Aus der Hals-, Nasen-, Ohren-Klinik und Poliklinik - Plastische Operationen

der Universitatsmedizin der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz

Die Rolle von Thrombospondin-1 bei der Biomaterialintegration pordser
Polyethylenimplantate in vivo

Inauguraldissertation
zur Erlangung des Doktorgrades der
Medizin
der Universitatsmedizin

der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz

vorgelegt von

Alexander Philippe Maas

aus Wiesbaden

Mainz, 2022



Wissenschaftlicher Vorstand:

1. Gutachter:
2. Gutachter:
3. Gutachter:

Tag der Promotion:

Univ.-Prof. Dr. H. Schild

27.05.2024



Inhaltsverzeichnis

1 ABKURZUNGSVERZEICHNIS ......cviiieecieecee et 1
2 ABBILDUNGSVERZEICHNIS ..o 3
3 EINLEITUNG ... 5
4 LITERATURDISKUSSION ....cooiiiiiiiieee e, 10
4.1 POROSES POLYETHYLEN IN DER PLASTISCH-REKONSTRUKTIVEN CHIRURGIE .......... 10
4.2  BIOMATERIALINTEGRATION ..iititiitiiittiiieeeteteeeeee et ettt e ettt et e e e et eeeeeee et eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 11
4.3 ANGIOGENESE ...ciiiiiiiiiiiieeteee ettt ettt ettt ettt ettt ettt e e e et e et e ettt ettt e e et et et e e e e e e e e e e e eeaes 17
4.4  STRATEGIEN ZUR OPTIMIERUNG DER BIOMATERIALINTEGRATION VON IMPLANTATEN
AUS POROSEM POLYETHYLEN ..ettttiiitiittiiiitietiteteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 20
4.5  MATRIZELLULARE PROTEINE ..iiiiiiiiiiiiiiiiiieieieeeeeee ettt ettt ettt e e e e e eeeeeeees 24
4.6 THROMBOSPONDIN=L....cciitiiiiiiiiiiiiiiiee ittt ettt e e e e e e e e e e eee e 25
4.7  MODELL DER TRANSPARENTEN RUCKENHAUTKAMMER UND HEN’S EGG TEST ON
CHORIOALLANTOIC MEMBRANE .....cciiiiieeieieeeeeeee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ea e e e e aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaens 27
5 MATERIAL UND METHODEN ..ot 31
9.1  VERSUCHSPROTOKOLLE ....uuititiieitietetaeeetaeeeiaeeetiaeeessesea s e eea e e eeaeeeaneeeenneeeannns 32
5.1.1 Versuchsprotokoll zu Versuch 1: Modell der transparenten
RUCKeNhaUtKamMMET ........oooeii e e e e eeaees 32
5.1.2 Versuchsprotokoll zu Versuch 2: Hen's egg test on chorioallantoic
(L= 0T ] = g T PP 33
5.2  ZUSCHNEIDEN DER IMPLANTATE AUS POROSEM POLYETHYLEN.....cccivuuiniiaeiiiineaees 34
5.3 VERSUCH 1: MODELL DER TRANSPARENTEN RUCKENHAUTKAMMER..........cccuuueaeens 34
5.3.1 Praparation der transparenten Ruckenhautkammer.............cccccvvneen. 34
5.3.2 Einbringung der Implantate aus porésem Polyethylen in die
transparente Rluckenhautkammer............cciiiii i 37
5.3.3 Intravitalmikroskopie in der transparenten Rickenhautkammer:........ 38
5.3.4 Intraventse Applikation der Fluorophore und Tracer ...........cccccovveee.. 41
5.3.4.1 Applikation von Fluorescein Isothiocyanat—dextran (FITC-
Dextran) 42
5.3.4.2 Applikation von Rhodamin 6G...........cccooeeeeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeenn, 42

5.3.4.3 Thrombozytenisolation aus isogenen Spendertieren und
Farbung mit 5[6] Carboxyfluorescein diacetate, succinimidyl ester

(CRFDA-SE) ettt 43
5.3.5  BildANAIYSE .....oovviiiiie e 44
5.3.5.1 Gefal3parameter im Modell der transparenten
RUckenhautkammer ...........oiiiiiiie e 44
5.3.5.2 Leukozyten-Endothelinteraktion...............ccccccummmiiiiiiiiniinnnnnns 45
5.3.5.3 Thrombozyten-Endothelinteraktion ............cccccvvviiiiiiiiininnnnns 46
5.3.5.4 Mechanische Verankerung der Implantate im Gewebe.......... 46
5.3.6  HistologiSChe FiXIEIUNG .........uuvuiuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieebeee e 47
5.3.7 Hamatoxylin-EOSIN-FArbUNG ...........uuueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeees 47
5.4  VERSUCH 2: HEN'S EGG TEST ON CHORIOALLANTOIC MEMBRANE .......ccoeveeeeeeeeennn. 48
5.4.1  IntravitalmiKrOSKOPIE ........uuvuuriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiibiieiiie bbb 49

5.4.2 BildANAIYSE ......oviiiiiiiiiiiiiiiii 49



5.5

6.1

6.2

7.2

10

10.1
10.2

11
12

5.4.2.1 GefalB3parameter im CAM ASSAY .......ceviiieeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeanns 49
5.4.2.2 Qualitative Auswertung der Integrationsgrade der

eingebrachten Implantate aus porésem Poylethylen............................ 50
BIOMETRIE UND STATISTIK 1eeiiieiee ettt ettt 51
ERGEBNISSE ... 53
VERSUCH 1: MODELL DER TRANSPARENTEN RUCKENHAUTKAMMER: ..........cceveennnn. 53
6.1.1 Gef@lRParameter.......ccccceiiiiiiiie e 53

6.1.1.1 Funktionelle Gefal3dichte im Implantat................cccoeeeeeerrennns 53

6.1.1.2 Funktionelle Gefal3dichte im Implantatlager........................... 55
6.1.2 GefalRverzweigungen und GefaRaste............eevvvvvviiiiiiii e, 56

6.1.2.1 GefaRverzweigungen und Gefallaste im Implantat................ 56

6.1.2.2 GefalRverzweigungen und Gefallaste im Implantatlager ........ 58

6.1.2.3 Leukozyten-Endothelinteraktion...............ccccccoiiiiiiiiiiiiiinnnnne 60
6.1.3 Dynamische DesintegrationsKraft..........cccccccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 63
6.1.4 Thrombozyten-Endothelinteraktion............ccccccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinee, 63
6.1.5 Histologische FIXIerung ..........ccccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee 63
VERSUCH 2: HEN'S EGG TEST ON CHORIOALLANTOIC MEMBRANE .......cuvvvrrrnnnnnnnnnns 64
6.2.1 Funktionelle Gefal3dichte im Implantatlager ..........cccccccvvviiiiiiiiiiinnnnn. 64
6.2.2 Gefalverzweigungen und Gefallaste im Implantatlager .................... 66
6.2.3 Qualitative Implantatintegration ..............ceevvvviiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeee 70
6.2.4 VersuchsgruppenanalySe ..........cccccvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 72
6.2.5 Histologische FIXierung .........cccccccoiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 73
DISKUSSION ..o 74
VERSUCH 1: MODELL DER TRANSPARENTEN RUCKENHAUTKAMMER ........uuuvuuernnnnnns 74
7.1.1  Gef@lBParameter......cccccceiiiiiiice e 74
7.1.2 Leukozyten-Endothelinteraktion .............ccccooiiiiiiiiiiiiiiin e, 75
7.1.3 Explorative Thrombozytentransfusion und Evaluation der
Thrombozyten-Endothelinteraktion ...............cccoooiiiiiiiiiiiiie e 77
7.1.4 Dynamische Desintegrationskraft..............c.c.ooooiiiiiiiii e, 77
VERSUCH 2: HEN'S EGG TEST ON CHORIOALLANTOIC MEMBRANE .......uvvvevrnnnennnnnnns 78
7.2.1  Gef@lBParameter.........ii i 78
7.2.2 Qualitative Implantatintegration ..............ccccoeevieeiiiiiiiiiien e, 80
7.2.3  VersuchsgruppenanalySe ... 80
AAUSBLICK ..ttt ettt et e ettt e et et e et e e e e e e 81
ZUSAMMENFASSUNG.......uuttiiiiiiiiiiiiieieiieuiieeeneerrereeeerereneera—————————. 83
LITERATURVERZEICHNIS ..., 85
ANHANG ... 98
TABELLEN ...ttt ettt ettt ettt et e e et e e et e e et e et r e e et n e et n e et e et e e an e eaa s 98
ANZEIGE VORVEROFFENTLICHTER ERGEBNISSE ....ccuuiiiiiiiiiiieeiieeeei e 126
DANKSAGUNG ..., 127

