492 513,14
SD 78,21 139,84 206,87 134,59 118,24 143,06
t-Werte 0,93 1,62 -0,72 1,53 2,4 0,89
P-Werte 0,39 0,13 0,48 0,16 0,039 0,39
Signifikanz  [n.s. n.s. n.s. n.s. <0,05 n.s.

Tabelle 7: Thrombozyten (nl) der Versuchstiere der Gruppe 1 (ohne Hirudin/lloprost-
Bypass) und der Gruppe 2 (mit Hirudin/lloprost-Bypass)

Die Versuchstiere wurden nach ihrer Nummer und ihrer Gruppe vertikal geordnet; horizontal sind die
Untersuchungswochen angegeben: thr-0 = praoperativer Thrombozytenwert, thr-1 = Thrombozyten-
wert nach 1 Woche, thr-2 bis thr-5 = Thrombozytenwerte der 2. bis zur 5. Woche; SD = Standart-

abweichung, n.s. = nicht signifikant.
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Tier-Nr./Gr.  |hb-0 hb-1 hb-2 hb-3 hb-4 hb-5

116/1 9,8 8,5 9 8,1 9,4 8,5
117/1 9,6 9,6 9,2 9,6
118/1 8,7 9,3 10,1 8,6 9,2
119/1 9,3 9,5 10,6 9,2 10,3
125/1 8,2 9,7

127/1 8,8 9,4 10,6 10 9,2
128/1 10,5

Mittelwerte 9,3 9,38 9,84 9,72 9,5 9,43
SD 0,47 0,66 0,8 1,07 0,67 0,61
121/2 9,1 10

122/2 8,1 8,9 9,2 9,3 8,9
123/2 10,5 10,2 10,3
124/2 8,6 9,7 9,9 10 9,8 9,6
126/2 9 9,7 10,8 10,6 10,3 9,8
130/2 7.9 9,1 10,3 10,2 8,6
132/2 9,3 8,4 8,6 10,4 11,3 9,8
133/2 7,7 7.9 7,7 8,3 9,2 7,8
Mittelwerte 8,53 8,47 9,3 9,73 9,96 9,16
SD 0,8 0,67 0,9 0,82 0,85 0,9
t-Werte 1,6 2,54 1,08 -0,02 -0,94 0,59
P-Werte 0,17 0,02 0,29 0,98 0,37 0,56
Signifikanz  [n.s. <0,03 n.s. n.s. n.s. n.s.

Tabelle 8: Hamoglobin (g/dl) der Versuchstiere der Gruppe 1 (ohne Hirudin/lloprost-
Bypass) und der Gruppe 2 (mit Hirudin/lloprost-Bypass)

Die Versuchstiere wurden nach ihrer Nummer und ihrer Gruppe vertikal geordnet; horizontal sind die
Untersuchungswochen angegeben: hb-0 = praoperativer Hamoglobinwert, hb-1 = Hdmoglobinwert
nach 1 Woche, hb-2 bis hb-5 = Hdmoglobinwerte der 2. bis zur 5. Woche; SD = Standartabweichung,
n.s. = nicht signifikant.
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7.2. Formeln

(1) Stichprobenvarianz s2

(x1 — x)2 = Abweichung, (x2 — x)? = Messwert — Mittelwert, (n-1) = Fallzahl

?=(xT—-x)+(x2-x)?

(n-1)

(2) Standartabweichung s

s? = Stichprobenvarianz (Streuung)

s=1s2

(3) t-Wert

d = Mittelwert der Differenzen, sd = Standartabweichung dieser Differenzen, n = Fallzahl

t=  d
\n
sd
(4) P-Wert

h = absolute Haufigkeit, n = Anzahl der Ereignisse
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8. Abkilrzungsverzeichnis

A. Arterie

aPTT aktivierte partielle Thromboplastinzeit
dl Deziliter

g Gramm

hb Hamoglobin

HIT Heparin induzierte Thrombopenie
Hiru/llo Hirudin/lloprost (llomedin®)

IGF-I Insulin like growth factor-I

kg Kilogramm

leu Leukozyten

min Minute

ml Milliliter

nl Nanoliter

n.s. nicht signifikant

P Wabhrscheinlichkeit

PAVK periphere arterielle Verschlusskrankheit
PEI Polyethylenamine

PTFE Polytetrafluorethylen

PDLLA Polylaktid Poly(D,L-Laktid)
PDMS Polydimethylsiloxan (Silikon)
PLA Polylaktid Acid (Polylaktid Saure)
SD Standardabweichung

sec Sekunde

TGF-31 Transforming growth factor beta 1
TPZ Thromboplastinzeit

V. Vene
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