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Verzeichnis der Abkiirzungen

%LH prozentuale Leberherniation

(G) Gore-Tex©

(L) Lyoplant®

CDH Congenital Diaphragmatic Hernia (kongenitale Zwerchfellhernie)
DAB 3,3’-Diaminobenzidin

dest. destilliert

ECMO Extrakoorperale Membran Oxygenierung
FETO Fetoskopische tracheale Okklusion

Fog2 Traskriptionsfaktor, Friend of Gata2

Gata4d Transkriptionsfaktor, GATA binding protein 4
HE Hamatoxylin-Eosin-Farbung

IL-10 Interleukin - 10

IL-4 Interleukin - 4

LHR Lung-to-Head-Ratio

LPU Leber-Patch-Ubergang

MPU Muskel-Patch-Ubergang

MRT Magnetresonanztomographie

NDST1 N-deacetylase/ N-sulfotransferase 1

Nr2f2 Nuclear Receptor Subfamily 2, Group F, Member 2
NSA-BGS Normal Goat Serum/ Albumin bovine Serum
o/e LHR Observed/expected Lung-to-Head-Ratio
o/eTFLV Observed/expected total fetal lung volume
PBS Phosphate Buffered Saline

PTFE Polytetrafluroethylen

PLGA Poly-lactic-co-glycolic-acid

PLS Patch-Leber-Seite

PM Patchmitte

PMS Patch-Muskel-Seite



sec. Sekunden

SIS® Surgisis®

SSwW Schwangerschaftswoche

T61 Embutramid + Mebezonium + Tetracain
TH1 Typl-T-Zellen

TH2 Typ2-T-Zellen

TNFa Tumor-Nekrose-Faktor Alpha

WEF Wistar Furth Ratte



1. Einleitung

Das komplexe Krankheitsbild der kongenitalen Zwerchfellhernie stellt eine grofe

Herausforderung fir die Kinderchirurgie dar.

Diese im Jahr 1575 erstmals beschriebene, angeborene Fehlbildung tritt mit einer
Haufigkeit von 1:2000 — 1:4000 Neugeborenen pro Jahr auf [1-4]. Wie schwerwiegend
diese Fehlbildung ist, fallt vor allem auf, wenn man auch das Auftreten einer
kongenitalen Zwerchfellhernie (CDH) bezogen auf Aborte, Todgeburten und
intrauterinen Fruchttod berticksichtigt. Dann liegt die Inzidenz des Defektes deutlich
hoher, denn ca 58% der Kinder versterben vorgeburtlich. Von den lebendgeborenen
Kindern mit CDH versterben postnatal, trotz standigen Fortschritts in der pranatalen
Diagnostik, Therapie und medizinischer Versorgung, nochmals etwa 50 % - eine Zahl
die auch breits 1946 beschrieben wurde. Insgesamt liegt das Uberleben damit bei nur
24,4% [1, 5, 6]. In einigen grolRen Therapiezentren konnten in den letzten Jahren auch

geringere postnatale Mortalitatsraten (26% [7], 7% [8], 20% [9]) erreicht werden.

Neben einer Vielzahl anderer Mallnahmen, wie die Beatmung und Behandlung der
pulmonalen Hypertonie, ist die operative Defektkorrektur ein wichtiger Schritt in der
Behandlung der kongenitalen Zwerchfellhernie. Diese findet nach initialer
intensivmedizinischer Stabilisierung des Neugeborenen statt. Je nach GréRe der Hernie
kann die Rekonstruktion des Zwerchfells durch Direktnaht durchgefiihrt werden oder
die Indikation zum Patch-Verschluss muss gestellt werden. Dies ist bei etwa 50% der

lebendgeborenen CDH-Kinder notwendig [10].

Die Frage nach dem optimalen Patch gibt immer wieder Anlass zu neuen
Forschungsansdtzen [11-18]. Ein seit langem etabliertes Material in der Medizin ist das
anorganische, kinstlich hergestellte Polytetrafluorethylen [=PTFE; (C2F4) n] Gore-Tex©.
Vor allem die Implantatoptionen aus Gore-Tex© haben sich stetig entwickelt und
durch verschiedene Modifikationen der Polymere werden sie in nahezu allen
Bereichen der chirurgischen Intervention verwendet. In Zeiten von ,Tissue-
Engineering” treten auch biokompatible Materialen immer mehr in den Vordergrund

der Forschung [11, 19]. Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich dabei mit dem Material



Lyoplant®, ein reines Kollagenimplantat aus Rinderperikard, welches derzeit vor allem

im Bereich der Neurochirurgie zur Deckung von Durallicken verwendet wird [20].

Ziel der vorliegenden Arbeit war es den Einsatz eines neuen biokompatiblen Materials
(Lyoplant®) zur Defektdeckung von groRen kongenitalen Zwerchfellhernien und damit

einer Therapieoption in der postnatalen Versorgung im Rattenmodell zu etablieren.



2. Einfuhrung

2.1 Anatomische Grundlagen

Das Zwerchfell ist der zentrale Atemmuskel des Menschen. Neben der Funktion als
Atemmuskel dient das Zwerchfell auch als Barriere zwischen der Thoraxapertur und
dem Abdomen. Nur bei Kontinuitat des Zwerchfells kann innerhalb der Brusthéhle ein
geringerer Druck als in der Abdominalhéhle beibehalten werden. Das
Niederdrucksystem in der Thoraxhéhle dient nicht nur der Ausdehnung des elastischen
Lungengewebes durch Verwachsung mit der Pleura viszeralis, sondern entlastet auch
das Herz und fordert dadurch die Aufrechterhaltung des Kreislaufs. Zusatzlich zur
regelmalligen und unwillkirlichen Zwerchfellkontraktion, die zur Atemarbeit
erforderlich ist, ist auch eine willklrliche Kontraktion des Zwerchfells moglich. Dies ist
bei Betatigung der Bauchpresse, beispielsweise im Rahmen der Defdkation oder beim

Erbrechen, unerlasslich [21].

Das Zwerchfell spannt sich kuppelférmig zwischen den beiden Korperhéhlen auf.
Bedingt durch die darunterliegenden Organe, rechtsseitig die Leber und linksseitig
Magen und Milz, bildet sich eine Asymmetrie mit einer etwas hoheren Kuppel rechts

aus. Anatomisch unterteilt man den Muskel je nach Ursprung in drei Teile:

(1) Pars costales, welche beidseits am Unterrand der Rippen und des Rippenknorpels
der 7. bis 12. Rippe entspringen und sich mit den Urspriingen des Musculus

transversus abdominis verzahnt.

(2) Pars sternalis, welche unpaarig an der Rickflache des Processus xiphoideus und

dem hinteren Blatt der Rekusscheide entspringt.

(3) Die Pars lumbalis unterteilt sich wiederrum in einen medialen und einen lateralen
Teil, welche sich wiederum in jeweils rechten bzw. linken Schenkel aufgliedern. Die
Pars mediales haben ihren Ursprung an den 3. (linksseitig) bzw. 4. (rechtsseitig)
Lendenwirbelkdrpern sowie den zugehorigen Disci intervertebrales. Die Pars laterales

entspringen, vereinfacht dargestellt, der Psoas- und Quadratusarkade.

Alle Zwerchfellanteile vereinigen sich im Centrum tendineum [21, 22].



Zwischen den beschriebenen Muskelanteilen bilden sich physiologische
Schwachstellen aus. Diese Bereiche sind lediglich von einer lockeren
Bindegewebsschicht verschlossen, was zu einer erhéhten Bruchfrequenz fiihrt.
Zwischen Pars costalis und Pars lumbalis wird diese Pradilektionsstelle Trigonum
lumbocostale oder auch Bochdalek-Dreieck genannt. Das linkseitige Trigonum
sternocostale, zwischen Pars sternalis und Pars costalis, wird als Larrey-Spalte

bezeichnet. Derselbe Bereich rechtsseitig tragt den Namen Morgagni-Spalte [21, 23].

Nicht nur fur die erworbenen Zwerchfellhernien sind dies Pradilektionsstellen, auch die
angeborenen Zwerchfellhernien kénnen sich im Bereich des Trigonum sternocostale
und lumbocostale befinden [21]. Am haufigsten - mit 80-90% aller Falle - sind die
linksseitigen Defekte der Zwerchfellmuskulatur im Bereich des Bockdalek-Dreiecks. Es
folgen die rechtsseitigen Hernien mit 11% der Falle. Die beidseitige, sternocostale

Larrey- Hernie ist mit 2 % eher selten [2, 5].

2.2 Embryologie und Entstehung einer kongenitalen Zwerchfellhernie

Die genauen embryologischen Vorgange bei der Entstehung des Zwerchfells und auch
die Pathogenese der kongenitalen Zwerchfellhernie sind sehr komplex und derzeit
noch nicht endgiiltig geklart. Die Erkenntnisse Uber die embryonalen Prozesse
entstammen vor allem tierexperimentellen Studien.
Der embryonale Ursprung des Zwerchfells geht auf drei Strukturen zurick:

(1) Septum transversum (mesodermalen Ursprungs)

(2) Pleuro-peritoneale Falte (posthepatische mesemchymale Platte [24])

(3) Myozyten aus zervikalen Somiten.
Zunachst entsteht das Septum transversum, welches die intraembryonale Hohle in
eine pleuro-perikardiale und eine peritoneale Hohle unterteilt. Eine Kommunikation
der beiden Korperhohlen findet weiter (iber die pleuro-peritonealen Kanale statt. In
der 4. - 6. embryonalen Entwicklungswoche des Menschen wird eine
pyramidenférmige Struktur beidseits des Osophagus sichtbar - die pleuro-peritonealen

Falten - in die die pleuro-peritonealen Kanale einwachsen und sich entlang der



Leberoberflaiche nach medial und ventral ausbreiten. Sie vereinigen sich in der 7.
Woche mit dem Septum transversum und dem Mesenterium des Osophagus. Es folgt
die Einwanderung von Muskelvorlauferzellen aus den zervikalen Somiten und Axonen
des Nervus phrenicus. Die Differenzierung der Myoblasten zu Myofibrillen beginnt
beidseits posterolateral und setzt sich iber das gesamte Zwerchfell, mit Ausnahme des
Zentrum tendineums, fort. Dies ist beim Menschen in etwa mit der 10.
Embryonalwoche abgeschlossen. Die Entstehung des Zwerchfells findet demnach

maRgeblich in der 8.- 12. Schwangerschaftswoche (SSW) statt [5, 21, 22, 24-26].

Die Pathogenese, die zur Ausbildung einer kongenitalen Zwerchfellhernie flihrt, scheint
mesemchymalem Ursprung zu sein und nicht durch mangelnde Muskularisation
begrindet [27]. Im Spezielleren konnte in Tierexperimenten gezeigt werden, dass
Mutationen in der pleuro-peritonealen Falte zum Defekt der kongenitalen
Zwerchfellhernie fihren [22, 28]. Diese ist Ursprung fir das muskuldre Bindegewebe,
welches die Muskularisierung und Entwicklung des Zwerchfells zu regulieren scheint
[28]. Hierbei wird eine Stérung im Retinoidstoffwechsel als ursachlich diskutiert [26].
Auch die Teratogenitat von Nitrofen, welche bereits bei singuldarer Gabe in der
vulnerablen Phase zur Ausbildung einer Zwerchfellhernie fluhrt, wird iber den Einfluss
in den Retinoidstoffwechsel begriindet [22, 29-31]. Eine andere Hypothese postuliert,
dass Storungen in der embryonalen Angiogenese fiir die Defektbildung verantwortlich
waren [32]. Es konnten etliche Gene (beispielhaft: Gata4, Fog2, Nr2f2, NDST1) und
Genloci (beispielhaft: 8p23.1, 8q22-23, 15¢026.1-26.2), die mit der Ausbildung einer
CDH assoziiert sind, ausfindig gemacht werden [26]. Auch das Auftreten von CDH im
Rahmen verschiedenster Syndrome (zum Beispiel: Brachmann-de Lange Syndromen,

Fryns Syndrom, Trisomie 13, Trisomie 18) wurde mehrfach beschrieben [26, 33, 34].

Das postnatale Uberleben der Patienten mit Zwerchfellhernie hingt maRgeblich von
der pulmonalen Entwicklung ab. Respiratorische Probleme, bedingt durch pulmonale
Hypoplasie und arterielle pulmonale Hypertonie, stellen postnatal die haufigste

Todesursache dar. Direkt postnatal fallen die Neugeborenen bei ausgepragtem Befund



durch Zyanose, Dyspnoe und inspiratorischen Stridor auf. Es kann zur respiratorischen
Insuffizient kommen. Die schwere pulmonale Hypertonie prasentiert sich
normalerweise einige Stunden nach Geburt. Die therapierefraktare, persistierende
pulmonale Hypertonie verlauft langfristig letal. Sie fiihrt zu Lungenschadigung und
durch dem Hochdruck im kleinen Kreislauf zu Rechtsherzinsuffizenz [5, 35-38]. Auch
hier ist die embryonale Pathogenese unklar. Da beide Lungenseiten betroffen sind, die
zur Hernie ipsilaterale Seite jedoch starker beeintrachtigt ist, wurde die ,Dual-Hit
Hypothese” aufgestellt. Nach dieser wird die Lungenentwicklung zum einen durch die
mechanische Kompression hernierter Abdominalorgane in die Thoraxhéhle
beeintrachtigt. Zum anderen scheinen aber auch genetischen Mutationen, welche zur
Ausbildung der Zwerchfellhernie fiihren, einen direkten storenden Einfluss auf die
Lungenentwicklung zu nehmen [28, 39-42]. Zusatzlich kommt es durch die Reduktion
der GefdaRaste und die Verdickung von Adventitia und Media der pulmonalen Gefal3e

postnatal zur Ausbildung der pulmonalen Hypertonie [43].

2.3 Uberblick iiber prinatale Diagnostik und mégliche Intervention

Die frihzeitige intrauterine und kompetente Einschatzung der Fehlbildung ist
entscheidend fiir das perinatale Management und damit fiir das Uberleben des
Neugeborenen. Wichtig ist vor allem mittels validen pradiktiven Parametern die
Auspragung der pulmonalen Hypertonie und Hypoplasie und damit die postnatalen
respiratorischen Komplikationen abzuschatzen [44-46].