TABELLARISCHER LEBENSLAUF ..o 128



1 AbkUrzungsverzeichnis

AA = Acrylsaure

AN = Albumin Nanopartikel

ANG-1 = Angiopoetin-1

ANG-2 = Angiopoetin-2

APC = Antigen-prasentierende Zelle

CAM = Chorioallantoismembran

CAM Assay = Hen's egg test on chorioallantoic membrane
CDA47 = Cluster of differentiation 47

CD99 = Cluster of differentiation 99

CFDA-SE = Carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester
CTGF = Connective tissue growth factor

DAMP = Danger-associated molecular pattern

DC = dentritische Zelle

DDS = Drug-Delivery-System

DSC = transparente Ruckenhautkammer

ECM = Extrazellulare Matrix

ESAM = Endothelial cell-selective adhesion molecule
FDA = United States Food and Drug Administration
FGF-2 = Basic fibroblast growth factor

FITC = Fluorescein Isothiocyanate-Dextran

fps = frames per second

fvd = functional vessel density

GFP = grin fluoreszierendes Protein

HMEC = Human mammary epithelial cell

ICAM-1 = Intercellular adhesion molecule 1

ICAM-2 = Intercellular adhesion molecule 1

IL-12 = Interleukin 12

IL-18 = Interleukin 18

IL-18 = Interleukin 13

K.O.-Maus = Knockout-Maus

MALP-2 = Macrophage-activating lipopetide 2

MIA = Multi image array (Mehrfachbild-Anordnung)
MMP = Matrix-Metallopreoteinase

MP+ = Medpor® PLUS™

MRNA = messenger-Ribonukleinsaure

MVF = mikrovaskulare Fragmente

NaCl = Natriumhydrochlorid

NF- #B = nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
NO = Stickstoffmonoxid

eNOS = endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase
INOS = induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase
PAI-1 = Plasminogenaktivatorinhibitor Typ 1

PAMP = Pathogen-associated molecular pattern
PDGF-B = Platelet-derived growth factor B

PECAM-1 = Platelet endothelial cell adhesion molecule 1
PLGA = Polylactid-co-Glykolid

PPE = portses Polyethylen

PPP = thrombozytenreiches Plasma

PRP = thrombozytenarmes Plasma



PRR = Pattern recognition receptors

RGD = Arginiylglycylasparaginsaure

ROI = Region of interest

TARC = Translational Animal Research Center der Universitatsmedizin Mainz
TFA = Tube formation assay

TGF-B1 = Transforming growth factor (31

TLR = Toll-like-Rezeptor

TLR-4 = Toll-like-Rezeptor 4

TNF-a = Tumornekrosefaktor-a

tPA = gewebespezifischer Plasminogen Aktivator
TSP-1 = Thrombospondin-1

uPA = Urokinase-Typ Plasminogen Aktivator
VEGF-A = Vascular endothelial growth factor A
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3 Einleitung

Bereits das auf Sanskrit verfasste Buch ,Sushruta Samhita“ enthalt die detaillierte
Schilderung einer Rhinoplastik durch Defektdeckung mit einem paramedianen
Stirnlappen um das Jahr 600 v.Chr. in Indien (Champaneria et al., 2014, Bath et al.,
2019). Die Notwendigkeit solch fortgeschritten anmutender chirurgischer Fertigkeiten
lag auch darin begriindet, dass die Strafmalinahme der Nasen-Amputation als
demutigende und bloRstellende Mutilierung niederschwellig ausgesprochen wurde
und dementsprechend ein hoher Bedarf bestand (Greig et al., 2015, Mazzola and
Mazzola, 2014). Knappe zweitausend Jahre spater, zu Beginn des 15. Jahrhunderts,
fand diese alt-indische Technik, die wahrscheinlich durch arabische Texte nach
Europa transportiert wurde, Anwendung durch die sizilianische Familie Branco, die sie
weiterentwickelte und letztlich auch ferngestielte Lappen von der Oberarminnenseite
zur Defektdeckung im zentralen Gesichtsbereich verwendete (Greco et al., 2010). Der
Deutschordensritter Heinrich von Pfalzpaint beschreibt in seinem Buch ,Bundth-
Ertznei“ (,Wundarznei) 1460 schlieBlich sogar detailliert eine dreischrittige
Operationstechnik zur Rhinoplastik mittels ferngestieltem Lappen in 14 Tagen. Durch
die limitierte, weil in der Regel exklusiv vertikale Wissensweitergabe von Meister zu
Schiler, ging das Wissen um diese Techniken jedoch zunéchst verloren (Greig et al.,
2015). Carl Ferdinand von Graeve legte dann 1818 mit der Verdffentlichtung des
Buches ,Rhinoplastik“ wahrscheinlich die Grundlage, dass der Begriff Rhinoplastik in
den medizinischen Sprachgebrauch einzog (Bennett, 1983). Die Kriege des spaten 19.
und frihen 20. Jahrhunderts und insbesondere der erste Weltkrieg fihrten zu einer
sehr hohen Inzidenz an Schussverletzungen im exponierten Kopf- und Halsbereich
durch die Verwendung von Explosivmunition und Hochgeschwindigkeitsprojektilen
verbunden mit dem zunehmenden Kampf in Schutzengrdben. Dies fuhrte zur
zunehmenden Relevanz plastisch-rekonstruktiver Gesichtschirurgie und kanalisierte
die Herausbildung der Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie als eigenstéandige Fachrichtung
(Simpson and David, 2004).
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Abbildung 1: Historische Zeichnung des pré- und postoperativen Befundes einer
Rhinoplastik mittels paramedianem Stirnlappen.

Die Zeichnung entstammt der 1818 von Carl Ferdinand von Graefe vorgelegten Schrift
»Rhinoplastik oder die Kunst den Verlust der Nase organisch zu ersetzen, in ihren friheren
Verhéltnissen erforscht und durch neue Verfahrungsweisen zur héheren Vollkommenheit
geférdert” und wird von Graefe darin wie folgt beschrieben: ,Die Gestalt der
wiedergebildeten Nase, wie sie in der sechsten Woche nach der Operation erschien, ist auf
das sorgsamste nach der Natur abgebildet. Auf der rechten Seite der Nase bemerkt man
nach der Wange hin, mehrere Faltungen, die Uberbleibsel der Narben sind, welche nach
Heilung des Gesichtskrebses entstanden waren. Auch sieht man die Stirnnarbe, die sich
spaterhin noch bei weitem mehr zusammenzog, genau in der Grol3e, die sie in der sechsten
Woche nach der Operation hatte.“ (von Gréafe, 1818).

Rekonstruktionen im Kopf-Hals-Bereich sind heutzutage zur Korrektur von durch
Malignome und andere pathologische Prozesse oder Gewalteinwirkung bedingten
Gewebeschaden oder von angeborenen Fehlbildungen unabdingbar (Chuang et al.,
2016, Cuccolo et al., 2019, Narayan and Ariyan, 2001).

Die klinische Relevanz ergibt sich einerseits aus der hohen Inzidenz mutilierender
Erkrankungen wie beispielsweise des Basalzellkarzinoms (Gesamtinzidenz in Europa:
65/100000; in Australien: 726/100000), das sich zu 80 - 85% im Kopf-Hals-Bereich
manifestiert. Des Weiteren erfordern traumatische Schadigungen oder angeborene
Fehlbildungen wie Lippen-Kiefer-Gaumenspalten (10 — 20 / 10000 Geburten) sowie
Anotie oder Mikrotie (0,83 — 17,4 / 10000 Geburten) plastisch-rekonstruktive Verfahren
im Kopf-Hals-Bereich (Hillig, 1991, Luquetti et al., 2012, Sartore et al., 2011).

Neben funktionellen Einschrankungen bedingt ein von der Norm abweichendes
Erscheinungsbild psychosozialen Leidensdruck (Singh and Moss, 2015). So weisen
30 bis 40% der Kinder mit kraniomaxillaren Abnormalitaten Auffalligkeiten in der
Problemverarbeitung auf, leiden unter Impulskontrollstérungen, haben ein gestortes
Lernverhalten oder weisen generell eine verringerte Sozialkompetenz infolge des
sozialen Ruckzugs auf (Endriga and Kapp-Simon, 1999). In einer Kohorte von 170
Patientinnen mit Mikrotie wurde in acht- bis zehnjdhrigen und 14- bis 16-jahrigen
mannlichen Patienten Aggression und soziale Probleme signifikant h&aufiger
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beobachtet und in 17-jahrigen oder alteren weiblichen Patienten traten signifikant mehr
Depressionen auf im Vergleich zu einer hinsichtlich der Matching-Kriterien Alter und
Geschlecht angepassten Kontrollgruppe (Li et al., 2010). Aus einer Kohorte von 55
Kindern, die operativ nach Lippen-Kiefer-Gaumenspalten unterschiedlicher
Auspragung versorgt wurden, gaben 69% an, diesbezuglich in der Schule gehanselt
worden zu sein und 47% auRerten den Wunsch nach Anderungen im Gesichtsbereich
(Lorot-Marchand et al., 2015).

Zwar konnen die beschriebenen Folgen durch familiaren Ruckhalt und positive
Beziehungen zu Gleichaltrigen abgemildert werden, jedoch stehen diese Ressourcen
oft auch kulturell tradiert vielen Kindern nicht zur Verfigung (Hickey and Salter, 2006).

Bei Defektdeckung im Kopf-Hals-Bereich ist individuellen Faktoren wie individueller
Hautbeschaffenheit, Textur, Dicke, Elastizitat und Oberflachenbeschaffenheit von
Geweben im besonderen Mal3e Rechnung zu tragen (Kupilas and Kleinheinz, 2019).

Zudem stellt die dreidimensionale Rekonstruktion kraniomaxillarer Gewebedefekte,
wie sie etwa im Rahmen der Ohrmuschelkonstruktion oder Rhinoplastik erforderlich
ist, aufgrund der Bradytrophie des Gewebes aber auch aufgrund der besonderen
mechanischen Beanspruchung im Alltag eine besondere Herausforderung dar. Um
den genannten strukturellen, funktionellen und asthetischen Anforderungen gerecht zu
werden, ist der Einsatz biokompatibler Gerustsubstanzen unabdingbar. Als solche
dienen typischerweise autologe Transplantate aus Knorpel- und Knochengewebe oder
Fett- und Muskelgewebe (Sajjadian et al., 2010), daneben aber auch alloplastische
Grafts (Goodrich et al., 2012).

Am Beispiel der Transplantatgewinnung aus Rippenknorpel lassen sich exemplarisch
die Problemkonstellationen, die sich aus der Verwendung autologer Transplantate
ergeben, aufzeigen. So findet Rippenknorpel insbesondere zur Deckung grbRerer
Gewedefekte Verwendung (Moshaver and Gantous, 2007). Bei der Entnahme kénnen
ausgepragte Hebedefekte in Form von Pneumothorax, Deformitaten des Thorax,
Serombildung, anhaltendem Schmerz, Infektion und Keloidbildung auftreten (Yang et
al., 2015). Diese Komplikationen werden von einigen Experten als haufig beschrieben
(Moon et al., 2012). Zudem sind die bei Verwendung von autologen Rippenknorpel
erzielten asthetischen Ergebnisse aufgrund struktureller Unzulanglichkeiten nicht
flachendeckend tiberzeugend (Moon et al., 2012). Typische Komplikationen autologer
Grafts nach Implantation sind die postoperative Verformung, die Extrusion, die
Resorption oder auch Frakturierung des Grafts (Varadharajan et al., 2015). In einer
Meta-Analyse zum Einsatz des autologen Rippenknorpels zur Rhinoplastik zeigte sich,
dass in 14 % aller Falle eine Revisionsoperation erfolgte (Wee et al., 2015).

Eine Alternative zur Verwendung autologer Transplantate stellt der Einsatz
alloplastischer Materialen dar. Diese haben den prinzipiellen Vorteil, nicht mit einem
Hebedefekt einherzugehen. Zudem reduziert sich durch ihren Einsatz die Anzahl der
notwendigen chirurgischen Schritte, was mit einer kirzeren Operationsdauer
einhergeht (Berghaus et al., 2010, Stephan and Reinisch, 2018). Die in der
rekonstruktiven Gesichtschirurgie eingesetzten alloplastischen Materialien wie
beispielsweise Calcium-Hydroxylapatit, Polymethylmetacrylat oder Polylaktide
unterscheiden sich grundlegend in ihren Eigenschaften und werden dementsprechend
fur unterschiedliche Indikationen eingesetzt (Chuang et al., 2016). Als Gerustsubstanz
fur Rekonstruktionen im Gesichtsbereich eignet sich im besonderen Mal3e pordses
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Polyethylen (PPE). PPE wird zu diesem Zweck bereits seit den 1980er Jahren
verwendet (Berghaus et al., 2010).

Abbildung 2: Zweiteilige
Geruste aus PPE zur
Ohrmuschelrekonstruktion.

Die Abbildung ist dem
Review ,Implants for
reconstructive surgery of
the nose and ears*
entnommen, das 2007 von
Berghaus vorgelegt wurde
(Berghaus, 2007).

Um die vielversprechenden Eigenschaften des PPE nutzen zu kdnnen und gleichzeitig
die Risiken von Extrusion, Infektion oder Abstof3ung zu minimieren, wurde in
zahlreichen Studien versucht, die Implantate durch ,Tissue Engineering“ gezielt zu
modifizieren und fir den spezifischen Zweck zu optimieren (Spater et al., 2021). Der
Begriff Tissue Engineering wurde 1988 durch Skalak und Fox als ,Anwendung von
Prinzipien und Methoden der Ingenieurs- und Lebenswissenschaften mit dem Ziel
fundierte Kenntnisse uber Struktur-Funktions-Zusammenhange in normalen und
pathologisch veranderten Geweben zu erlangen und biologische Ersatzstoffe zu
entwickeln, die darauf abzielen, Gewebefunktionen wiederherzustellen, zu erhalten
oder zu verbessern® (Heineken and Skalak, 1991), definiert.

Durch die Veranderung der Implantat-Oberflache, die Aussaat von Zellen in den
Implantatkdrper, die Etablierung vaskularer Netze im Implantat vor Implantation, die
sich mit den Blutgefallen des Implantatlagers verbinden (Inoskulation) oder den
lokalen Einsatz von Wachstumsfaktoren und Zytokinen kénnen zentrale Parameter der
Biomaterialintegration beeinflusst werden (Ehrmantraut et al., 2010, Laschke and
Menger, 2016b, Laschke et al., 2008, Reichel et al., 2015, Strieth, 2013).