Etabliert haben sich hier die Ermittlung der Lung-to-head-Ratio (LHR) [47, 48], oder
auch der um die Gestationswoche normalisierten observed - to - expected LHR
(o/eLHR) [49-51]. Der normalisierte Wert (o/e LHR) bietet eine héhere Aussagekraft
Uber die postnatale Mortalitdt und Morbiditat [50]. Die Ermittlung erfolgt 2D- oder 3D-
sonographisch, oder auch mittels MRT [52, 53].

Auch die Position der Leber ist ein prognoseentscheidender Parameter. Ist die Leber in
den Thorax prolabiert (,liver-up“) so wirkt sich das negativ auf das Uberleben aus.
Hierbei kann liber den prozentualen Anteil hernierter Leber (%LH) eine Voraussage

Uber das Outcome des Patienten getroffen werden [54, 55].



Akinkuotu et al. konnten zeigen, dass sowohl o/eLHR als auch %LH und das um die
Gestationswoche normalisierte totale fetale Lungenvolumen (o/e TFLV) bei
Uberlebenden prénatal signifikant héher lagen, verglichen mit den postnatal
verstorbenen Patienten. Die Bestimmung des o/e TFLV stellte jedoch den einzigen
unabhdngigen, signifikanten pranatalen Voraussagewert bezlglich der sechs
Monatsiberlebensrate dar [7]. Alle genannten Werte haben zudem eine signifikante
Assoziation mit der postnatalen Ausbildung einer arteriellen pulmonalen Hypertonie
und damit einer erhéhten Mortalitdit und Morbiditat, im Sinne langerer
Hospitalisierung und langerem Sauerstoff- und inhalativem Stickstoffmonooxidbedarf

sowie auch der Ausbildung sekundarer Lungenerkrankungen [56-58].

Obwohl die Mehrzahl der kongenitalen Zwerchfellhernien isoliert besteht (ca. 70% [5]),
ist die Detektion von eventuellen begleitenden Fehlbildungen wichtig fur die
Therapieplanung und die Einschatzung der zu erwartenden postnatalen Mortalitat und
Morbiditat [6, 34, 59]. Die haufigsten assoziierten Fehlbildungen finden sich kardial, in
den Harnwegen, im zentralen Nervensystem oder betreffen die Extremitaten [34]. Vor
allem bei Patienten mit kardialen Fehlbildungen und chromosomalen Anomalien ist ein
schlechtes Outcome zu erwarten [35, 60]. Uneinheitliche Ergebnisse gibt es hingegen
beziglich der Frage, ob die Lage des Defektes, ob links- oder rechtsseitig, einen

Einfluss auf die Prognose hat [6, 61-63].

Eine mogliche prédnatale Intervention, die das postnatale Uberleben von Feten mit
schlechter Prognose deutlich verbessern kann, ist die tempordre tracheale
Ballonokklusion (FETO = fetal endoscopic tracheal occlusion) [64, 65]. Dabei wird meist
in der 26.-28. SSW ultraschall-kontrolliert ein Endoskop in der Trachea des Fetus
eingefiihrt und ein endoluminal liegender Ballon platziert. Durch die Retention der
pulmonalen Fliissigkeit kommt es zu einem dehnungsinduzierten Lungenwachstum mit
einer Zunahme der alveolaren Austauschflache sowie auch zur Ausreifung pulmonaler
GefaRe. Der Ballon wird spater, etwa in der 34. SSW wiederrum fetoskopisch entfernt

(,plug-unplug sequence”) [5, 66-69]. Komplikationen des Eingriffs sind vor allem die



Auslosung eines vorzeitigen Blasensprungs und dadurch Frihgeburtlichkeit, weshalb
der Eingriff noch nicht als Standardprozedere durchgefiihrt wird [70, 71]. Langfristig
gesehen kann es zur Ausbildung einer Tracheomegalie kommen, welche jedoch klinisch

keine Relevanz zu haben scheint [72, 73].

2.4 Uberblick iiber das postnatale Management

Entscheidend fiir das Uberleben und die Lebensqualitdt der Patienten ist, dass die
intensivmedizinische Behandlung, moglichst ab dem Zeitpunkt der Geburt, in Zentren
mit standardisierten Konzepten stattfindet [74-77].

Durch den Wandel in der postnatalen Behandlungsstrategie, von sofortiger operativer
Korrektur hin zu vorrangiger Stabilisierung der kardio-pulmonalen Situation des
Patienten, konnte die Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patienten verbessert werden
[78-81].

Wie bereits erwahnt ist vor allem die Lungenfunktion entscheidend fiir das Outcome
der Patienten. Auch hier kam es in den letzten Jahren zu einem Paradigmenwechsel
hin zu der Zielsetzung vorrangig ein Barotrauma der Lunge und die damit
einhergehende Mortalitat und Morbiditat, wie die bronchopulmonale Dysplasie, zu
verhindern. Ebenfalls gilt es die Behandlung der pulmonalen Hypertonie mit in das
Behandlungskonzept einzubeziehen. Durch den Einsatz der extrakorporalen
Membranoxygenierung (ECMO) konnte das Outcome vieler Patienten verbessert
werden. Allerdings besteht auch die Gefahr schwerwiegender bleibender Schaden,
weshalb der unterstiitzende Gebrauch sorgsam abgewogen werden muss [36, 75, 82-
86].

Fiir den operativen Verschluss des Defektes gilt, dass der Einsatz eines Patchs einen
unabhangigen, negativen Pradiktor darstellt [87]. Zu beachten ist dabei, dass gerade
ausgepragte Hernien, die auch eine starkere Beeintrachtigung in der
Lungenentwicklung zur Folge haben, eine Patch-Versorgung benétigen [35].

Ist zur Deckung einer kongenitalen Zwerchfellhernie die Verwendung eines Patch
notwendig, ist Gore-Tex©® momentan ein weitverbreiteter Standard [11, 12, 15, 88,

89]. Allerdings birgt die Verwendung synthetischer Materialen Risiken, wie



beispielsweise die Ausbildung von Thorax- oder Wirbelsdulendeformitaten,
Reherniation ebenso wie die Keimbesiedlung des Fremdmaterials. Beide
letztgenannten Komplikationen fiihren unumganglich zu einer Reoperation [3, 80, 88-
90]. Auch andere Materialien wurden experimentell zur Defektdeckung sowohl
tierexperimentell als auch in klinischen Studien getestet [11, 12, 14, 15, 19]. Beispiele
fir in klinischen Studien verwendete resorbierbare biokompatible Materialien sind
Sugrisis®, AlloDerm®, Permacol™ [11, 12, 19].

Neben dem Einsatz eines Patchs ist auch die Durchfiihrung einer Muskellappenplastik
moglich. Diese wird auf Grund der Komplexitdt des Eingriffs haufig bei
Wiederauftreten der Zwerchfellhernie durchgefiihrt, ist jedoch hinsichtlich des
Outcomes vergleichbar mit dem Einsatz eines Patchs als Ersttherapie [16, 91-93].

Auch der chirurgische Zugang ist Gegenstand der klinischen Forschung. Hier stellt die
offene chirurgische Intervention momentan die beste Option dar, da sowohl
laparoskopische Zugange, als auch thorakoskopische Versorgungen trotz geringerer

Invasivitadt zu schlechteren Ergebnissen fihren [94-98].



3. Fragestellung

Durch friihere Forschungsergebnisse von Meyer et al. konnte gezeigt werden, dass die
Verwendung von Lyoplant® bei Bauchdeckendefekten, wie Gastrochisis und
Omphalozele, im Klein- und GrofRtiermodell durchaus eine Alternative zum

konventionellen Gore-Tex©-Verschluss darstellt [99, 100].

Diese Ergebnisse lieBen die Fragen zu, ob der Einsatz eines Lyoplant®-Patchs auch bei
dem ebenso komplexem, wie schwerwiegendem Krankheitsbildes der angeborenen
Zwerchfellhernie moglich ist. Daran schlieRen sich die Fragen an, ob Lyoplant® in das
Zwerchfell integriert wird und ein funktioneller Umbau durch korpereigenes Kollagen
stattfindet.

In den Vorversuchen an der Bauchwand konnte, im Klein- und GroRtiermodell,
wahrend der Explantation makroskopisch eine beginnende Vaskularisierung des
Lyoplant®-Patch beobachtet werden. Eine histologische, quantifizierte Aussage (iber
die Kapillarisierung wurde bisher allerdings noch nicht getroffen [99, 100].

Auch soll die Frage behandelt werden, inwieweit aufgestellte immunologische
Hypothese, nach der es beim Einsatz von Lyoplant® durch eine Immunantwort Uber
den TH2-Pathway eher zu einem Remodelingprozess als zu einer ,AbstoBungsreaktion”

kommt, auch fir die Verwendung von Lyoplant® am Zwerchfell zu verifizieren ist [101].
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4. Material und Methoden

4.1 Zeitlicher Ablauf der Studie

Abbildung 1: Ubersicht des zeitlichen Ablaufs

Da es sich um die erstmalige Verwendung von Lyoplant® am Zwerchfell handelt, wurde
die Studie im Rahmen eines genehmigten Tierversuchsantrags an jungen, gesunden
Ratten durchgefiihrt. Diesen wurde operativ ein Zwerchfelldefekt gesetzt, welcher
anschlieend mit dem jeweiligen fir den Versuch vorgesehenen Patchmaterial (Gore-
Tex©, Lyoplant®) verschlossen wurde. Der Versuchszeitraum fir den
tierexperimentellen Teil der Studie wurde auf minimal 12 Wochen, beginnend mit dem
Setzten des Zwerchfelldefektes und Implantation des Fremdmaterials, festgelegt.
Wahrend diesem Zeitraum wurden die Versuchstiere zur Beurteilung der Entwicklung
des Allgemeinzustandes, des Gewichtes und der Narbenverhaltnisse, regelmaRig
visitiert. Nach Ablauf des festgesetzten Zeitraumes folgte die Explantation des Patchs
mit angrenzendem Zwerchfell. Die im Rahmen der Explantationsoperation angelegte
Narkose wurde gleichzeitig zur Tétung der Tiere genutzt, da der grof3flachige Defekt,
der durch Explantation des eingewachsenen Patches mitsamt angrenzendem Gewebe
entstand, nicht mit dem Leben vereinbar gewesen ware. Die Euthanasie erfolgte
intraoperativ mittels intrakardialer Injektion von T61. AnschlieRend wurden die
entnommenen Praparate in Formalin fixiert. Im weiteren Verlauf wurden zur
histologischen Analyse, in Bezug auf verschiedene Fragestellungen, Farbungen
vorgenommen (Hamatoxylin-Eosin-Farbung, Masson-Goldner-Farbung,

immunhistologische Farbungen).
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4.2 Die zu vergleichenden Materialien

4.2.1 Gore-Tex© (PTFE)

Bei dem Material Gore-Tex© handelt es sich um ein Polytetrafluorethylen [= PTFE;
(C2F4) n], ein kinstlich hergestelltes, anorganisches Produkt. Folglich ergibt sich die
Moglichkeit einer Resorption durch den Kérper nicht. Als Implantat wird es von
korpereigenem Gewebe fest umwachsen und stellt somit dessen Kontinuitdt wieder

her [100].

4.2.2 Lyoplant®

Lyoplant® (Fa. B. Braun Aesculap, Melsungen, Deutschland) ist ein reines
Kollagenimplantat, das aus Rinderperikard gewonnen wird. Auf Grund der Herstellung
durch Lyophilisierung (Gefriertrocknung) bleibt die lose Faserstruktur des Kollagens
erhalten. Laut Hersteller konnen dadurch nach Implantation koérpereigene
Bindegewebszellen gleichmaRig und schnell in den Patch immigrieren. Gleichzeitig soll
der Patch durch den Korper komplett resorbiert werden, indem er sukzessiv

enzymatisch abgebaut wird [102].

4.3 Das Tiermodell

Die tierexperimentelle Versuchsreihe wurde vor Beginn durch die Regierung
Unterfranken nach §8 Abs.1 des Tierschutzgesetzes genehmigt. Fir die Versuchsreihe
wurden 15 maéannliche Ratten des Inzuchtrattenstammes Wistar Furth (WF) (Charles
River Wiga GmbH, Deutschland; Gewicht: 155 - 205g) verwendet. Durch die langjahrige
Erfahrung der Tierhaltung der Experimentellen Chirurgie im Universitatsklinikum
Wirzburg konnte sichergestellt werden, dass alle Tiere wahrend der Studie unter
optimalen Bedingungen gehalten und versorgt wurden. Prdoperativ wurden alle Tiere
hinsichtlich ihres Allgemeinzustandes beurteilt. Die Implantation erfolgte nach
Intubation und Beatmung durch eine mediane Laparotomie mit anschliefender

Resektion eines 0,5 x 1,0 cm groRen Zwerchfellanteils und Defektdeckung der
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entstandenen Zwerchfellhernie mit dem jeweiligen Patch. Dabei wurde darauf

geachten, dass der implantierte Patch etwas grofRer war als der gesetzte Defekt.

Die Tiere hatten pra- und postoperativ jederzeit freien Zugang zu Wasser und Nahrung.
Sie wurden entsprechend ihres Sozialverhaltens, aber unter Berlcksichtigung der
zunehmenden KorpergréRe, immer mindestens Paarweise gehalten und zur besseren
Unterscheidbarkeit mit Farbkreisen am Schwanz gekennzeichnet. Wahrend des
Visitationszeitraumes von 12 bzw. 13 Wochen wurden die Tiere anfangs taglich, spater

alle drei Tage visitiert.