Zielpunkt der meisten dieser Ansatze ist dabei die Optimierung der Neoangiogenese
im Implantatkorper, um eine verbesserte Nahrstoff- und Sauerstoffzufuhr zu
gewabhrleisten (Sarker et al., 2015). Einzelne Autoren stellen dagegen immunologische
Prozesse als zentrale Schllsselstelle zur positiven Beeinflussung der
Implantatintegration heraus (Julier et al., 2017).

Gleichwohl muss kritisch hinterfragt werden, warum nur sehr wenige dieser Ansatze
bislang den Weg in die klinische Praxis gefunden haben (Williams, 2019). Eine
unbequeme Antwort hierauf ist, dass der Prozess der Biomaterialintegration
hinsichtlich der Rolle, die unmittelbar und mittelbar einwirkende Faktoren und
Prozesse darin einnehmen, ausgesprochen komplex und in Teilen unverstanden ist
(Aamodt and Grainger, 2016).

Unterschiedlichen Studien zeigen fir das matrizellulare Protein Thrombospondin-1
(TSP-1) eine Beeinflussung der Angiogenese, die Modulation von Inflammation und
eine Beeinflussung der extrazellularen Matrix (Rosini et al., 2018, Zhao et al., 2018).
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TSP-1 weist damit Eigenschaften auf, die eine relevante Funktion des Proteins im
Prozess der Biomaterialintegration nahelegen. Ziel meiner Promotion ist es, die Rolle
von TSP-1 im Prozess der Biomaterialintegration von PPE-Implantaten zu beleuchten.
Die hierzu durchgefiihrten Experimente fanden auf Basis eines Kooperationsprojektes
zwischen dem Labor der Hals-, Nasen-, Ohrenklinik und Poliklinik der
Universitatsmedizin Mainz und dem Centrum fur Thrombose und Hamostase der
Universitadtsmedizin Mainz statt.

Hierzu wird im Modell der transparenten Rickenhautkammer (DSC) untersucht,
inwieweit sich die Abwesenheit des Proteins in Knockout-Mausen (K.O.-Mausen) im
Vergleich zu Wildtyp-Mausen auf die Vaskularisation, die Leukozytenaktivitat, das
Auftreten thromboembolischer Ereignisse und die mechanische Verankerung des
Implantates im Implantatlager auswirkt. Zudem wird im Hen’s egg test on
chorioallantoic membrane (CAM Assay) der Einfluss einer Oberflachenmodifizierung
von PPE-Implantaten mit TSP-1 auf die Neoangiogenese und vaskulare
Implantatintegration untersucht.
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4 Literaturdiskussion

4.1 Poroses Polyethylen in der plastisch-rekonstruktiven Chirurgie

Polyethylen, dessen industriell reproduzierbare Synthese durch den Briten Michael
Willcox Perrin 1935 entdeckt wurde, wurde bereits in den 1940er Jahren chirurgisch
verwendet (Ingraham et al., 1947). So schreibt Rubin 1948, dass die Beobachtungen,
dass menschliches Gewebe nur &ufRerst gering auf Polyethylen reagiere, dazu gefuhrt
habe, dass das Material haufig im Rahmen von Gesichtsrekonstruktion Einsatz finde
(Rubin et al., 1948).

PPE wird durch Sinterung aus High-Density Polyethylen gewonnen und zeichnet sich
neben seiner Elastizitat durch seine im Vergleich zu porésen Metallen hohe chemische
Resistenz aus (Berghaus, 1988). Weiter weisen PPE-Implantate eine hohe
Formstabilitat bei gleichzeitiger Verformbarkeit auf, was eine individuelle Anpassung
ermdglicht. Die Materialvertraglichkeit wird als gut beschrieben (Strieth, 2013). Ferner
kann chirurgisches Nahtmaterial direkt durch das PPE genéht werden, sodass eine
direkte Adaptation des umgebenden Gewebes an das Implantat erreicht werden kann.
Ein weiterer Vorteil ist die vergleichsweise kostengiinstige Herstellung (Chalasani et
al., 2007).

Dreidimensionale PPE-Implantate finden in einem breiten Indikationsspektrum
Verwendung. So werden diese etwa zu Orbitabodenrekonstruktionen (Song et al.,
2016), Ohrmuschelrekonstruktionen (Ali et al.,, 2017), Augmentationen des
Gesichtschadels (Gosau et al., 2006), Rekonstruktionen der Orbita nach Enukleation
(Jung et al., 2012) oder auch Kranioplastiken nach Entlastungskraniekotomie (Kim et
al., 2018) eingesetzt. Gleichwohl ist der Einsatz bei der Rhinoplastik und
rekonstruktiven Nasenchirurgie sowie in vorgeschadigten, schlecht durchbluteten
Geweben problematisch (Reichel et al., 2015, Strieth, 2013, Stelter et al., 2007).

Die Grol3e der Poren von 100 bis 200um hat sich fiir das Einwachsen fibrosen
Bindegewebes (Yaremchuk, 2003) und von Blutgefal3en (Strieth, 2013) als optimal
erwiesen. Dies ist Grundlage der mechanischen Verankerung im umgebenden
Gewebe (Sabini et al., 2000).

Die Komplikationsraten beim Einsatz von PPE-Implantaten variieren je nach Quelle
und Indikation stark zwischen etwa 5 bis zu 20%. Bei der Bewertung dieser Ergebnisse
ist zu berlcksichtigen, ob ein nicht zufriedenstellendes &asthetisches Ergebnis als
Komplikation gewertet wird (Ridwan-Pramana et al., 2015, Kim et al., 2018, Niechajev,
2012, Gosau et al., 2006, Jung et al., 2012, Yaremchuk, 2003). Das Infektionsrisiko
wird autorentbergreifend als gering beschrieben. So ist einem von Yaremchuk
vorgelegten retrospektiven Review zu entnehmen, dass in einem Kollektiv von 162 mit
PPE-Implantaten versorgten Patienten weniger als 10 % operativ revidiert werden
mussten. In nur 4 Fallen musste die Revisionsoperation aufgrund einer
Implantatinfektion vorgenommen werden (Yaremchuk, 2003). Kapselbildung und
Kapselfibrose wie sie etwa bei Implantaten aus Silikon auftreten, wurden bei PPE-
Implantaten nicht beobachtet (Gosau et al., 2006). Wohl aber berichten Gosau und
Draenert Uber mehrkernige Riesenzellen an in Revisionsoperationen entfernten
Implantaten, die als typisches histologisches Korrelat einer Fremdkérperreaktion
auftreten (Gosau et al.,, 2008). Trotz der Einschéatzung als sichere und etablierte
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Prozedur, gelingt die Rekonstruktion kraniofazialer Gewebsdefekte durch dauerhafte
Integration des Implantates in das umliegende Gewebe nicht oder nur unzureichend
in bis zu 10 Prozent der Falle (Niechajev, 2012). Gerade bei der Rekonstruktion
malignombedingter Deformitaten kann eine erschwerte bildgebende Diagnostik in
Ultraschall, Computertomographie und Magnetresonanztomographie sich mitunter
nachteilig auf die Erkennung von Rezidiven auswirken (Gosau et al., 2006).

Trotz der genannten Einschrankungen ist der Einsatz von PPE Uber Jahrzehnte in der
plastisch rekonstruktiven Chirurgie etabliert und PPE-Implantate sind als
Medizinprodukt in der Européaischen Union zugelassen, was den Stellenwert in der
klinischen Praxis unterstreicht (Malard et al., 2007, Paxton et al., 2019).