Am Ende des Tierversuchszeitraumes wurden die Tiere im Rahmen der Explantation

mittels interkardialer T61 Injektion getotet.
4.4 Operatives Vorgehen

4.4.1 Implantation

Das Versuchstier wurde zur Narkoseeinleitung fiir mindestens zwei Minuten einer 5%-
Isofluran-Inhalationsnarkose  ausgesetzt [Florene® (1-Chloro-2,2,2-trifluoroethyl-
difluoromethylether) Abbot GmbH, Deutschland; Narkosegerat: Sonderanfertigung:
Gerald Bichold, Wiirzburg, Deutschland]. Unter Narkose erfolgten die Rasur der
Bauchwand sowie die orotracheale Intubation des Tieres in Riickenlage mit Hilfe einer
stumpf angeschliffenen Vasofix Braunile (G18, 1,3mm, B-Braun- Melsungen).
AnschlieBend wurde das Versuchstier an einen Volumen-kontrollierten Respirator
angeschlossen (Eigenbau: Ugo basile, biological research appatus comerio-(va) -Italy,
Nr.25883v20). Uber diesen wurde die Isofluran-Intubationsnarkose, in 2%
Erhaltungsdosis,  fortgefihrt. Nach der intramuskuldren Injektion  von
gewichtsadaptiert 0,2mg/100g/KG Tramadol in die Glutealmuskulatur der Ratte,
erfolgte die mehrmalige Hautdesinfektion sowie das Abdecken des

Operationsgebietes.
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Abbildung 2: Intubierte und beatmete Versuchsratte wahrend der Implantationsoperation

Als operativer Zugang wurde die mediane Laparotomie gewahlt. Nach der Mobilisation
des Magens und des linken Leberlappens konnte das linke Zwerchfell dargestellt

werden. Aus diesem wurde ein 0,5 x 1,0 cm grof3es Stlick Muskulatur reseziert.

Fir die Defektdeckung wurde der Patch (PTFE = Gore-Tex©, Dual-Mesh, W.L. Gore and
Associates USA; n= 5 oder Lyoplant®; n=6) etwas grofer als der Defekt
zurechtgeschnitten. Dabei wurde eine sechseckige Form gewadhlt, die mit
Einzelknopfndhten eines resorbierbaren 6/0 Polyglactin-Fadens (Monocryl©, Ethicon,
Deutschland) fixiert wurde. Diese wurden zunachst unter Sicht vorgelegt und
anschliefend geknipft. Form und Groe wurden gewdhlt, um den momentanen
Standardverfahren in der Versorgung von kongenitalen Zwerchfellhernien, dem
Einsetzen von den Defekt (iberragenden, kegelformigen Implantaten nahe zu kommen
[103]. Zwei Tiere wurden lediglich mit einer Direktnaht versorgt und dienten als

Kontrollgruppe.

AnschlieBend erfolgte der Faszienverschluss der Bauchdecke mit einem resorbierbaren
6-0 Polyglactin-Fadens (Monocryl©, Ethicon, Deutschland) in einer fortlaufenden Naht.
Die Hautnaht wurde abschlieBend mit einem 6-0 Polypropylen—Faden (Prolene®,
Ethicon, Deutschland) bei vier Tieren in Einzelknopftechnik und bei den restlichen neun

Tieren fortlaufend intrakutan durchgefihrt.
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Nach Beenden der Narkose sowie Extubation des Versuchstiers wurde dieses
gemeinsam mit einem Kontakttier noch einige Zeit unter der Warmelampe tGberwacht,

bevor beide wieder zu den anderen Tieren kamen.

4.4.2 Explantation

Fir die Explantation wurde jeweils ein Versuchstier von den anderen Tieren separiert.
Analog zur Implantationsoperation wurde das Tier fiir mindestens 2 Minuten einer 5%
Isofluran-Inhalationsnarkosen ausgesetzt [Florene® (1-Chloro-2,2,2-trifluoroethyl-
difluoromethylether), Abbot GmbH, Deutschland; Narkoseeinleitungsgerat:
Sonderanfertigung: Gerald Bichold, Wirzburg, Deutschland]. Es erfolgte die
Bauchdeckenrasur und anschlieBende Fortsetzung der Narkose mit 2% Isofluran-
Intubatiosnarkose, mit Hilfe einer Maskenbeatmung (Sonderanfertigung: Gerald
Bilchold, Wiirzburg, Deutschland), bei selbststandiger Spontanatmung des Tieres. Nach
mehrmaliger Hautdesinfektion und Abdeckung des Operationsgebietes erfolgte die
mediane Laparotomie. Kranial wurde der Schnitt zur besseren Einsicht des

Operationsgebietes zum beidseitigen Rippenbogenrandschnitt erweitert.

Nach Eroffnung wurde der OP-Situs auf Verwachsungen des Darmes, der abdominalen
Organe mit dem Patch sowie des Patchs zur Lunge inspiziert. Ebenso wurde speziell auf
Veranderungen des linken Zwerchfells, im Vergleich zur rechten Zwerchfellseite,
geachtet und die Entfaltung der Lunge kontrolliert. Es folgte die Totung des Tieres

durch eine intrakardiale Injektion von T61.

AnschlieBend wurden die Adhdsionen gelést und der Patch mitsamt umgebendem

Zwerchfellgewebe reseziert.

4.5 Histologische Untersuchungen

Das entnommene Praparat wurde zundchst zur Fixation fir 4 Tage in Formaldehyd
(10%) eingelegt. AnschlieRend wurden die Praparate zur Einbettung in Paraffin
vorbereitet, indem das Formaldehyd mit Wasser ausgewaschen wurde. Die
anschlielRende Entwdsserung erfolgte durch eine standardisierte aufsteigende

Alkoholreihe. Der Alkohol wiederrum wurde durch Einlegen in Methylbenzoat entfernt
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und das Gewebe durch Benzol gehartet. Es folgte die Durchtrankung der Praparate mit
Benzol-Paraffin und schliefllich die Einbettung in Paraffin.

Im Anschluss wurden die Paraffinblécke mit Hilfe eines Mikrotoms in 1-um diinne
Praparate geschnitten, die nach Entparaffinierung gefarbt werden konnten.

Zur mikroskopischen Untersuchung wurden Héamatoxylin-Eosin-Farbungen (HE-
Farbung), eine Masson-Goldner-Farbung sowie verschiedene immunhistologische

Farbungen angefertigt.

4.5.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE- Farbung)

Fiir die HE-Farbung wurden die Praparate durch die standardisierte absteigende
Alkoholreihe entparaffiniert. Danach wurde fiir 30 Sekunden die Kernfarbung mit
Hamatoxylin nach Mayer (Fa. Merck, Darmstadt) durchgefiihrt. Die Praparate wurden
anschliefend unter flieBendem Leitungswasser gebldaut und daraufhin nochmals mit
destilliertem Wasser gespllt. Es folgte die Gegenfarbung mit 1% Eosinlosung (Fa.
Merck, Darmstadt) fur 10 Minuten. AnschlieBend wurden die Praparate mit
Leitungswasser und Aqua dest. gesplilt und durch eine aufsteigende Alkoholreihe (4x
je 1min) und anschlieBendes Xylol (2x je 10min) entwdssert. Es folgte die
standardmaRige Einbettung der Prdparate mit Pertex Schnelleinbettmedium (Fa.

Mediete GmbH, Burgdorf).

4.5.2 Masson-Goldner-Farbung

Auch fir die Kollagen-Farbung nach Goldner wurden die Paraffinschnittpraparate
mittels Standardverfahren entparaffiniert und vorbereitet. Die Farbung erfolgte mit
einem Standardfarbekit (40-011802 von Bio-Optica, Italien). Die darauffolgenden
Schritte — Spililen, Entwassern, Einbetten, - erfolgen analog zu HE-Farbung (siehe unter
4.5.1).

Neben den Pradparaten wurde zusatzlich auch eine Farbung eines reinen Lyoplant®
Materials durchgefiihrt, welches in gleicher Weise wie die Versuchspraparate fixiert
und eingebettet wurde. Somit konnte bei der Auswertung der Farbungen sichergestellt
werden, dass es sich bei den dunkelrot gefarbten Anteilen im Patchbereich um noch

nicht enzymatisch umgebautes Lyoplant® handelte (siehe 5.4.2 Abb.11). Im
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Farbeprozess musste festgestellt werden, dass sich das reine in Paraffin gebettete
Lyoplant®-Material sehr schwer auf dem Objekttrager halten lies und sich wahrend der
Waschvorgiange sowie der aufsteigenden Alkoholreihe mehr und mehr vom

Objekttrager |6ste.

4.5.3 Immunbhistologische Farbungen

Immunhistologisch wurden CD4 und CD8 positive Zellen gefarbt. Diese wurden zuerst
klassisch mit einer endogenen Peroxidasereaktion und DAB-Entwicklung angefarbt und
im Folgenenden wurde zusatzlich eine Immunfluoreszenzfarbung angefertigt. Fir jede
Methode wurden die Antikorper im Vorfeld hinsichtlich ihrer Wirkweise und der
optimalen Verdinnung auf Milzpraparaten von Wistar Furth Ratten ausgetestet. Dabei
wurde, sowohl bei der Fixierung und Einbettung, als auch bei der eigentlichen Farbung
analog zu den Versuchspraparaten verfahren.

Die Entparaffinierung erfolgte, wie auch bei den vorher beschriebenen Farbungen,
nach Standardprotokoll. Daraufhin wurden die Praparate dreimalig fir flinf Minuten in
PBS (Phosphate Buffered Saline, Fa. Oxoid Limited, Lot. 1262056) gewaschen. Durch
die Paraffinbettung der Schnitte war die Demaskierung der Epitope im
Schnellkochtopfverfahren notwendig. Hierbei wurden die Schnitte fiir 5 min in 20 mM
Citronensdure bei etwa 120°C gekocht und anschlieend in flieRendem Aqua dest.
abgekihlt und in PBS riickgefihrt. Bei den Versuchsansatzen fiir die DAB-Entwicklung
folgte hierauf die 30-minitige Blockierung der endogenen Peroxidase bei
Raumtemperatur. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurde die Inkubation der
Praparate mit NSA-BGS (NGS= Normal Goat Serum, Fa. Calbiochem, Catnr. NSO2L;
BSA= Albumin from bovine Serum, Fa. Sigma-Aldrich, Lot. 051M1873V), welches der
Blockierung von Proteinen dient, fiir eine Stunde bei Raumtemperatur durchgefihrt.
Danach wurde der jeweilige Primarantikorper in spezifischer Verdiinnung (siehe
Tabelle 1) aufpipettiert und bei 4°C lber Nacht inkubiert. Die Verdiinnung der
Antikorper erfolgte mit einem speziellen Antikérperverdiinnungsmedium, der zu einer
zusatzlichen Hintergrundreduktion fihrt (Antibody Diluent, Fa. Dako REAL, Lotnr.
00091216).
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I e i

Rabbit-Anti-Rat polyclonal GeneTex 1:100
(LotNr.821304465) (Immunfluoreszenz)
1:75(endogene

Peroxidase)

Mouse-Anti-Rat OX-8 GeneTex 1:100
(LotNr. (Immunfluoreszenz)
821304459) 1:100(endogene

Peroxidase)

Tabelle 1: Verwendete Primarantikérper

Nach einer minimalen Inkubationszeit von 18 Stunden folgte wiederrum ein
Waschvorgang mit dreimal fiinf Minuten PBS.

Da sich das weitere Vorgehen, je nach gewahlter Methode — DAB-Entwicklung oder
Immunfluoreszenzentwicklung - unterscheidet, sollen beide Verfahren im Folgenden

getrennt voneinander darstellt werden.

Immunfluoreszenzentwickung:

e R

Goat-anti-Rabbit Dianova 1:600

(LotNr. 84241)
Goat-anti-Mouse Dianova 1:600

(LotNr. 86079)

Tabelle 2: Verwendete Sekundarantikorper bei Immunfluoreszenzfarbung

Die Sekundarantikérper wurden in einer Verdiinnung von 1:600 aufgetragen (siehe
Tabelle 2). Die Verdiinnung erfolgte mit PBS Losung, sowie zusatzlich in Verdinnung
1:10 Alexa Fluor (Alexa Phalloidon 488, Fa. Invitrogen, Catnr. A12379), welches der

Farbung des Zytoskeletts dient. Die Inkubation mit dem Sekundarantikorper bei
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Raumtemperatur betrug eine Stunde. Daraufhin wurden die Prdparate mit PBS
gewaschen und anschlieRend mit Hilfe des Vectaschield-Mediums (Vectaschield, Fa.
Vector Laboratories Inc., Bulingame, CA, Lotnr: Y0322) eingedeckt und unter

Lichtausschluss kihl getrocknet.

DAB- Entwicklung:

Wurde eine DAB-Entwicklung der Praparate angestrebt so wurde ebenfalls zunachst
dreimalig fur drei Minuten mit PBS gewaschen und anschliefend der spezifische
Sekundarantikérper (siehe Tabelle 3) aufpipettiert. Die Inkubationszeit betrug eine

Stunde bei Raumtemperatur in der feuchten Kammer.

Goat-anti-Rabbit Dako 1:50
(LotNr. 00052233)
Rabbit-anti-Mouse  Dako 1:50
(LotNr. 00065051)
Tabelle 3: Verwendete Sekundérantikérper bei endogener Peroxidasereaktion und

nachfolgender DAB-Entwicklung

Nach Wiederholung des Waschvorgangs mit PBS wurde jeweils ein Tropfen DAB (3,3‘-
Diaminobenzidin aus dem DAB-2Komponenten-Kit, Fa. DCS Innovative Diagnostik-
Systeme, Lotnr. M802/M801) auf das Praparat gegeben und unter mikroskopischer
Kontrolle der Zeitpunkt abgepasst, in welchem die Farbung im Vergleich zur
Hintergrundfarbung am deutlichsten hervortrat. Zu diesem Zeitpunkt wurden die
Praparate in Aqua dest. Uberflihrt. Danach wurde, analog zur HE-Farbung, fir 30
Sekunden die Kernfarbung mit Hamatoxylin nach Mayer (Fa. Merck, Darmstadt)
durchgefihrt, ebenso wie das anschliefende Blduen der Praparate unter flieRendem
Leitungswasser fiir 10 min. Es folgte die Uberfiihrung in Aqua dest. und die
aufsteigende Alkoholreihe, bevor die Schnitte mit dem Schnelleinbettungsmedium

Pertex (Fa. Mediete GmbH, Burgdorf) eingedeckt wurden.
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Wahrend der Durchfiihrung der immunologischen Farbungen wurde festgestellt, dass
sich Teile der Praparate, meist Patch und Muskelanschnitte, vom Objekttrager |6sten.
Dies war vor allem im Rahmen der Waschvorgange nach der Demaskierung der Fall.
Auf Grund dieser Beobachtung wurde der Demaskierungsvorgang vom urspriinglichen
Protokoll, mit Verwendung eines 0,4 mM Citratpuffers, sowie der langsamen
Abkiihlung der Praparate in der Pufferfliissigkeit zu dem oben beschriebenen Prozess
modifiziert. Dadurch konnte die Anzahl an verwertbaren Praparaten angehoben
werden. Jedoch bestand weiterhin das Problem, dass sich vorrangig der Patchbereich
(Lyoplant®-Patch > Gore-Tex©-Patch), oft mitsamt dem angrenzenden Gewebe,
teilweise oder ganz vom Objekttrager l6ste. Dieses Verhalten konnte ebenfalls bei der
Farbung des reinen Lyoplant® Materials flir die Masson-Goldner-Farbung, wie unter

4.5.2 beschrieben, beobachtet werden.
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5. Ergebnisse

5.1 Entwicklung der Tiere post Implantation

Zwei Tiere verstarben wahrend der Implantationsoperation bevor eines der
Versuchsmaterialen eingesetzt werden konnte an einem Spannungspneumothorax,
sodass die effektive Versuchstierstarke bei 13 Tieren lag. Im Visitationszeitraum,
zwischen Implantation und Explantation, konnten hinsichtlich des
Bewegungsverhaltens keine Unterschiede festgestellt werden. Alle Tiere prasentierten
sich wahrend des gesamten Zeitraums in gutem Allgemeinzustand. Alle oberflachlich
beobachtbaren  Narben verheilten entsprechend des  Operationstermins
gleichermafien gut. Hinsichtlich Einzelknopfnahttechnik und Intrakutannaht konnten
keine Unterschiede festgestellt werden. Zur Objektivierung der Entwicklung der

Versuchstiere soll der Gewichtsverlauf genauer betrachtet werden.

5.2 Gewichtsentwicklung der Tiere

Das Gewicht wurde ab dem Operationstag dokumentiert. Zu diesem Zeitpunkt waren
die Tiere zwischen 155 - 205g schwer. Dies entspricht in etwa der 6. bzw. 7.
Lebenswoche [104]. In den folgenden 12 Wochen konnte eine bestiandige

Gewichtszunahme aller Tiere verzeichnet werden.

Bei Explantation (18/19. Lebenswoche entsprechend [104]) wogen die Tiere zwischen
460g und 560g. Bezogen auf das Startgewicht bei Implantation entspricht dies einer
Gewichtssteigerung von 130 - 261%. Die Werte fir die einzelnen Tiere sind Tabelle 4 zu

entnehmen.
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Gewicht Gewicht Steigerung Mittlere

Implantation Explantation des Gewichts | Steigerung
(Gramm) (Gramm)

Tier 155 560 261,3

Nr.3

Tier 165 560 239,4 212,1

Nr.4

Tier 160 535 234,4

Nr.5

Tier 205 620 202,4

Nr.12

Tier 204 455 123,0

Nr.14

Tier 155 485 212,9

Nr.6

Tier 165 555 236,4 184,5

Lyoplant® |8,[3¥;

Tier 200 545 172,5
Nr.8

Tier 200 510 155,0
Nr.9

Tier 200 550 175,0
Nr.10

Tier 200 510 155,0
Nr.13

Tier 190 505 165,8

Direktnaht [\ [g% &l 147,9

Tier 200 460 130,0
Nr.15

Tabelle 4: Gewichtssteigerung von Implantation bis Explantation
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Vergleicht man die Steigerung des Gewichts bezogen auf die drei Versuchsgruppen
Gore-Tex©, Lyoplant® und die Kontrollgruppe der Direktnahttiere, so zeigten die Tiere
mit Gore-Tex©-Implantaten die beste Entwicklung mit einer mittleren Steigerung um
212,1%. Die Lyoplant®-Tiere steigerten ihr Gewicht im Mittel um 184,5%. Die
Direktnahttiere wogen bei Explantation nur 147,9% mehr als zu Beginn der

Versuchsreihe.

Um die physiologische Entwicklung der Tiere zu verifizieren, wurden die
Wachstumskurven der Versuchstiere mit der Wachstumskurve des Ziichters (Charles
River Wiga GmbH, Deutschland) verglichen [104]. Dafir wurde in jeder
Versuchsgruppe das zum Explantationstermin jeweils leichteste und schwerste Tier
betrachtet (siehe Tabelle 4). Zwischen den Versuchsgruppen konnte kein signifikanter
Unterschied bezlglich der Gewichtsentwicklung beobachtet werden. Verglichen mit
der Wachstumskurve des Ziichters wuchsen alle Tiere lberproportional gut. Dies ist
wahrscheinlich auf ein reichhaltigeres Nahrungsangebot zuriickzufiihren. Es ist von

einem physiologischen Wachstum aller Tiere auszugehen.
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Abbildung 3: Gewichtsentwicklung des jeweils leichtesten und schwersten Tieres

einer Versuchsgruppe und Referenzbereich des Ziichters



Wie zu erwarten stagnierten die gemessenen Gewichte direkt nach Operation. Dies
konnte in allen Wachstumskurven festgestellt werden und wird hier beispielhaft fir

Tier Nr.13 (Lyoplant®-Versuchsgruppe) gezeigt (siehe Abb.3).
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Abbildung 4: Wachstumskurve Lyoplant®-Versuchstier Tier Nr.13 mit

Wachstumsstagnation nach Operation

Ein signifikanter Unterschied der Dauer der Wachstumsregression zwischen den

Versuchsgruppen konnte nicht festgestellt werden.

5.3 Makroskopische Ergebnisse bei Explantation

Bei keinem der Tiere waren auBerliche Auffalligkeiten festzustellen. Hautnaht und

Fasciennaht stellten sich unauffallig dar. Es war keine Narbenbildung zu erkennen.

Zur Beschreibung von Adhdsionen wurde folgende Skala festgelegt [12, 14, 89, 105,
106]:
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Adhdsion Grad 0 Keine Verwachsungen vorhanden

Adhasion Grad 1 Leichte Verwachsungen, leicht mit dem

Finger losbar

Adhasion Grad 2 Feste Verwachsungen, die noch stumpf

mit dem Finger I6sbar waren

Adhaésion Grad 3 Verwachsungen, stumpf nicht lI6sbar, nur

mittels Skalpell

Tabelle 5 : Merkmale zur Bestimmung der Adhasionsgrade

Vor Explantation des Patchs wurde die regelhafte Entfaltung der Lunge sowie die
Durchblutung von Lunge und Zwerchfell im Seitenvergleich begutachtet und erfasst.

Die Befunde waren bei allen Versuchstieren physiologisch.

Ebenso wurde mit den Verwachsungen verfahren. Die makroskopischen Befunde der
einzelnen Tiere sind dem Anhang (siehe Anhang 8.1 Tabelle: 9 - 11) zu entnehmen. Bei
allen Tieren konnten deutliche, flachige Verwachsungen des linken Leberlappens zum
Zwerchfell festgestellt werden, die sich bei keinem Tier stumpf [6sen lieBen (Grad 3 bei
allen Tieren). Alle Gore-Tex©-Tiere zeigten ahnliche Auspragungen der
Verwachsungen, wahrend sich die Lyoplant®-Tiere heterogener prasentierten. Bei vier
Tieren der Lyoplant®-Versuchsgruppe (Tier Nr.6, Tier Nr.7, Tier Nr.9, Tier Nr.10) zeigten
sich grof¥flachig Verwachsungen zu dem Patch angrenzenden Zwerchfellanteil.
Dahingegen waren die Verwachsungen bei zwei anderen Lyoplant®-Tieren (Tier Nr.8

und Tier Nr.13) lockerer, jedoch auch hier nicht stumpf |6sbar.
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Abbildung 5: Explantation- deutliche makroskopisch sichtbare Verwachsungen des

Zwerchfells mit dem linken Leberlappen (Tier Nr.13) [siehe Pfeil]

Auch bei den Direktnahttieren und damit in der Kontrollgruppe konnten die
Verwachsungen zur Leber registriert werden. Diese waren jedoch sehr unterschiedlich
stark ausgepragt. Tier Nr.11 prasentierte sich mit festen groRflachigen
Verwachsungen, wahrend bei Tier Nr.15 die Verwachsungen begrenzter und auch

lockerer waren. Jedoch wiesen beide Tiere Adhasionen des Grades 3 auf.

Verwachsungen der Pleura mit dem Patch konnten ausschlieflich bei Tieren der
Lyoplant®-Versuchsgruppe festgestellt werden. Diese variierten zwischen einzelnen,
losen Verwachsungsstrangen, die sich auch stumpf I6sen lieRen (Tier Nr.13, Grad 2) bis
hin zu deutlichen strangigen Verwachsungen lber den gesamten Patchbereich (Tier

Nr.6, Grad 3; Tier Nr.7 Grad 3).
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Abbildung 6: Verwachsungsstrange von der Lunge zum Patchbereich (Tier Nr.7)

[siehe Pfeile]

5.4 Ergebnisse der histologischen Auswertungen

Durch die Arbeiten am Kleintiersitus, sowie die Verwachsungen des linken
Leberlappens mit dem Zwerchfell, ergaben sich hinsichtlich einer Paraffineinbettung in
genauer anatomischer Lage erhebliche Schwierigkeiten. Deshalb wurde auf diese Art
der Praparation verzichtet. Jedoch wurde in Bezug auf vergleichbare Schnittebenen
der Prdparate ein besonderes Augenmerk auf eine anatomisch reproduzierbare

Entnahme und grob lagerichtige Einbettung der Praparate gelegt.

Da der Patch in das muskuldre Zwerchfell integriert wurde, ist vor allem die
Betrachtung des Bereichs zwischen Patch und Muskulatur interessant. Tatsadchlich
waren sowohl makroskopisch als auch auf histologischer Ebene in den meisten

Praparaten sowohl ein Bezug zur Leber als auch zur Muskulatur zu sehen. Dadurch liel3
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sich die im Folgenden analysierte Patchumgebung systematisch in fliinf Bereiche

gliedern:

Histologische Schnittebene

Leber

Abbildung 7: Skizze der histologischen Schnittebene in Bezug auf die anatomischen

Lageverhaltnisse im Praparat

(1)
(2)
(3)
(4)
(5)

Ubergangszone zwischen Muskulatur und Patch (MPU)
Ubergangszone zwischen Leber und Patch (LPU)
Innerhalb des Patch an Muskelseite angrenzend (PMS)
Innerhalb des Patch an Leberseite angrenzend (PLS)

Patchmitte (PM)

5.4.1 Auswertung der HE-Farbungen

Anhand der gefirbten HE-Priparate wurden die Ubergangsbereiche zwischen dem

eingewachsenen Patch und den umgebenden Geweben untersucht. Dabei wurden die

Uberginge systematisch ausgemessen und die Kapillaren im Sichtfeld einer 100-fachen
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VergrolRerung ausgezahlt. Die mikroskopische Auswertung erfolgte an einem Axiophot

Zeiss Mikroskop.

5.4.1.1 Analyse der Ubergangsbereiche

Um Unterschiede im Einwachsungsverhalten des Lyoplant®-Patchs gegenliber dem
synthetischen Gore-Tex©-Patch beurteilen zu kénnen, wurde der Ubergangsbereich
zwischen dem eingesetzten Patch und dem jeweils angrenzenden Gewebe genauer
untersucht. Als Vergleich diente der Ubergangsbereich zwischen Leber und Muskulatur

(LMU) (siehe Abbildung 7).

Die Anzahl der Messungen wurde relativ zur Flache des auszuwertenden
Ubergangsbereiches im Praparatschnitt gewéahlt. Je groRer der Flichenanteil des
Ubergangsbereichs im Priparat, desto mehr Sichtfelder einer 100-fachen
VergrofRerung wurden ausgezahlt, im Minimum jedoch zwei. Dieses Verfahren wurde
in jedem Praparat fiir die Ubergangsbereiche [Muskel-Patch-Ubergang (MPU), oder
Leber-Patch-Ubergang (LPU] getrennt verwendet. Pro Sichtfeld wurden vier Messwerte
erhoben. Ebenso wurde alle Anschnitte des Leber-Zwerchfell-Ubergangs (LMU) in

selber Art und Weise vermessen.

Abbildung 8: Vorgehen bei Vermessung der Ubergangsbereiche
Nicht bei jedem Tier waren Anschnitte aller Ubergangsbereiche vorhanden. So

entstanden zwischen 8 bis 24 Messwerten pro Tier. Die genaue Anzahl der moglichen

Messungen ist dem Anhang 8.2: Tabellen 12 bis 14 zu entnehmen.
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Zwei der Gore-Tex©-Tiere und ein Lyoplant®-Tier wurden im Nachhinein aus der
Auswertung ausgeschlossen, da hier durch die Schnittebene oder durch die
Praparation (Faltung, Aufficherung des Ubergangsbereiches) die Vergleichbarkeit der

Ubergangsbereiche mit den anderen Praparaten nicht gegeben war.

100 pm

Abbildung 9: Vermessung des Zwerchfell-Patch-Ubergangs (MPU) bei Gore-Tex©-Tier
Nr.5

5.4.1.1.1 Statistische Analyse

Den Unsicherheiten im Messverfahren kann mit einer deskriptiven statistischen
Analyse begegnet werden, indem mit Spannweiten (Maximalwert- Minimalwert) und
Haufungen gearbeitet wird. Hierflr wurde fiir jedes Tier innerhalb der Spannweite die
Klassenbreite berechnet und die Haufungen in den jeweiligen Klassen eingetragen. Der
Mittelwert der haufigsten Klasse entspricht dem Modalwert (im Diagramm durch die

gelbe Raute gekennzeichnet). Zusatzlich wurden die relativen Haufigkeiten berechnet
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und aufsummiert. Bei nicht eindeutigem Verteilungstyp der Messwerte wurde, analog
zur Darstellung bei Normalverteilungstyp, der Bereich der relativen Haufigkeiten
zwischen 67 - 78% als Plot gewahlt. Hierbei wurden alle fiir ein Tier und jeweiligen
Ubergangsbereich erhobenen Werte beriicksichtigt.