4.2 Biomaterialintegration

Der Begriff Biomaterial beschreibt entsprechend der 1999 von Williams vorgelegten
Definition ,ein auf die Verbindung mit biologischen Systemen ausgerichtetes Material
zur Beurteilung, Behandlung, Augmentation oder zum Ersatz von Geweben, Organen
oder Funktionen des Korpers® (Williams, 2009). Major et al. subsummieren unter den
Begriff auch ausdrucklich in diesem Kontext verwendete synthetische Polymere (Major
et al., 2015). Biomaterialintegration beschreibt nun das Einfligen eines Biomaterials in
den Wirtsorganismus und die damit verbundene Ubernahme struktureller und
funktioneller Aufgaben am Implantationsort (Selders et al., 2017).

Zwar sind die grundlegenden Mechanismen der Biomaterialintegration identifiziert, der
Stellenwert von Einzelprozessen ebenso wie die Vernetzung ebendieser wird jedoch
heute verschieden gewichtet und eingeordnet. Hannan et al. verfolgen den Ansatz, die
Reaktion des Korpers auf eingebrachtes Fremdmaterial als modifizierten Prozess der
Wundheilung aufzufassen. Inflammation, H&mostase, Zellproliferation und
Remodellierung stehen dabei in engem Wechselspiel (Hannan et al., 2017) und der
orchestrierte Ablauf dieser Prozesse ist mal3geblich und entscheidend fir das
Gelingen der Gewebeintegration des Fremdmaterials. UberschieRende, dysregulierte
Prozesse konnen dagegen in einer Implantatabsto3ung resultieren (Morais et al.,
2010).

Zunachst soll an dieser Stelle auf die Bedeutung des Immunsystem fur die
Biomaterialintegration eingegangen werden. Das Immunsystem héherer Vertebraten
weist zwei Komponenten auf, die aufeinander aufbauen und sich erganzen: das
angeborene und das spezifische Immunsystem. Das angeborene Immunsystem setzt
sich aus einer zellularen Komponente und dem aus mehreren Proteinen bestehenden
Komplementsystem zusammen. Die zellulare Komponente setzt sich aus
Makrophagen, dendritischen Zellen sowie neutrophilen Granulozyten, eosinophilen
Granulozyten und basophilen Granulozyten zusammen, die wesentlichen
Abwehrmechanismen sind Phagozytose und die Freisetzung zytotoxischer
Substanzen. Die humorale Komponente, das Komplementsystem, zeichnet sich durch
eine kaskadenartige Aktivierung des sogenannten Membranangriffskomplexes aus,
der zur Porenbildung in den Biomembranen von Erregern fuhrt und diese damit
eliminiert.
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Das spezifische Immunsystem wiederum besteht aus T- und B- Lymphozyten sowie
aus den naturlichen Killerzellen. Es ist in der Lage, spezifische Oberflachenstrukturen
zu erkennen und so eine zielgerichtete zellulare Antwort einzuleiten, die letztlich in der
Synthese spezifischer Antikérper resultiert. Ferner ist das spezifische Immunsystem
Organ des ,Immungedachtnisses®, welches eine zielgerichtete Immunantwort auf
bekannte Oberflachenstrukturen auch mit grof3er Latenz nach dem initialen Kontakt
vermittelt (Heinrich et al., 2014, Muller-Esterl, 2017, Nicholson, 2016). Diese Funktion
des spezifischen Immunsystems macht man sich beispielsweise bei der Impfung
zunutze (Ada, 1990).

Die Interaktion zwischen Immunsystem und Biomaterial hangt von der Immunogenitat
des eingebrachten Biomaterials sowie von den spezifischen Eigenschaften des
Wirtsgewebes ab. Pattern recognition receptors (PRR) wie die Toll-like Rezeptoren
(TLR) finden sich auf antigenprasentieren Zellen (APC) wie dentritischen Zellen (DC)
oder Makrophagen und dienen der Identifikation von Gefahr-assoziierten molekularen
Mustern (DAMP) und Pathogen-assoziierten molekularen Mustern (PAMP). Im Kontext
der Einbringung alloplastischen Fremdmaterials kénnen die repetitiven Sequenzen
langstreckiger Polymere, Oberflachenladungen, Hydrophobitat aber auch bestimmte
Formen Uber die PRR als auffallig erkannt werden und eine Aktivierung des
Inflammasoms sowie des Komplementsystems eingeleitet werden (Andorko and
Jewell, 2017).

Daneben bewirkt die unmittelbar nach Einbringung eines alloplastischen
Fremdmaterials einsetzende Anlagerung hydrophober struktureller Proteindoméanen
an die zumeist hydrophoben Implantatoberflaichen Konformationsanderungen der
angelagerten Proteine. Die Konformationsdnderungen konnen konsekutiv mit der
Freilegung im physiologischen Zustand verborgener Epitope einhergehen. Die
freigelegten Epitope weisen wiederum selbst eine erhdhte Immunogenitat und
Thrombogenitat auf (Tang et al., 2008). Die Aktivierung des Inflammasoms fihrt zur
Ausschuttung proinflammatorischer Zytokine wie Interleukin-1 (IL-18) und Interleukin-
18 (IL-18). Daneben findet zeitlich verzdgert eine Aktivierung des spezifischen
Immunsystems statt, die die T-Zell-Reifung in zytotoxische T-Zellen beinhaltet und
Uber B-Lymphozyten die Bildung von Antikdrpern anstof3t (Andorko and Jewell, 2017).

Unmittelbar mit Implantateinbringung und dem damit verbundenen Gewebeschaden
finden sich neutrophile Granulozyten und andere Zellen des angeborenen
Immunsystems im Implantatlager ein. Uber Chemokine-vermittelt kommt es zur
Rekrutierung von Makrophagen. Initial weisen die Makrophagen einen
inflammatorischen Phénotyp, der als M1 bezeichnet wird, auf. Dieser Phanotyp ist
gekennzeichnet durch die Phagozytose beschadigter Zellen sowie die Produktion
proinflammatorischer Faktoren wie der induzierbaren Stickstoffmonoxid-Synthase
(INOS), Tumornekrosefaktor-a (TNF- a) und Interleukin-12 (IL-12). Nach zwei bis drei
Tagen andert sich der Phanotyp der Makrophagen und wird als M2 bezeichnet. Den
M2-Phé&notyp kennzeichnen erhthte Epressionsraten von an der Wundheilung
beteiligten Genen, die Sezernierung von zellprolifationsférdernden Zytokinen und
Wachstumsfaktoren und das verstarkte Einwirken der Makrophagen auf die
extrazellulare Matrix (ECM) (Mosser and Edwards, 2008, Spiller et al., 2015).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Leukozytenextravasation.

Schematische Darstellung des Ablaufs der Leukozytenextravasation angelehnt an Filippi,
2019 und Herter und Zarbock, 2013. Langsschnitt durch eine postkapillare Venole. Der
Leukozyt ist grau, die Endothelzellen (EC) blau, die Perizyten gelb und die Basalmembran
rot markiert. 1.) Der erste Kontakt zwischen Leukozyten und Endothel wird durch Selektine
und deren Rezeptoren vermittelt. Hierbei nimmt das durch Thrombozyten und Erythrozyten
exprimierte P-Selektin eine zentrale Funktion ein. 2.) E-Selektin, das sich an der
Oberflache der EC befindet, vermittelt zusatzlich das Rollen des Leukozyten an der
GefalRwand. 3.) Uber Vascular cell adhesion protein 1 (VCAM-1) und Intercellular adhesion
molecule 1 (ICAM-1) kommt es zur Abbremsung des rollenden Leukozyten. Leukozyten
konnen uber zwei Wege die endotheliale Barriere durchbrechen: die parazellulare
Migration und die transzellulare Migration. 4a.) Die parazellulare Migration stellt dabei mit
70 —90% den haufigeren Durchtrittsweg dar und wird durch Intercellular adhesion molecule
2 (ICAM-2) initiiert. Die aus adherens junctions (Vascular endothelial cadherin (VE-
Cadherin)) und tight junctions (Junctional Adhesion Molecules (JAM-A, -B und —C) sowie
Endothelial cell-selective adhesion molecule (ESAM)) bestehenden engen Verbindungen
benachbarter Endothelzellen (EC) werden getffnet und der Leukozyt bildet Integrin-
vermittelt Pseudopodien aus. Intraleukozytar kommt es zu Umstruktierungen des
Zytoskeletts, die ein Durchstilpen des Leukozyten durch das Endothel ermdglichen.
AnschlieBend wird die endotheliale Integritat wiederhergestellt. 4b.) Die transzellulare
Migration dagegen beinhaltet die Bildung einer kanalartigen Struktur innerhalb der EC, die
wahrscheinlich durch die Fusion leukozytarer und endothelialer Membranen entsteht.
Hierbei bleiben die zwischen den Endothelzellen bestehenden Verbindungen intakt.