Verglichen wurden diese Werte der Ubergangsbereiche (MPU/LPU) mit den
Messwerten fiir den Leber-Zwerchfell-Ubergang, mit denen in gleicher Weise

verfahren wurde.

pm Muskel-Patch-Ubergang Leber-Patch-Ubergang
S00

200 n

fo0 t

B00

500
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300 T n I

200 1 T '

o B ﬁ nB<m, Bpg®
u ]

Tier 3 Tier 5 Tier 7 Tier8 Tier10 Tier13  Tier 3 Tier 4 Tiers Tier 7 Tier 8 Tier® Tier 10 Tier13  LMO

Abbildung 10: Vermessung der Ubergangsbereiche [Griin: Gore-Tex©-Versuchstiere;
Rot: Lyoplant®-Versuchstiere; Blau: Direkter Ubergang zwischen Leber und Muskel

unabhdngig vom Patch]

Die in der Schnittebene gemessenen Zwerchfell-Leber-Uberginge (LMU) zeigen eine
deutliche Haufung im Bereich der geringeren Dicken (30 — 225um). Insgesamt stimmen
die gemessenen Werte der Versuchsgruppen, sowohl der Lyoplant®-Tiere als auch die
Gore-Tex©-Tiere, gut mit dem Leber-Muskel-Ubergang tberein. Lediglich die Tiere
Nr.13 und Nr.7 der Lyoplant®-Gruppe zeigen eine deutlich breitere Streuung als der
Referenzbereich des Zwerchfell-Leber-Ubergangs. Auch die Haufigkeitsverteilung in
den Versuchsgruppen stimmt mit den Haufigkeiten der Kontrollmessungen lberein. Es

lasst sich feststellen, dass sich die Gore-Tex©-Gruppe einheitlicher prasentiert als die
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Lyoplant®-Versuchsgruppe, bei der sowohl im Leber-Patch-Ubergang, als auch im

Muskulatur-Patch-Ubergang mindestens ein Tier deutlich héhere Messwerte aufweist.

5.4.1.2 Analyse der Kapillarisierung
Auch zur systematischen Auszahlung der Kapillaren und Analyse der Vaskularisierung
des Patchs sowie der Uberbangbereiche wurde die unter 5.4 bereits erliuterte

Unterteilung in Bereiche verwendet.

Abbildung 11: Auszdhlung der Kapillaren im Lyoplant®-Patch Tier Nr.8

Bei den Gore-Tex®-Tieren fehlte bei jeweils einem der flinf Tiere ein Anschnitt im
Bereich 1(MPU) und 2(LPU)(siehe Anhang 8.2: Tabelle 12), sodass pro Bereich jeweils 4
Tiere bei der Auswertung bericksichtigt werden konnten. In der Lyoplant®-
Versuchsgruppe waren, wie bereits bei der Ubergangsbereichsauswertung, die

Praparate des Tiers Nr.6, sowie der Muskel-Patch-Ubergangsbereich von Tier Nr.9,
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nicht auswertbar. Folglich konnten vier Lyoplant®-Tiere des Bereiches 1 (MPU) und

finf Lyoplant®-Tiere im Bereich 2 (LPU) in die Auswertung einbezogen werden

5.4.1.2.1 Statistische Analyse

Zunachst wurde Uberprift, ob die Homogenitat der erhobenen Werte innerhalb einer
Versuchsgruppe (Lyoplant®-Tiere/ Gore-Tex©-Tiere/ Direktnahttiere) und dem
untersuchten Bereich (LMU/MPU/PLS/PMS/PM), trotz individueller Unterschiede der
Versuchstiere, gegeben ist. Dazu wurden die Messwerte mittels Ausreier-Test nach
Nalimov untersucht [107]. Dabei wurden Werte, die signifikant unterschiedlich zum
Restkollektiv (Werte einer Versuchsgruppe und eines Bereiches) als Ausreiler
identifiziert und gestrichen. Dies traf nur auf einen Messwert zu. Es kann von einer
Homogenitat der Werte ausgegangen werden, sodass im Folgenden individuelle
Messwerte nicht bericksichtig wurden, sondern nur noch die Versuchsgruppen
(Lyoplant®/ Gore-Tex©) innerhalb des jeweiligen Bereiches unterschieden wurden.
AnschlieBend wurde im Vorfeld des Student-T-Tests der F-Test durchgefiihrt. Dieser
bestimmt, ob die Varianzen der zu vergleichenden Messwertkollektive gleich oder
unterschiedlich sind. Dies wiederrum war fiir die richtige Durchfiihrung des Mittelwert-
T-Tests von Bedeutung. Mittels zweiseitigen T-Tests wurden abschlieRend die
verschiedenen Bereiche innerhalb der Versuchsgruppe und die Versuchsgruppen

miteinander verglichen [107].

Lyoplant®-Versuchsgruppe:

Zunachst wurde die Vaskularisierung der Bereiche 3 (PMS) und 4(PLS) miteinander
verglichen. Hierbei war kein signifikanter Unterschied der Kapillardichte feststellbar.
Beide Bereiche gemeinsam wurden mit der Patchmitte verglichen [Bereich5 (PM)]. Es
gab keinen signifikanten Unterschied der Kapillareinsprossung. Auch zu dem an Leber
bzw. Muskulatur angrenzenden Ubergangsbereich [Bereich 1/2 (MPU / LPU)] konnte

kein als signifikant zu bezeichnenden Unterschied festgestellt werden.
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Gore-Tex©- Versuchsgruppe:

Innerhalb der Gore-Tex©-Versuchsgruppe konnte kein Unterschied der Kapillardichte
innerhalb  der Ubergansbereiche, beim Vergleich des Muskulatur-Patch-
Ubergangsbereich mit dem Leber-Patch-Ubergangsbereich, festgestellt werden.
Allerdings wurde innerhalb des Patchs, in keinem der Bereiche 3 - 5, eine

Kapillareinsprossung beobachtet.

Gore-Tex© verglichen mit Lyoplant®:

Vergleicht man die Ubergangsbereiche 1 (MPU) und 2 (LPU) der Versuchsgruppen
miteinander, so kommt man zu dem Ergebnis, dass sich Lyoplant® und Gore-Tex©
hinsichtlich der Vaskularisierung nicht signifikant unterscheiden.

Innerhalb des Patchs besteht jedoch ein signifikanter Unterschied. Die Lyoplant®-
Gruppe ist statistisch, durch die Kapillardichte von 8,8 + 3,5 pro Sichtfeld innerhalb des
Patchs, mit der Vaskularisierung des Ubergangsbereiches gleichzusetzten. Wohingegen
innerhalb des Gore-Tex©-Patchs kein einziger GefaBanschnitt gefunden werden

konnte.
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5.4.2 Auswertung der Masson-Goldner-Farbung

Anhand der Masson-Goldner-Farbung sollte der Umbauprozess von Lyoplant® in

korpereigenes Kollagen untersucht werden.

Abbildung 12: Bildauswertung der Masson-Goldner-Farbung zur Beurteilung des

Umbauprozesses von Lyoplant® (Tier Nr.13)

Die Auswertung der Farbung erfolgte in 4-facher VergroBerung an einem Biorevo BZ-
9000 Keyence Mikroskop. AnschlieBend wurden die gewonnenen Bilder mit dem
Bildverarbeitungsprogramm Image Pro Plus 6.3 analysiert. Mit diesem ist es moglich
eine markierte Flache hinsichtlich bestimmter Farben aufzuschlisseln und fur diese
Flachenanteile zu berechnen. Hierfiir wurde der Patchbereich als zu untersuchende
Flache gekennzeichnet (siehe Abb. 12). Dabei wurde darauf geachtet, dass moglichst
nur der Patchbereich, nicht aber die korpereigenen Faszien, beispielsweise um die
Leber, mit in die Flache eingeschlossen wurde. AuRerdem wurde die gesamte in den
Praparaten abgebildete Patchfliche in der Auswertung aufgenommen. Bei 4-facher
VergroBerung war es oftmals notwendig die Patchfliche in mehreren Teilbildern

auszuwerten. Um die kontinuierliche Betrachtung des Patchs zu gewahrleisten wurden
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die zu untersuchenden Flachen Uberlappend gewahlt. Die lGberschneidenden Bereiche
jedoch moglichst klein gehalten.

AnschlieBend wurden in drei Schritten, mit Hilfe des Image-Pro-Plus-6.3-Programmes,
die Flachenanteile bestimmt. Begonnen wurde mit der Bestimmung der Gesamtflache.
Risse und Locher innerhalb des Prdparates, die post explantationem entstandenen
waren, wunden von der Gesamtflache abgezogen. Danach wurden zunachst nur die
Rottone und damit das noch nicht umgebaute Lyoplant®-Material in der Gesamtflache
vermessen. Zu Letzt wurde der Flachenanteil des korpereigenen Kollagens, der sich in
der Masson-Goldner-Farbung grin darstellt, ausgewertet. Es folgte die prozentuale
Berechnung des bereits umgebauten und noch erhaltenen Lyoplant®-Anteils bezogen
auf die Gesamtflache. Da die Tiere zu unterschiedlichen Zeiten operiert wurden, ergab
sich ein Unterschied von maximal 5 Tagen in der Dauer des moglichen Umbaus.

Dadurch konnte aullerdem der Fortschritt des Umbauprozesses visualisiert werden.
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Abbildung 13: Darstellung des prozentualen Umbaus von Lyoplant® iiber der Zeit

Anhand der Abbildung lassen sich zwei Dinge verdeutlichen. Zum einen scheint es

einen kontinuierlich fortschreitenden Umbau von Lyoplant® zu geben (siehe Steigung

36



der maximalen umgebauten Flachenanteile zu den Zeitpunkten 89 Tage, 91 Tage, 94
Tage ~1,1%/d). Zum anderen gibt es groRe Unterschiede innerhalb eines Patches
hinsichtlich des prozentualen Umbaus. Die grofiten Schwankungen wies Tier Nr.9 auf,
welches entlang der ausgewerteten Patchflache, die in sechs Teilbilder unterteilt

wurde, einen Umbau von 61,35% - 89,99% aufweist.

5.4.3 Immunhistologische Auswertung

Die Auswertung der unter 4.5.3 beschriebenen immunhistologischen Farbungen
erfolgte an einem Biorevo BZ-9000 Keyence Mikroskop.

Die zundchst durchgefiihrte DAB-Entwicklung der vorgenommenen Farbungen fihrte
zu erheblichen Problemen bezlglich der Auswertbarkeit der Praparate. Grund dafir
war die viel zu deutlich hervortretende Hintergrundfarbung. Die Versuche diese durch
Modifikationen des unter 4.5.3 beschriebenen Farbeprotokolls [Ersetzen des PBS-
Puffers in den Waschvorgangen durch einen 0,05 molaren TRIS — Puffer, sowie langere
Einwirkzeiten der Praparate im Xylol] zu reduzieren brachten nicht den erwiinschten
Erfolg. Zudem fiihrten die Uberlagerungen von gefalteten, halb abgel&sten
Patchanteilen oftmals dazu, dass trotz Betrachtung mit einem Ebenen-
aufschlisselnden Mikroskop (Biorevo BZ-9000 Keyence Mikroskop) nicht sicher
zwischen Artefakt und einer moglichen Farbung unterschieden werden konnte.
AuBerdem boten Kapillare und Erythrozyten ein dhnliches Farbemuster, was die
sichere Differenzierung der CD4 bzw. CD8-postitiven Farbung nochmals erschwerte

(siehe auch Abbildung 14).
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Abbildung 14: Verdeutlichung der Schwierigkeiten eine Farbung, bei mit Hilfe von
DAB entwickelten Praparaten, von Artefakten zu differenzieren; am Beispiel CD8-

Farbung Gore-Tex©-Tier Nr. 12; Pfeile deuten auf mogliche Farbungen

Um die Anzahl der verwertbaren Praparate zu steigern, wurde der Versuch
unternommen die Prdparate mit einem fluoreszierenden sekundaren Antikorper,
passend zum jeweiligen Primarantikérper, zu entwickeln (siehe auch 4.5.3). Dies
erfolgte in der Hoffnung eine besser Unterscheidbarkeit der gesuchten, spezifischen
Farbung von den unspezifischen Artefakt- und Hintergrundfarbungen zu erlangen. Zur
Beurteilung der Immunfluoreszensfarbung wurden die Praparate mit Hilfe des Ebenen-
aufschliisselnden Mikroskops betrachtet. Um die in Abbildung 15 gezeigten, gesuchten
Farbungen von durch Uberlagerung hervorgerufenen Signalen zu differenzieren,
wurden Bilder der verschiedenen Ebenen aufgenommen. Erst im Anschluss daran
wurden die zusammengefiigten Bilder mit Hintergrundreduktion bewertet (siehe

Abbildung 15).

Vor allem bei der CD8-Farbung brachte die Umstellung des sekundaren Antikorpers

Vorteile. Die CD4-Farbungen gestalteten sich weiterhin schwierig. Verglichen mit den
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Positiv-Kontrollpraparaten der CD8 Farbung war auch hier die Anfarbung recht

unspezifisch und hob sich nur wenig vom Hintergrundsignal ab (siehe Abbildung 15).

Abbildung 15: Vergleich der beiden positiv Kontrollen (Immunfluoreszenzfarbung der
Milzpraparate Ratte Wistar Furth (WF)); links: CD8 1:100 4°C liber Nacht; rechts: CD4
1:100 4°C liber Nacht; beide 40-fache VergroRerung

Um die Funktionalitdt des CD4 Antikorpers zu verifizieren wurden auBerdem
gefriergetrocknete Kryo-Praparate der Milz gewonnen und mit Hilfe der
Immunfluoreszenzantikérper gefarbt. Auch bei diesem Vorgehen zeigte sich eine
erheblich geringere Dichte an CD4-positiven Zellen, verglichen mit den CD8-positiven
Zellen. Die Hintergrundfarbung war jedoch in beiden Praparaten deutlich reduziert

(siehe Abbildung 16).
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Abbildung 16: Vergleich der beiden Kryo-Praparate (Immunfluoreszenzfarbung der
Milzpraparate Ratte Wistar Furth (WF)); links: CD8 1:100 4°C iiber Nacht; rechts: CD4
1:100 4°C Giber Nacht, beide 40-fache VergréBerung

In den Versuchspraparaten war die Auswertung der CD4-positiven Farbungen, durch
die Anfarbung unterschiedlicher Gewebe (Leber, Bindegewebe, Patch, Muskulatur)
deren Hintergrundsignale starker waren als die der Milz, schwieriger als in den
Kontrollpraparaten. Dies flihrte zu einer deutlich geringeren Kontrastierung der
Farbung, sodass trotz eindeutigem Farbungsnachweis in der Positivkontrolle die
sichere Abgrenzung des Farbungssignales nicht méglich war und auf die Auswertung

der CD4-Farbung verzichtet wurde.

Trotz der oben beschriebenen praparatorischen Schwierigkeiten mit Faltungen und
Ablésungen von Praparatanteilen und der damit verbundenen geringen Anzahl an
auswertbaren Praparate [n= 5, davon n= 2 Gore-Tex©-Tiere (G), n= 3 Lyoplant®-Tiere
(L)] und Sichtfeldern [LPU: n= 15 (n=8 G, n=7 L), MPU: n= 6 (n=3 G, n=3 L), Patch: n= 11
(n=4 G, n=7 L)], war fur die CD8-Farbung eine deskriptive Auswertung moglich. Die
Beurteilung der Praparate erfolgte, wie auch in den bereits durchgefiihrten
Auswertungen der HE-Firbung, systematisch fiir die Ubergangsbereiche (LPU/MPU),
sowie flr den Patchbereich. Auf eine genauere Unterteilung des Patchbereichs

[Bereiche (3)-(5), siehe Punkt 5.4.14.5] wurde in diesem Kontext verzichtet.
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Muskulatur

Muskulatur

Abbildung 17: Vergleich Gore-Tex©- (linke Spalte) und Lyoplant®-Prédparate (rechte

Spalte) in der CD8 Immunfluoreszenzfarbung; 20-fache VergroBerung; (a, Tier Nr. 12)
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und (b, Tier Nr. 10) Vergleich des Leber-Patch-Ubergangs; (c, Tier Nr. 12) und (d, Tier
Nr. 13) Vergleich des Muskulatur-Patch-Ubergangs; (e, Tier Nr. 4) und (f, Tier Nr. 10)

Vergleich des Patchbereichs

In den Gore-Tex©-Versuchspraparaten konnte das Farbesignal vor allem in den
Ubergangsbereichen festgestellt werden. Bei Anschnitt beider Ubergangsbereiche in
einem Praparat (LPU/MPU) konnte eine Hiufung der Fluoreszenzsignale im Bereich
des Leber-Patch-Ubergangs beobachtet werden. Teilweise gab es auch Farbesignale
innerhalb eines Patchs. Meist waren diese Farbungen in Bindegewebsstrangen, die sich
aus dem Randbereich in den Patch zogen, zu sehen. Vereinzelt waren die
Fluoreszenzsignale jedoch auch unabhidngig von bindegewebigen Strukturen, frei im
Gore-Tex©-Patch, zu finden.

Innerhalb des Lyoplant®-Patchs wurden mehr Farbesignale als im Gore-Tex©-Patch
beobachtet. Die hier gefundenen CD8-Farbungen verteilten sich gleichmaRiger Gber
den Patchbereich und waren oftmals kaum vom den Ubergangsbereichen zu
unterscheiden. Auch bei den Lyoplant®-Praparaten konnte eine Haufung im Leber-

Patch-Ubergang verglichen mit dem Muskel-Patch-Ubergang festgestellt werden.
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6. Diskussion

6.1 Beurteilung der Machbarkeit

Bei Ratten mit einem Startgewicht von 155 g handelt es sich um die kleinsten Tiere, die
direkt nach Separation von den Muttertieren fir medizinische Forschung zur
Verfligung stehen. Eine Operation an solch kleinen Tieren stellt an sich bereits eine
groRe Herausforderung dar, eine Operation am Zwerchfell und beatmeten Tieren wohl
noch eine groRere [99]. Auch befinden sich die Tiere damit in der Phase des grofSten
Wachstums, was vermehrt Stress auf den eingesetzten Patch bedeutet und damit die
Gefahr der Reherniation birgt [12, 108]. Diese Situation entspricht auch der Realitat
der Neugeborenen mit angeborener Zwerchfellhernie und bildet somit ein Problem

der chirurgischen Intervention ab.

Alle Versuchstiere entwickelten sich physiologisch. Trotz einer Steigerung des
Implantationsgewichtes um > 155% konnte bei keinem Tier eine Herniation festgestellt
werden. Die makroskopische Kontinuitdt des Zwerchfells war bei allen Tieren zum
Zeitpunkt der Explantation gegeben. Kritisch anzumerken ist allerdings, dass ein Defekt
gleicher GroBe sowohl fiir die Kontrollgruppe der Direktnahttiere als auch fir die
Versuchsgruppen (Gore-Tex©-Tiere und Lyoplant®-Tiere) gewahlt wurde. Das
bedeutet jedoch auch, dass ein Defekt dieser GroRe nicht zwangslaufig mit Hilfe eines
Patchs versorgt werden muss und davon auszugehen ist, dass eine geringere
Reherniationsrate, trotz Wachstum der Tiere, zu erwarten war. Im
Bewegungsverhalten und bei Beurteilung des Allgemeinzustands der Tiere wurden
wahrend der Visiten keine Auffalligkeiten beobachtet. Zum Zeitpunkt der Explantation
war es bereits zur Abflachung der Wachstumskurve gekommen, was mit dem
Erreichen des Erwachsenenalters gleichzusetzten ist. Die Versuchstiere wurden in lhrer
Entwicklung durch die Implantation des Patchs nicht gestort, unabhangig davon

welcher Patch verwendet wurde.

Die verminderte Massezunahme direkt nach der Implantationsoperation kann zum
einen durch Masseverlust durch die OP beglinstigt sein (Bsp.: Rasur des Bauchfells),

muss jedoch auch als physiologische Erholungsphase nach einem operativen Eingriff
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gewertet werden. Die Operation am Zwerchfell im Wachstum begriffener Kleintiere

unter Einsatz von Lyoplant® ist folglich moglich.

6.2 Bewertung der Adhdsionstendenz

Im Rahmen der Explantation wurden bereits makroskopisch bei allen Tieren deutliche
Adhdsionen der Leber zum Zwerchfell festgestellt. Eine Beobachtung, die sich in
Arbeitsgruppen, die keinen Eingriff im Abdominalraum vornahmen, jedoch ebenfalls
mit Wistar Furth (WF) Ratten arbeiteten, nicht bestdtigen lieB. Da sich dieses
Verwachsungsmuster bei den Sham-Tieren (Tier Nr.11 und Tier Nr.15), sowie innerhalb
der Versuchsgruppen, jedoch ohne Bezug zum Patch prasentierte, ist davon
auszugehen das es sich hierbei um einen Prozess handelt, der durch unumgangliche
Manipulation wahrend der Implantationsoperation bedingt ist, allerdings nicht von
dem Gebrauch der Versuchsmaterialen beeinflusst wird.

Beim Menschen ist die Leber physiologisch in der , Area nuda“ mit dem Zwerchfell
verwachsen. Adhédsionen der Leber mit dem Zwerchfell bedeuten damit nicht per se
eine Einschrankung in der Funktionalitat beider Strukturen. Entgegen der Anatomie
des Menschen reicht der linke Leberlappen bei der Ratte bis weit in die linke
Abdominalhélfte und tGberdeckt damit den Bereich des gesetzten Zwerchfelldefekts.
Innerhalb der Lyoplant®-Versuchsgruppe konnten bei 50% der Tiere zusatzliche
thoraxseitige makroskopische Verwachsungen festgestellt werden. Ein histologisches
Aquivalent konnte in keinem der angefertigten Priparate gesehen werden. Es ist
davon auszugehen, dass es sich trotz Adhdsionen Grad 3 lediglich um pleurale
Bindegewebsstrange handelt, welche sich in der histologischen Auswertung nicht von
den Ubergangsbereichen unterschieden. Eine Verwachsung mit dem Lungengewebe
konnte ausgeschlossen werden. In wie weit diese Adhasionen der Pleura mit dem
Zwerchfell einen Einfluss auf die respiratorische Funktionalitdit und Belastbarkeit
aufweisen ist rein spekulativ. Allerdings wurde weder die physiologische Entwicklung
noch der Allgemeinzustand der Tiere beeintrachtigt. Eine Beobachtung die auch in

anderen Studien, in denen pleurale Verwachsungen mit einem biokompatiblen Patch
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festgestellt wurden, gemacht wurde, sodass dieser Aspekt zu vernachldssigen ist [109,
110]. Thoraxdeformitaten, die ebenfalls einen Einfluss auf die respiratorische Funktion
haben kénnen und von denen in anderen Studien, bei der Verwendung von PTFE-
Patchen berichtet wurde, konnten nicht beobachtet werden [11, 80, 110-112].

Durch die Verwachsungen hin zur Pleura zeigen die Lyoplant®-Tiere eine erhohte
Adhasionstendenz verglichen mit der Gore-Tex©-Versuchsgruppe und den

Kontrolltieren.

Das biokompatible, resorbierbare Material Sugrisis®, welches bereits in der
Neugeborenenchirurgie zur Defektdeckung von kongenitalen Zwerchfellhernien
Anwendung findet, wird wegen seiner Tendenz zu Bridenbildung kritisiert [113]. Eine
direkte Beurteilung der Adhasionstendenz von Lyoplant® mit dem Dinndarmkonvulut
ist bei Einsatz am Zwerchfell im Rattenmodell auf Grund der beschriebenen
anatomischen Verhaltnisse nicht moglich. Die Voruntersuchungen von Meyer et al.,
welche Lyoplant® zur Therapie bei Bauchwanddefekten einsetzten, konnten jedoch
zeigen, dass Lyoplant® bezogen auf den Abdominalraum eine geringe
Verwachsungstendenz aufweist. Tatsachlich prasentierte Lyoplant® prozentual
betrachtet am wenigsten Adhasionen, verglichen mit PTFE und PPP, jedoch konnte
lediglich bezogen auf das Prolene Mesh© (PPP) eine signifikante Reduktion der
Verwachsungen beschrieben werden [99, 100].

Ein makroskopisch dhnliches Bild konnte auch fiir die beschriebene Versuchsreihe
festgestellt werden, in der sich die abdominelle Adhasionstendenz Uber alle

Versuchsgruppen gleich (Adhéasion Grad 3) darstellte.

6.3 Beurteilung der Integration und des Umbaus

Im Rahmen der histologischen Analyse der HE-Farbungen wurde der rein manipulativ
erzeugte Ubergangsbereich [Leber-Muskel-Ubergang (LMU); siehe Abbildung 7] als
Kontrolle verwendet, um eventuelle Prozesse des Einwachsungsverhaltens, die durch
die eingebrachten Versuchsmaterialien (Lyoplant® /Gore-Tex©) bedingt sind, davon

abzugrenzen.
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Ein sich flr die Auswertung ergebendes Problem war die, im Rattenmodell nicht
anders zu ermoglichende, grob anatomisch lagerichtige Paraffin-Einbettung der
Praparate. Die sich, bezlglich der Patchebene, einstellenden Schnittebenen der
Praparate weisen bei dieser Vorgangsweise naturgemall Winkelfehler (unter 5.4.
Abbildung 7 mit a und B bezeichnet) auf, die im Kleintierexperiment unvermeidbar
sind. Dies fiihrt bei Vermessung der Gewebestrukturen (z.B. LMU) in der histologischen
Auswertung zu groBeren Variationskoeffizienten bzw. Streuungen. Von einer
naturlichen Streuung der Daten muss weiterhin ausgegangen werden, da in einem
biologisch, physiologischen Inkoperationsprozess der Fortschritt und damit auch die
Messungen punktuell variieren. Diesen statistischen Messunsicherheiten wurde
begegnet, indem die Auswertung mit Hilfe einer rein deskriptiven Statistik, mit
Spannweiten, Klassenbreiten und relativem Haufigkeiten, durchgefiihrt wurde.

Analog zum Normalverteilungstyp wurden die relativen Haufigkeiten zwischen 67-75%
als Plot dargestellt. In der Normalverteilung betragt der Plotbereich normalerweise 2o
und damit 68%. Da hier jedoch mit einem sehr kleinen Kollektiv an Messwerten
gearbeitet wurde, entspricht jeder Wert im Durchschnitt 8% der relativen Haufigkeit.
Das bedeutet, dass bei Verschiebung nur eines Wertes in eine benachbarte
Haufigkeitsklasse sich die jeweilige Klasse um 8% verandert. Folglich wurden relative

Haufigkeiten bis 75% als Plot toleriert (siehe Abbildung 10).

Mit Hilfe der HE-Farbung konnte gezeigt werden, dass sowohl der Lyoplant®-Patch als
auch Gore-Tex©-Patch bei Einsatz am Zwerchfell in das umliegende Gewebe integriert
wird. Hinweise darauf, ob der Integrationsprozess der Patchmaterialien vermehrt von
einem der beiden benachbarten Geweben (Muskulatur/ Leber) ausgeht, wurden
jedoch nicht gefunden. Sowohl die Messwerte als auch die Haufigkeitsverteilungen der
Ubergangsbereiche (LPU, MPU) stimmten weitgehend mit dem manipulativ bedingten,
jedoch beim Menschen auch physiologisch vorhandenen, Zwerchfell-Leber-Ubergang
(LMU) Giberein (siehe Abbildung 10). Eine iiberschieRende Narbenbildung konnte somit

ebenfalls ausgeschlossen werden.
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Zwei der Lyoplant®-Versuchstiere (Tier Nr. 7 und Tier Nr. 13) zeigten im Bereich des
Leber-Patch-Ubergangs eine breitere Streuung als der Referenzbereich des Zwerchfell-
Leber-Ubergangs. Eine naheliegende Hypothese ist, dass es sich hierbei um Anschnitte
korpereigenem Bindegewebe handelt, also bereits umgebaute Patchanteile, welche in
den Randbereichen starker ausgepragt sind und eventuell einen Hinweis auf die
Umbaurichtung bedeuten koénnen. Diese Hypothese wird durch Sandoval et al.
unterstiitzt, die bei der Verwendung von SIS®, einem anderen biokompatiblen Material
zeigten, dass die Verwachsung mit einem soliden Organ, wie Leber oder Milz, fir den
erfolgreichen Inkorporationsprozess wichtig ist [109].