In beiden Migrationswegen sind zudem Platelet endothelial cell adhesion molecule
(PECAM-1) und Cluster of differentiation 99 (CD99) involviert. Die Uberwindung der
perivaskularen Basalmembran (rot) stellt den letzten Schritt der Extravasation dar (Filippi,
2019, Herter and Zarbock, 2013, Liegsalz-Beck, 2016).
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Integritat, Materialeigenschaften und Funktionalitdt des Implantates kénnen durch die
ausgeloste akute sterile Entziindungsreaktion vom Fremdkorpertyp malgeblich
beeinflusst werden (Anderson et al., 2008). Auch Vaskularisation und Gewebeumbau
werden mafgeblich durch die Immunreaktion beeinflusst. UberschieBende und
chronische Entziindungsprozesse kdnnen zur Implantat-Extrusion fihren oder in einer
fibrotischen Verkapselung resultieren, die eine suffiziente Integration des Biomaterials
in das Wirtsgewebe verhindert (Mariani et al., 2019, Morais et al., 2010).

In  der Literatur werden Schlisselstellen des Integrationsprozesses auf
inflammatorischer Ebene unterschiedlich gewichtet. So fokussieren sich
beispielsweise Selders et al. auf die Rolle der neutrophilen Granulozyten, da sie diesen
eine zentrale Rolle in der Einleitung und Amplifikation der Entztndungsreaktion
zuweisen (Selders et al., 2017). Auch die Fahigkeit zur Umstrukturierung der ECM
durch neutrophile Granulozyten wird als Ansatzpunkt zur Biomaterialoptimierung
diskutiert (Fetz et al., 2021). Wie oben ausgefuhrt nehmen Makrophagen ebenfalls
eine Schlusselrolle in der Immunreaktion auf implantierte Biomaterialien, bei der
Gewebeintegration dieser und bei der Gewebereparatur ein (Kzhyshkowska et al.,
2015). Strategien zur Optimierung der Biomaterialintegrationen richten sich gezielt auf
die Modulation des Ubergangs vom M1- zum M2-Phanotyp der Makrophagen, um
einen kontrollierten Ubergang vom Entziindungsstadium zum Heilungsstadium zu
erreichen (Barbosa and Vasconcelos, 2020, Moore and West, 2019, Spiller et al.,
2014, Zhu et al., 2020).

Die Tendenz, immunsuppressive Strategien zugunsten immuninteraktiver Strategien
zur Optimierung der Biomaterialintegration zu verlassen, wird in einem Review von
2019 von Vasconcelos et al. ausfuhrlich dargelegt. Diese Adjustierung der
Herangehensweise tragt der zentralen Bedeutung des Immunsystems fur die
strukturelle und funktionelle Gewebeheilung Rechnung. Konkret beschreiben die
Autoren ausfihrlich die Rolle des Inflammasoms in der initialen Immunantwort auf die
Fremdkdrpereinbringung und sehen in der Modulation der Aktivitat des Inflammasoms
grol3es Potenzial fur das Tissue Engineering (Vasconcelos et al., 2019).

Eng mit der Immunreaktion verknUpft ist der Prozess der Remodellierung, unter den
die strukturelle Neuorganisation oder Erneuerung von Geweben subsummiert wird.
Physiologisch wird die Remodellierung zum einen systemisch Uber endogene
Hormonsignale aber auch tGber parakrine und autokrine Signalwege angestol3en (Pinet
and McLaughlin, 2019). Integraler Bestandteil der Remodellierung sind Auf- und
Abbauprozesse der ECM, wobei insbesondere Matrix-Metalloproteinasen (MMP) eine
Schlusselrolle einnehmen (Freitas-Rodriguez et al., 2017). Die Veranderungen der
ECM stol3en intrazellulare Prozesse an, die das Zellwachstum, die Zellproliferation,
die Zelldifferenzierung, die Zellbeweglichkeit und den Zellzyklus beeinflussen (Lorda-
Diez et al., 2015). Uber Riickkopplungsschleifen beeinflussen diese angestolRenen
Prozesse wiederum selbst die ECM. Auf Gewebeebene resultieren aus den
Veranderungen auf Zellebene letztlich die alternierenden Gewebeeigenschaften
(Song and Dityatev, 2018).

Bei pordsen Implantaten wird eine suffiziente Gewebeintegration nicht allein durch
einen Einschluss des Implantates in das Gewebe erreicht. Vielmehr ist ein
erganzendes Einwachsen des Wirtsgewebes in die Poren des Implantatkrpers
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notwendig. Das Anwachsen von Bindegewebszellen auf der Implantatoberflache ist
hierfir eine Grundvoraussetzung (Soparkar et al., 2000).

Fibroblasten als pradominante Zellpopulation des Bindegewebes werden folglich
ebenfalls als aussichtsreicher Ansatzpunkt zur Modulation der Biomaterialintegration
angesehen. Hannan et al. betonen in einem 2017 erschienenem Review die
Heterogenitdt der Fibroblasten und unterstreichen deren Relevanz bei der
Remodellierung von Geweben. Die modulierte Reaktion des Zelltypus wird folglich als
grundlegend flur die langfristige Implantatfunktionalitdt und die Regeneration der
angrenzenden Gewebe angesehen (Hannan et al., 2017).

In den letzten Jahren zeigten sich zunehmend Hinweise dafiir, dass neben
Immunreaktion, Remodellierung und der Neubildung von Blutgefalien auch dem
Gerinnungssystem eine zentrale Rolle bei der Biomaterialintegration zukommt.

Hamostase beschreibt den Prozess der kdrpereigenen Unterbindung von Blutungen.
Man unterscheidet zwischen der primaren Hamostase und der sekundaren
Hamostase. Die primare Hamostase umfasst die Adhasion von Thrombozyten an
subendotheliale  Strukturen, die Freisetzung aggregationsférdernder und
gefalRverengender  Mediatoren wie  Thromboxan und  schlie@lich die
Thrombozytenaggregation. Im Prozess der sekundaren Hamostase vermitteln
Serinproteasen die Quervernetzung von Fibrinpolymeren, wodurch sich der mit
Thrombozyten, Leukozyten und Erythrozyen durchsetzte rote Abscheidungsthrombus
bildet (Versteeg et al., 2013, Brandes et al., 2019).

Alloplastische Implantate weisen aufgrund zumeist negativer Oberflachenladungen
und dem Fehlen antithrombotischer Mechanismen wie etwa der endothelvermittelten
Stickstoffmonoxid(NO)-abhangigen Thrombozytenadhésions- und
Thrombozytenaggregationshemmung eine erhéhte Thrombogenitat auf (Ghyli et al.,
2018). Neben der Thrombozytenaggregationshemmung vermittelt NO endothelial
auch Vasodilatation und eine Hemmung der Proliferation der Gefal3muskulatur
(Gresele et al., 2019).

Mit der Hamostase verwoben und dieser entgegengesetzt ist der Prozess der
Fibrinolyse, durch den Blutgerinnsel aufgeldst werden. Mechanistisch zentral ist dabei
die Bildung von Plasmin aus Plasminogen, welche durch die Plasminogen-Aktivatoren
tissue-type Plasminogenaktivator (tPa) und auch Urokinase (uPa) vermittelt wird.