Andererseits zeigten alle Lyoplant®-Tiere in der Auswertung der Masson-Goldner-
Farbung hohe prozentual in korpereigenes Kollagen umgebaute Flachenanteile.
Obwohl innerhalb der Masson-Goldner-Auswertung nicht zwischen lebernahen oder
muskelnahen Patchanteilen unterschieden wurde und Tier Nr. 7 auch hier die
héchsten Werte prasentierte, kénnen die gemessenen Ubergangsbereiche nicht mit
den prozentual umgebauten Flachenanteilen in Einklang gebracht werden. Dies gilt vor
allem fiir Tiere Nr. 9 und 10, welche in allen ausgewerteten Ubergangsbereichen
geringe Messwerte aufzeigten, in der Masson-Goldner-Farbung jedoch trotz grofRerer
Schwankungen Umbauraten bis zu 90% aufwiesen. Somit muss eine zweite Hypothese,
die von einer praparatorischen Faltung der Leberfaszie als Artefakt wahrend des
Praparations- oder Fixationsvorganges ausgeht, in Betracht gezogen werden. Diese
wiirde auch die groRe Streuung der Ubergangsbereich-Messwerte der beiden

Lyoplant®-Tiere (Tier Nr. 7 und Tier Nr. 13) erklaren.

Mit Hilfe der Masson-Goldner-Farbung konnte bewiesen werden, dass beim Einsatz
von Lyoplant® am Zwerchfell ein Gber die Zeit kontinuierlicher Umbau des Lyoplant®-
Kollagens durch korpereigenes Kollagen stattfindet. Jedoch konnte durch die
Kollagenfarbung kein sicherer Hinweis Uber den Ablauf des Umbauprozesses
gewonnen werden. Zum Zeitpunkt der Explantation waren innerhalb eines
Versuchspraparates bei Unterteilung der Patchflache in mehrere Teilbilder erhebliche

Schwankungen des Umbaufortschritts auffallig (siehe Abbildung 123 Tier Nr. 8, Tier Nr.
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9). Diese konnten nicht allein durch das umgebende Gewebe erklart werden. Mit den
in dieser Arbeit verwendeten Methoden konnten keine weiteren Riickschllsse auf die
Ursache der Schwankungen getroffen werden.

Der maximal mogliche Umbau konnte bei Betrachtung Uber die Zeitspanne seit
Implantation mit 1,1%/Tag berechnet werden. Hierbei konnte nur ein Zeitraum von
funf Tagen ausgewertet werden, da dies der Zeitspanne entspricht in der die
Implantationsoperationen durchgefiihrt wurden. Aullerdem wurde bei der Anfarbung
der Praparate beschrieben, dass sich insbesondere reine Lyoplant®-Anteile des Patchs
leicht von den Objekttragern losten. Es ist also moglich, dass es sich bei den
beschriebenen Léchern oder Rissen innerhalb des Patchbereichs um noch nicht oder
nur anfanglich umgewandeltes Lyoplant®-Kollagen handelt. Ware dies der Fall, so
musste der berechnete maximale Umbau von 1,1%/Tag nach unten korrigiert werden.
Zu beweisen ware dies allerdings nur durch die Wahl einer anderen Fixationsmethode,

was in diesem Versuchsaufbau nicht moglich war.

6.3.1 Quantifizierte Kapillarisierung

Bereits in friheren Versuchen konnte makroskopisch und histologisch eine
Einsprossung von Gefden in den Lyoplant®-Patch beobachtet werden [99, 100]. Diese
beweisen die Vitalitdit des Gewebes, sind essentiell fiir das Wachstum, die
Inkorporation des Patchs und den Fortschritt des Umbauprozesses. Eine
Quantifizierung und damit der Beweis fiir eine gleichmallige Neovaskularisierung

wurde bisher noch nicht durchgefiihrt.

In der Analyse der Vaskularisierung des Patchs ergaben sich durch den Ausschluss
verschiedener Tiere (siehe 5.4.1.2) dhnlich groRe Versuchsgruppen [MPU: 4 (G), 4(L);

LPU 4(G), 5(L)], was die Voraussetzung fiir eine gute statistische Vergleichbarkeit war.

In den Randbereichen des Lyoplant®-Patchs (MPU, LPU, PMS, PLS; siehe Abbildung 7)
war kein signifikanter Unterschied der Kapillardichte feststellbar, sodass auch durch

die Analyse der Kapillarisierung zum Explantationszeitpunkt keine Aussage lber die
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vorrangige Richtung der Einsprossung der GefalRe moglich war. Ebenso war verglichen
mit der Patchmitte (PM) kein signifikanter Unterschied der Neovaskularisierung zu
verzeichnen. Somit kann 12 Wochen nach Implantation innerhalb der Lyoplant®-
Versuchsgruppe im Kleintiermodell von einer kontinuierlichen Vaskularisierung des
Zwerchfells ausgegangen werden, die durch den Patch nicht gestort wird.

Fir das Implantatmaterial SIS® konnte gezeigt werden, dass bei Verwachsung mit
einem soliden Organ eine bessere Neovaskularisation nachweisbar ist [109]. Weiterhin
konnte flr heparinisierte Kollagenprdaparate nach einem kirzeren Zeitintervall von
zwei Wochen gezeigt werden, dass die Kapillareinsprossung, bei vorhandener
Adhasion zur Leber, vorrangig auf der Leberseite zu finden war [114]. Es ist davon
auszugehen, dass die gleichmaRige Kapillareinsprossung durch die Ndhe zur Leber

gefordert wird.

Innerhalb der Gore-Tex©-Versuchsgruppe war in den Randbereichen die
Kapillarisierung gleichermalien ausgepragt, wie in der Lyoplant®-Versuchsgruppe.

Allerdings wurde die Vaskularisierung durch den Patch erheblich gestort. Dieses
Ergebnis wurde so erwartet, da es sich bei Gore-Tex©® um ein anorganisches,
kiinstliches Material handelt, was eine direkte Neovaskularisierung des Patchs
ausschlieBt. Kimber et al. konnten adhnliche Ergebnisse zeigen und bringen sie in
Verbindung mit der beobachteten, ausgepragten  Entziindungsreaktion.
Moglicherweise kann auch das Resultat dieser Arbeit als Zeichen einer

immunologischen Reaktion gegen PTFE gewertet werden [115].

6.4 Beurteilung der immunologischen Prozesse

Die Frage nach den immunologisch ablaufenden Prozessen ist vor allem beim Einsatz
eines Fremdmaterials wichtig. Sie geben entscheidende Hinweise lber die Reaktion die
das implantierte Material im Empfanger auslést und damit Gber eine ,Annahme” oder

»AbstolRung” des Implantats.
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Fiir das neue biokompatible Material Lyoplant®, konnten Meyer et al. fiir den Einsatz
an der Bauchwand die Hypothese aufstellen, dass es durch das vermehrte Ablaufen
der Immunreaktion Uber den ,TH2-Pathway” zu einer Unterdriickung der
Entziindungsreaktion kommt. Durch die Differenzierung der CD4-positiven Zellen zu
TH2-Zellen wird die Aktivierung der Makrophagen gehemmt und es kommt zur
Freisetzung der anti-entziindlich wirkenden Mediatoren IL-4 und IL-10. Damit kommt
es anstatt zu einer , AbstoRungsreaktion” zu einer ,Annahme” des Implantats und zu
einem Remodulierungsvorgang [100, 101]. Ein Prozess der auch schon fiir andere
xenogene, azelluldre, avaskuldre Implantatmaterialien, wie Sugrisis® beschrieben
wurde [116].

Andere Prozesse laufen hingegen am synthetischen Gore-Tex©-Patch ab. Hier kommt
es zu einer starken peripheren Fremdkorperreaktion im Sinne einer klassischen
Entziindungsreaktion. Diese scheint iber den , TH1-Pathway” abzulaufen. Uber diesen
kommt es zur zytokingesteuerten (Interferon-y, TNFa) Makrophagenaktivierung. Diese
wiederum flhrt zur Aktivierung und zum Wachstum von Fibroblasten. Dadurch wird
die stabile, den Gore-Tex©-Patch umgebende Narbenplatte gebildet, die auch in den

histologischen Farbungen dieser Arbeit beobachtet werden konnte [100, 115].

Interessanterweise wurde bereits in den Versuchen zum Einsatz von Lyoplant® an der
Bauchwand eine verstarkte Expression von CD8-positiven Zellen innerhalb der
Lyoplant®-Versuchsgruppe beobachtet. Diese konnte zur Ermittlung des CD4/CD8-
Quotienten herangezogen werden und die Hypothese des immunologischen
Remodulierungsprozesses unterstiitzen [101]. In der hier zu Grunde liegende Arbeit
konnten auf Grunde der unter 5.4.3 beschriebenen Schwierigkeiten in den
immunologischen Farbungen allein die CD8-positiv gefdrbten Zellen ausgewertet
werden. Die urspringlich im Versuchsaufbau geplante Berechnung des CD4/CDS8-
Quotienten scheiterte an der fehlenden Auswertbarkeit der CD4-Farbung. Zur Analyse
dieser scheint eine Kryo-Fixation der Praparate unerldsslich. Auch beim Einsatz von
Lyoplant® am Zwerchfell konnte innerhalb der Lyoplant®-Versuchsgruppe eine

vermehrte Anfarbbarkeit von CD8-positiven Zellen, verglichen mit der Gore-Tex©-
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Versuchsgruppe festgestellt werden. Die Farbungen konnten innerhalb des Lyoplant®-
Versuchstiere gleichmaRig Uber den gesamten Patchbereich beobachtet werden.
Obwohl der Bezug zu CD4-Farbung fehlt, ist auf Grunde der Voruntersuchungen von
Meyer et al. und Vorergebnissen dieser Versuchsreihe, in der durch die Masson-
Goldner-Farbung ein deutlicher Umbauprozess festgestellt werden konnte, die
Hypothese erlaubt, dass es sich auch hierbei um einen Hinweis auf den im Rahmen der
Umbau-Hypothese stattfindenden Ablauf des , TH2-Pathways” handelt. Jedoch gilt
auch zu bedenken, dass es sich bei CD8-positiven Zellen um zytotoxische T-Zellen
handelt. Trotz ahnlicher Ergebnisse in den Vorversuchen ist damit allein durch die
vermehrte Anfarbbarkeit von CD8-positiven Zellen in der Lyoplant®-Versuchsgruppe
die Annahme der Hypothese einer Immunantwort lber den ,TH2-Pathway“, flr den

Einsatz von Lyoplant® am Zwerchfell ohne den Bezug zur CD4 Farbung nicht moglich.

Im Ubergang zur Leber konnte in beiden Versuchsgruppen, Gore-Tex© und Lyoplant?®,
eine Haufung der Farbungen festgestellt werden, wahrend in der Direktnaht-
Kontrollgruppe nur ganz vereinzelt Farbungen im Bindegewebe zwischen Leber und
Zwerchfell zu beobachten waren. Was wiederrum die Annahme von Sandoval et al.,
nach der die Adhdsion mit einem soliden Organ wichtig ist fir den

Inkorporationsprozess des Patchs am Zwerchfell, unterstitzt [109].

6.5 Einordnung Lyoplant® im Vergleich mit anderen Materialien

Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe sind die ersten, die die Anwendung von Lyoplant®
an Zwerchfelldefekten beschreiben. Weitere biokompatible Materialien, die ebenso
wie Lyoplant® resorbierbare, azellulare Kollagenmatrizen darstellen, die als temporére
Gewebestruktur dienen, sind: AlloDerm® (hergestellt aus humaner Dermis),
Permacol™ (hergestellt aus dermalen Schweine Kollagen) oder Surgisis® (hergestellt
aus der Dinndarm-Submokusa des Schweins). Fiir alle diese Materialien wurden eine
gute Neovaskularisation sowie ein Remodelingprozess beschrieben [11]. Permacol™,

AlloDerm® und Surgisis® wurden bereits klinisch eingesetzt [12, 16, 19].
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Lyoplant® bietet einige Gemeinsamkeiten mit dem der klinisch am haufigsten
untersuchten biokompatiblen Material Surgisis® (SIS). Fir beide konnte gezeigt
werden, dass ein Umbau in korpereigenes Kollagen stattfindet. Die Daten der
Umbauraten fir Surgisis® schwanken hierbei. Je nach Quelle wird von einem Umbau
zwischen vier Wochen bis 140 Tagen gesprochen, diese variieren je nach Lokalisation
[117, 118]. Zudem wurde auch fir SIS® eine gleichmaRige Neovaskularisierung sowie
minimale Fremdkorperreaktionen gezeigt. Dies spricht fir das Remodeling des Patchs
[12,118].

In der klinischen Testung von Surgisis® konnten bezogen auf die Komplikationsrate,
Reherniationen und Bridenbildung und damit verbunden die Notwenigkeit der
Reoperation, keine Unterschiede zu der Verwendung von Gore-Tex© gefunden
werden. Auch bezliglich des Zeitpunktes zu dem die Hernie erneut auftrat und bezogen
auf die Mortalitatsrate prasentierten sich beide Materialen dhnlich [12, 15, 113].
Jedoch ist die Datenlage zur klinischen Anwendungen fiir beide Materialen sehr
heterogen. So gibt es sowohl fiir SIS®, als auch fir Gore-Tex© Studien mit gar keinen
oder sehr geringen Reherniationen [118, 119]. Auf der anderen Seite gibt es auch
Versuchsreihen, in denen bei Gore-Tex©-Versorgung fast die Halfte der Patienten eine
zweite Operation bendétigten [88] und auch Studien in denen der Verschluss mit
Surgisis® zu deutlich erhéhten Reherniationsraten und Bridenbildung fiihrt sowie auch
zu Thoraxdeformitaten [120]. In einzelnen Fallen wurden auch Abszesse oder Serome
beobachtet [11, 110].

Mitchell et al. prasentierten ihre Ergebnisse zur klinischen Anwendung von Permacol™
zur Defektdeckung von kongenitalen Zwerchfellhernien. Hierbei wurden das
biokompatible Material mit dem synthetischen Standardmaterial Gore-Tex©
verglichen. Bei Verwendung von Permacol™ konnte im Beobachtungszeitraum von 20
Monaten kein Wiederauftreten der Hernie beobachtet werden. Durch die
unterschiedliche Fallzahl, verglichen mit Gore-Tex©, konnte jedoch keine statistische
Signifikanz erreicht werden. Den Vorteil von Permacol™ sehen die Autoren darin, dass
es sich bei Permacol™ um ein chemisch vernetztes Kollagen handelt. Dadurch werden

geringere Abbauraten durch die Kollagenase erzielt, was die geringen
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Reherniationsraten bedingen kann. Zudem wurde wiederrum eine gute Integration in
das umgebende Gewebe, eine geringe Entziindungsreaktion sowie normale
Wundheilungen beschrieben. Bridenbildung wurde weder bei den mit Gore-Tex©
versorgten Patienten noch bei den Permacol™- Patienten beobachtet [16].