Die Serinpreoteinase Plasmin besitzt eine hohe Affinitat zu Fibrin, spaltet aber auch
gerinnungsfordernde Faktoren wie Fibrinogen, Prothrombin und einzelne
Gerinnungsfaktoren wie unter anderem Faktor V. Somit bewirkt Plasmin nicht nur die
Auflésung bereits organisierter Thromben sondern auch die Herabsetzung der
Koagulabilitat des Blutes (Chapin and Hajjar, 2015, Longstaff and Kolev, 2015).

Die zentralen Effektoren der Fibrinolyse weisen abseits ihrer Funktion im Prozess der
Fibrinolyse Eigenschaften auf, die eine Relevanz fir die Biomaterialintegration
andeuten.

So beleuchten die Experimente von Busuttil et al. die Bedeutung von endogenem
Plasminogen und Fibrinogen fur die Leukozytenrekrutierung und Leukozytenadhérenz
im Kontext der Einbringung von alloplastischem Fremdmaterial. An Plasminogen-
defizienten Mausen, in deren Peritoneum Scheiben aus Polyethylen-Terephtalat
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eingebracht wurden, zeigte sich, dass die Abwesenheit von Plasminogen die
Rekrutierung von Makrophagen, Monozyten und neutrophilen Granulozyten in das
anliegende Gewebe beeintrachtigt, wahrend kein Einfluss auf die Leukozytenadhéarenz
dieser Zellen an die Implantate beobachtet wurde. In Fibrinogen-defizienten Mausen
wiederum war die Adharenz eingeschrankt, wéahrend keine Beeintrachtigung der
Leukozytenrekrutierung im anliegenden Gewebe nachgewiesen wurde (Busuttil et al.,
2004).

Plasmin, das Schlisselenzym der Fibrinolyse, wirkt Uber die Aktivierung
unterschiedlicher MMPs auf die ECM und Uber die Spaltung von Laminin, Fibronektin
und Thrombospondin vermittelt auch auf die endotheliale Basalmembran ein (Aisina
and Mukhametova, 2014, Deryugina and Quigley, 2012).

Die Plasmin-Aktivatoren tPA und uPa werden von einer Vielzahl unterschiedlicher
Zelltypen exprimiert und beeinflussen die Adhé&sion, Migration und Proliferation von
Zellen (Brodsky et al., 2001, Deindl et al., 2003, Hao et al., 2010, Ismail et al., 2021,
Mantuano et al., 2017, Stefansson and Lawrence, 2003).

Die Arbeitsgruppe um Reichel et al. entwickelte aufgrund dieser Eigenschaften die
Hypothese, dass die Plasminogen-Aktivatoren Einfluss auf die Integration von
Implantaten austiben. Sie zeigten im Modell der DSC, dass endogenes uPA und tPA
aber auch deren Inhibitor Plasminogenaktivatorinhibitor Typ 1 (PAI-1) die Bildung von
Gefallnetzwerken in PPE-Implantaten und die Kollagenablagerung im Implantatkdrper
férdern. Zudem kann durch eine Oberflachenbeschichtung mit uPA, tPA und PAI-1 die
Vaskularisation von PPE-Implantatkdrpern beschleunigt werden. Diese Beobachtung
fuhren die Autoren auf durch uPA, tPA und PAI-1 vermittelte chemotaktische Effekte
zurlck, die die Einwanderung von Endothelzellen in den Implantatkérper férdern
(Reichel et al., 2015).

Die Koninzidenz von Oberflachenbesiedlung, Zellmigration und bindegewebigem
Einwachsen in die Poren pordser Implantate erfordert die Gewdahrleistung eines
Mikromilieus, in welchem insbesondere eine suffiziente Sauerstoff- und
Nahrstoffversorgung gewahrleistet ist. Hierbei muss bericksichtigt werden, dass die
Ernahrung von Zellen tber den Diffusionsweg limitiert ist (Folkman and Hochberg,
1973). Somit ergibt sich eine hohe Abhéngigkeit des Gelingens der
Biomaterialintegration von Geschwindigkeit, Quantitdt und Qualitat des Anschlusses
an das BlutgefalRsystem. Diesem Ansatz wird im folgenden Kapitel ausfihrlich
Rechnung getragen.
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4.3 Angiogenese

Die fundamentale Bedeutung der Etablierung einer suffizienten Blutversorgung im
Kontext der Biomaterialintegration ergibt sich daraus, dass sich Zellen maximal Gber
eine Diffusionsstrecke von 200um erndhren kénnen (Folkman and Hochberg, 1973).
Folglich hangt die nachhaltige Gewebeintegration und die Funktionalitat von im
Rahmen des Tissue Engineering eingesetzten Gerustsubstanzen entscheidend von
deren Vaskularisation ab (Laschke and Menger, 2012). Hierbei muss zwischen
verschiedenen Prozessen unterschieden werden. Die de novo Entstehung der initialen
vaskularen Netzwerke auf der Basis von mesodermalen Vorlauferzellen wird als
Vaskulogenese bezeichnet. Diese mesodermalen Vorlauferzellen werden als
Angioblasten bezeichnet. Die Angioblasten differenzieren zu Endothelzellen und
aggregieren differenzieren und aggregieren (Naito et al., 2020). Die Vaskulogenese
findet GUberwiegend, aber nicht ausschliel3lich in der embryonalen Phase statt (Ayala-
Dominguez et al., 2019). Angiogenese hingegen bezeichnet die Entstehung neuer
Blutgefalie aus bereits vorbestehenden Blutgefal3en (Ayata et al., 2015). Hierbei wird
zwischen den Prozessen des Sprouting und der Intussuszeption differenziert (Naito et
al., 2020). Das Sprouting wird durch eine Aktivierung der Endothelzellen durch das
Uberwiegen pro-angiogener Faktoren wie beispielsweise VEGF-A infolge von Hypoxie
oder von Entzindungsprozessen induziert (Germain et al., 2010, Whiteford et al.,
2016). Die aktivierten Endothelzellen verlieren ihre adherence junctions und vermittelt
durch MMPs findet ein lokaler Umbau der Basalmembran statt. Die Differenzierung der
Endothelzellen in spezialisierte tip-Zellen und stalk-Zellen resultiert schlief3lich in der
Aussprossung einer neuen Kapillare. Die tip-Zellen richten das Wachstum der neuen
Kapillare tber Filopodia nach dem Wachstumsreiz aus, wahrend die stalk-Zellen
proliferieren und das neu entstehende Lumen auskleiden (Cantelmo et al., 2017). Die
Arteriogenese bezeichnet die nun stattfindende Rekrutierung von Perizyten und
glatten Muskelzellen. Uber Proteine der ECM wird die Bildung einer neuen
Basalmembran unterhalb der Endothelzellen induziert (Carmeliet and Jain, 2011).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des Vessel Sprouting.