Fir AlloDerm® wurden nur sehr wenige klinische Anwendungen beschrieben. Die
Ergebnisse der vorhandenen Tierstudien und klinische Einsatze am Patienten boten
letztlich keine Vorteile gegeniber Surgisis® oder Permacol™. Die Reherniationsrate bei
5 Patienten betrug 40%, ebenso viele prasentierten Dinndarmverschliisse durch
Bridenbildung und die Re-Reherniationsrate lag bei 100%, sodass der weitere klinische
Einsatz zur Defektdeckung am Zwerchfell als nicht gerechtfertigt bewertet wurde [11,

19].

Zudem gibt es Forschungsansatze in denen durch ,cell-seeding” fetale Zellen in einen
azelluldaren Patch zur Defektdeckung eingebracht werden. Diese Modifikation des
Patchs fuhrte zu verbesserten funktionellen Outcome im Kleintiermodell sowie zu
signifikant verringerten Reherniationsraten. Hinsichtlich der Rehernitation erzielte
AlloDerm® als Basispatch im Kleintiermodell bessere Ergebnisse als SIS®. Weiterhin
konnte der Einsatz im GrofStiermodell diese Ergebnisse bestatigen und zeigen, dass das
Einbringen von mesemchymalen Amnionzellen, fetalen Myoblasten vorzuziehen ist

[17, 121].

Ebenso wird in einigen Studien versucht verschiedene Patchmaterialien miteinander zu
kombinieren und somit Vorteile beider Materialien zu verkntpfen [18, 121].

Im klinischen Einsatz konnte die Kombination der beiden synthetischen Materialien
Gore-Tex© und Marlex gute Ergebnisse erzielen. So wurde lediglich bei einem
Patienten (3,6%) eine Reherniation festgestellt. Jedoch kam es Uberproportional haufig
zu Blutungskomplikationen wahrend ,,Patch-Repair-Operationen®, was in 17% der Falle
eine Splenektomie notwendig machte [18].

Jancelewicz et al. kombinierten in einer klinischen Studie SIS® und PTFE. Vorteile

gegenlber einem reinen PTFE-Patch konnten jedoch nicht festgestellt werden [120].

53



Urita et al. fiihrten Versuche am Rattenmodell durch in denen sie ein Hybridschwamm
aus Poly-lactic-co-glycolic-acid (PLGA) (Vicryl) und Kollagen zur Defektdeckung an
Zwerchfellhernien nutzen. Zum Teil wurden in diesen mesemchymale Stammzellen des
Knochenmarks eingebracht. Sie konnten zeigen, dass trotz fast komplettem Abbau des
Patchmaterials nach drei Monaten ein gut vaskularisiertes , Neo-Zwerchfell” gebildet
wurde. Zudem wurden Desmin-positive Zellen im ehemaligen Patchbereich gefunden.
Eine Regeneration von Muskelzellen konnte jedoch nicht beobachtet werden. Vorteile

durch das ,,Stammzell-seeding” konnten nicht festgestellt werden [13].

Aikawa et al. entwickelten einen komplexen, synthetischen Patch aus verschiedenen
biokompatiblen Polymeren. Dieser wurde zusatzlich thoraxseitig mit Seprafilm®, einer
Adhdsionsbarriere, beschichtet. Sie konnten vielversprechende Ergebnisse beim
Einsatz am GroRtiermodell beschreiben. Histologisch wiesen sie bei geringer
Fremdkorperreaktion, das Einwachsen von mesothelialen Zellen und eine, wenn auch
nur geringflgig vorhandene, verbreiterte Muskelschicht am Patchrandbereich nach.
Makroskopisch konnten, dhnlich zu unseren Ergebnissen, massive Verwachsungen zu
Leber und Milz gesehen werden. Verwachsungen zur Lunge waren nur vereinzelt

vorhanden und mit der Zeit riicklaufig [122].

6.6 Ausblick

Diese Arbeit konnte zeigen, dass der Einsatz von Lyoplant® am Zwerchfell moglich ist
und dass sich Lyoplant® dhnlich wie andere, bereits klinisch verwendete biokompatible
Materialen verhdlt. Durch den hier beschriebenen Versuchsaufbau konnten bereits
einige Antworten und Tendenzen, die fir eine in weiter Zukunft liegende klinische
Anwendung sprechen kénnten, gefunden werden. Zuvor stellen sich jedoch viele neue
Fragen, die in noch folgenden tierexperimentellen Studien am Klein- und
GroRtiermodell zur Verwendung von Lyoplant® am Zwerchfell, beantwortet werden

mussen.
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So konnte auf Grund der Euthanasie aller Tiere nach 12 Wochen die Frage nach dem
Voranschreiten des Umbauprozesses nur von einem Endpunkt aus betrachtet werden.
Hier ware eine Betrachtung Uber kleinere Zeitintervalle, beispielsweise nach 4, 6, 12
Wochen, interessant. Bei dieser Art des Studiendesigns kann eventuell auch die Frage
nach der vorrangigen Richtung der Kapillareinsprossung beantwortet werden. Auch
sollte die Rolle der Verwachsung zur Leber genauer untersucht werden. Ebenso ist es
von groller Bedeutung die immunologischen Ergebnisse zu vervollstdndigen, sodass
der Prozess der Patch- ,Annahme” oder — , AbstoBung” besser verstanden werden
kann.

Weiterhin stellt sich bezogen auf die Anatomie die Frage, ob die verstarkte
Adhdsionstendenz, die sich in diesem Experiment hinsichtlich pleuralen
Verwachsungen mit Lyoplant® zeigten, bestdtigen lassen und ob sich diese Tendenz
zusatzlich auf der abdominalen Seite zeigt, wenn der linke Leberlappen nicht bis unter
die linke Zwerchfellkuppel reicht. Vor allem die Frage, ob es zu Bridenbildung mit dem
Dinndarmkonvolut kommt, ist flr den eventuellen zukiinftigen klinischen Einsatz von
Lyoplant® an Zwerchfelldefekten ein wichtiger Aspekt, da dies die Gefahr der
Ausbildung eines lleus bedeutet und dann unweigerlich zu einer Reoperation fiihrt.
Nicht zuletzt sollte Lyoplant® direkt mit anderen biokompatiblen Materialen, wie SIS®

oder Permacol™ verglichen werden, um eventuelle Vorteile herauszuarbeiten.

Fir diese zukinftigen Studien am Klein- und GroRtiermodell kann mit gréReren

Versuchstiergruppen gearbeitet werden, da wir zeigen konnten, dass der Einsatz von

Lyoplant® am Zwerchfell moglich ist.
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7. Zusammenfassung

Die kongenitale Zwerchfellhernie ist eine seltene aber dramatische Fehlbildung, die bis
heute mit einer hohen pra- und postnatalen Mortalitat vergesellschaftet ist. Der
Defektverschluss ist ein entscheidender Schritt in der Therapie. Ein Primarverschluss
wird angestrebt, ist jedoch nur bei kleinen Defekten moglich. Bei grofReren
Zwerchfellhernien muss ein Patch zum Verschluss verwendet werden. Hierbei ist die
Verwendung von Gore-Tex©, ein Mesh aus PTFE, ein weit verbreiteter Standard. Auch
biokompatible Materialien, wie SIS®, werden bereits in der klinischen Praxis
verwendet. Obwohl biokompatible Materialien Vorteile gegeniiber synthetischen
Materialien wie PTFE aufweisen, konnte eine echte biokompatible Alternative zum
Patchverschluss noch nicht gefunden werden [11, 15].

Meyer et al. konnten fir den Einsatz an der Bauchwand im Klein und GroRtiermodell
zeigen, dass das neue biokompatible Material Lyoplant® eine Implantatalternative
darstellt. Alle Tiere der Vorversuche an der Bauchwand entwickelten sich
physiologisch. Es wurden nur minimale Adhasionen zum Intestinum, eine gute
Integration in das Nachbargewebe sowie eine gute Vaskularisierung und ein

immunologisches Remodeling beobachtet [99-101].

Auf Grund dieser guten Ergebnisse fiir die Verwendung von Lyoplant® an der
Bauchwand sollte geprift werden, ob Lyoplant® auch fur den Einsatz am Zwerchfell
geeignet ist. Da es sich um die erstmalige Anwendung von Lyoplant® am Zwerchfell
handelte, wurde ein Kleintiermodell zur Erprobung gewahlt. Verglichen wurde die
Verwendung von Lyoplant® mit dem momentanen Standardmaterial Gore-Tex©. Als
Versuchstiere dienten 15 junge, gesunde Wistar Furth-Ratten, denen ein 1,0 x 0,5 cm
grofRer Defekt im linken Zwerchfell gesetzt wurde, welcher anschlieBend mit dem
Fremdmaterial (Gore-Tex©: n = 5; Lyoplant®: n = 6; Direktnaht-Kontrollgruppe: n = 2)
verschlossen wurde. Nach einem Versuchszeitraum von 12 Wochen, in denen die Tiere
regelmalig untersucht wurden, wurde der Patch mitsamt umgebendem Gewebe zur
histologischen Analyse entnommen. Alle Tiere zeigten eine physiologische

Gewichtskurve. Bei keinem Tier kam es zur Hernienbildung. Starke Adhasionen zur
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Leber konnten bei allen Versuchstieren inklusive der Kontrollgruppe festgestellt
werden, zur Pleura zeigten lediglich 50% der Lyoplant®-Versuchsgruppe
Verwachsungen. Die Adhéasionstendenz von Lyoplant® ist damit hoher als die von
Gore-Tex© oder bei Primarverschluss. In der mikroskopischen Auswertung konnte
gezeigt werden, dass sowohl Lyoplant®, als auch Gore-Tex© gut in das Nachbargewebe
integriert werden. Auch der Umbauprozess in korpereiniges Kollagen fir das
biokompatible Material konnte bestatigt werden. Lyoplant® wird mit einer maximalen
Umbaurate von 1,1%Flachananteil/Tag umgewandelt. Innerhalb des Lyoplant®-Patchs
konnte zudem eine kontinuierliche Neovaskularisation, vergleichbar mit der der
Ubergangsbereiche festgestellt werden. Die immunologischen Prozesse konnten nur

teilweise beurteilt werden, sodass hier kein abschlieRendes Urteil erlaubt ist.

Diese Ergebnisse zeigen, dass der Einsatz von Lyoplant® zur Defektdeckung am
Zwerchfell moglich ist. Lyoplant® prisentiert viele Ahnlichkeiten mit dem bereits
klinisch genutzten Material SIS®. Um die Frage nach einer zukinftigen moglichen
klinischen Anwendung beantworten zu konnen, sind weitere tierexperimentelle

Studien im Klein- und GroRtiermodell noétig.
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8. Anhang

8.1 Uberblick iiber Verwachsungen bei Explantation

Versuc Lunge zur Leber zur Lunge Lunge Zwerchfell

hstier  entfaltet

Numm
er
Tier Ja Starke, flachige Keine 0.B. 0.B.
Nr.3 Verwachsungen

Grad 3
Tier Ja Starke, flachige Keine 0.B. 0.B.
Nr.4 Verwachsungen

Grad 3
Tier Ja Starke, flachige Keine 0.B. 0.B.
Nr.5 Verwachsungen

Grad 3
Tier Ja Starke, flachige Keine 0.B. 0.B.
Nr.12 Verwachsungen

Grad 3
Tier Ja Starke, flachige Keine 0.B. 0.B.
Nr.14 Verwachsungen

Grad 3

Tabelle 6: Uberblick makroskopische Ergebnisse der Explantation (Gore-Tex©-

Versuchsgruppe)
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Versuchstier Lunge zur Leber zur Lunge Zwerchfell
Nummer entfaltet Lunge
Tier Nr.11 Ja Feste Keine o.B. o.B.
Verwachsungen
Grad 3
Tier Nr.15 Ja Weniger, Keine 0.B. 0.B.
lockerere
Verwachsungen
Grad 3

Tabelle 7: Uberblick makroskopische Ergebnisse der Explantation (Direktnaht-Tiere)

Versuchs  Lunge  zur Leber zur Lunge Lunge  Zwerch

tier ent- fell

Nummer  faltet

Tier Nr.6 Ja Starke, flachige Starke 0.B. 0.B.
Verwachsungen;  Verwachsungs-

auch  gesamtes stringe

angrenzendes Grad 3
Zwerchfell
Grad 3
Tier Nr.7 Ja Starke, flachige Verwachsungs- 0.B. 0.B.

Verwachsungen strange

Lyoplant® Grad 3 Grad 3
Tier Nr.8 Ja Weniger, Keine 0.B. 0.B.
lockerere
Verwachsungen
Grad 3
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Tier Nr.10 Ja Starke, flachige Keine
Lyoplant® Verwachsungen;

auch  gesamtes
angrenzendes
Zwerchfell

Grad 3

Tabelle 8: Ubersicht makroskopische Ergebnisse der Explantation (Lyoplant®-

Versuchsgruppe)
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8.2 Anzahl der Vermessungen je Tier zur Analyse der Ubergangsbereiche

Versuchsgruppe | Versuchstier | Anzahl Messungen

wemer | | |
Tier Nr.3 8 8 16
Tier Nr.4 / 24 /

Tier Nr.5 12 12 12
Tier Nr.12 / 16 8

Gore-Tex© TierNr.14  / / 24

Tabelle 9: Ubersicht Vermessung Gore-Tex©-Versuchsgruppe
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Ausschlussgrund

Nur punktueller

Patchanschnitt
Patch
durchtrennt und
randstandig
getroffen,
Auffacherung
Praparat, keine
klaren

Uberginge



Versuchsgruppe | Versuchstier | Anzahl Messungen Ausschlussgrund

Tier Nr.6 / / / Gefaltetes,

aufgefachertes
Lyoplant® Praparat, keine

klaren
Uberginge

Tier Nr.7 8 12 12

Tier Nr.8 8 8 8

Tier Nr.9 / 10 /

Tier Nr.10 / 8 12

Tier Nr.13 8 12 12

Tabelle 10: Ubersicht Vermessung Lyoplant®-Versuchsgruppe

Versuchsgruppe | Versuchstier | Anzahl Messungen Ausschlussgrund

Tier Nr.11 8 / /

Tier Nr.15 16 / /

Tabelle 11: Ubersicht Vermessungen Direktnaht-Versuchsgruppe
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