Die Abbildung ist an die Grafiken von Carmeliet und Jain, 2011 sowie Hoormann, 2020
angelehnt. Langsschnitt durch eine Kapillare: in blau sind die Endothelzellen, in gelb die
Perizyten und in rot ist die Basalmembran dargestellt. Fur die Aufrechterhaltung des
Ruhezustandes der Endothelzellen ist vor allem die autokrine Sekretion von Angiopoetin-
1, Fibroblast growth factor (FGF), Notch-Liganden und Vascular endothelial growth factor
(VEGF) verantwortlich. 1.) Hypoxie oder Inflammation bewirken tber VEGF, FGF oder
Angiopoetin-2 (ANG-2) eine Erh6hung der Permeabilitdt der kapillaren GefalBwand. 2.)
Die Extravasation von Plasmaproteinen wie Fibrinogen und Fibronektin ermdglicht die
Etablierung eines Grundgertists (hellgrau) fir die Endothelzellmigration. Die Degradation
der Basalmembran durch Matrix-Metalloproteinasen setzt weitere Wachstumsfaktoren
wie insbesondere FGF und VEGF frei. Es kommt zur Selektion einer Endothelzelle, die
differenziert und als sogenannte tip-Zelle (hellblau dargestellt) die Richtung der
Aussprossung vorgibt. 3.) Die tip-Zelle weist Filopodien auf und folgt Wachstumssignalen
(Semaphorine und Ephrine). Ihr folgen Endothelzellen, die als sogenannte stalk-Zellen
proliferieren, wachsen, das neu-entstehende GefaRlumen auskleiden und Perizyten
rekrutieren. 4.) Die Reifung der neu entstandenen Kapillare, also die Ausbildung einer
neuen Basalmembran, die weitere Perizyten-Rekrutierung und die Etablierung dichter
endothelialer Verbindungen, wird insbesondere durch Plasminogenaktivatorinhibitor Typ
1 (PAI-I), Transforming growth factor 31 (TGF- B), Platelet-derived growth factor B (PDGF-
B) und Notch-Liganden vermittelt (Eilken and Adams, 2010, Hoormann, 2020, Ribatti and
Crivellato, 2012, Carmeliet and Jain, 2011).
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Im Rahmen der Intussuszeption hingegen spaltet sich ein bestehendes Gefald auf. Die
Entstehung einer intravaskularen Mikrostruktur, der sogenannten pillar, und die
Neuanordnung der vaskuldren Endothelzellen bewirkt eine intraluminale Aufteilung.
Die pillar setzt sich mafRgeblich aus endothelialen Membranen zusammen, kann
manchmal aber auch Myofibroblasten und selten auch Perizyten enthalten (Mentzer
and Konerding, 2014). Diese Aufteilung fuhrt dann dazu, dass am Ende des Prozesses
zwei perfundierte GefalRe stehen (George et al.,, 2011). Die grundlegenden
biomolekularen Mechanismen der Intussuszeption sind noch weitgehend unbekannt.
Gleichwohl wird eine anhaltende Zunahme der Perfusion im Ausgangsgefafd mit
einhergehender Erhoéhung der Scherspannung als Ausldser diskutiert (Esteban et al.,
2020, Filipovic et al., 2009).

1.) 2) 3) 4)
1 Scherspannung
1 Hydrostatischer Druck l
Hypoxie —)
ANG-17?
ANG-27?
FGF-27 & b
Einstllpung der  Bildung einer Endgultige intraluminale
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der intussuszeptiven Angiogenese.

Die Abbildung ist angelehnt an De Spiegelaere et. al., 2012 und Mentzer und Konerding,
2014. Als auslésende Signale wird neben einem Anstieg der Scherspannung und des
hydrostatischen Druckes auch Hypoxie angenommen. In der Literatur wird zudem auf
molekularer Ebene ein férdernder Einfluss von Basic fibroblast growth factor (FGF-2),
Angiopoetin-1 (ANG-1) und Angiopoetin-2 (ANG-2) diskutiert. 1.) Ausgangsituation:
Querschnitt durch eine Kapillare. Die Endothelzellen sind blau, die Basalmembran rot und
die Perizyten gelb markiert. 2.) Die Kapillarwénde stilpen sich nach intraluminal ein und
es beginnt die Reorganisation der endothelialen Verbindungen. 3.) Es kommt zur
Herausbildung einer als ,pillar® bezeichneten intraluminalen Gewebesdaule, in diese
werden ECM-Bestandteile eingelagert und es kommt zur optionalen Anlagerung von
Perizyten und Myofibroblasten. 4.) Durch die Verschmelzung benachbarter pillar kommt es
zur endgultigen intraluminalen Aufteilung der Kapillare, sodass am Ende des Prozesses
zwei Kapillaren vorzufinden sind (Burri et al., 2004, De Spiegelaere et al., 2012, Mentzer
and Konerding, 2014, Styp-Rekowska et al., 2011).

Interessanterweise zeigten Bongrazio et al. in vivo, dass Scherspannung sich auf die
Expression von TSP-1 und des Rezeptors CD36 auswirkt. In Endothelzellfraktionen
war die TSP-1 Expression herunterreguliert, wéhrend sie in Whole Muscle Zell
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Homogenaten gesteigert war (Bongrazio et al., 2006). Esteban et al. berichten von
einer Verknipfung von TSP-1 mit dem Prozess der intussuszeptiven Angiogenese.
Demnach werde Uber die Prozessierung durch die Membran Typ 1 — Matrix-
Metalloproteinase (MT1-MMP), ein C-terminales TSP-1 Fragment abgespalten.
Daraus ergibt sich die Hypothese, dass dieses Fragment durch die
Oberflachenrezeptoren CD47 und av33 Uber die endotheliale NO-Synthase (eNOS)
eine Erhohung des NO-Spiegels vermittelt. Dies wiederum I6se eine Vasodilatation
aus, woran sich der oben beschriebene Umbau der Kapillaren im Rahmen der
Intussuszeption anschlie3e (Esteban et al., 2020).

4.4 Strategien zur Optimierung der Biomaterialintegration von
Implantaten aus porésem Polyethylen

Die auf eine Optimierung der Biomaterialintegration von PPE-Implantaten abzielenden
Strategien lassen sich a priori in vier Ansatze unterteilen (Spater et al., 2021): die
Veranderung der physikochemischen und biophysischen Eigenschaften des
Implantates, die Oberflachenmodifikation des Implantates mit pro-angiogen oder
immunmodulatorisch aktiven Wirkstoffen, die Besiedlung des Implantates mit Zellen
oder Zellverbdnden und die Ilokale oder systemische Beeinflussung des
Implantatlagers (Spater et al., 2021).

Das Verfahren der Plasmaatzung beeinflusst die physikochemischen Eigenschaften
des PPE-Implantates, indem es den Sauerstoffgehalt der Implantatoberflache steigert
und die Rauigkeit des Implantates erhoht. Im Vergleich zu einer unbehandelten
Kontrollgruppe zeigte sich die vaskuldre Integration von mittels Plasmaatzung
behandelten PPE-Implantaten jedoch nachweislich negativ beeinflusst (Laschke et al.,
2016). Die Verbindung aus dem Calcium-Natrium-Phosphosilikat Bioglass 45S5 und
PPE ist seit 2002 durch die US-amerikanische Food and Drug Administration (FDA)
unter dem Namen Medpor® PLUS™ (MP+) zugelassen. MP+ stellt laut Spater et al.
bisher den einzigen Ansatz zur Steigerung der Vaskularisation von PPE-Implantaten
dar, der den Sprung in die klinische Praxis geschafft hat (Spater et al., 2021). Durch
das Hinzufuigen von Bioglass 45S5 verandern sich zentrale Materialeigenschaften der
Implantate: Elastizitatskoeffzient und Mikroharte der Implantate steigen an, wahrend
Zugfestigkeit und Bruchdehnung abnehmen. Somit sind MP+-Implantate steifer und
harter als PPE-Implantate, weisen dabei aber eine geringere Reil3festigkeit und eine
geringere Verformbarkeit als diese auf (Wang et al., 1998).

Zur fibrovaskularen Integration von MP+-Implantaten liegen nur wenige Studien vor.
Eine Uberlegenheit gegeniiber konventionellen PPE-Implantaten wird in einer
prospektiven randomisierten Studie von Naik et al. beschrieben. An einem
Patientenkollektiv von 10 Probandinnen, die nach Enukleation entweder mit MP+ oder
PPE-Implantaten versorgt wurden, zeigte sich in magnetresonanztomographischen
Kontrollen der mittlere vaskularisierte Bereich pro Implantat in der MP+-Gruppe grof3er
(Naik et al., 2007, Spater et al., 2021).

Eine Modifikation der Implantatoberflache mit der Aminosaure Arginin zeigte sich in
vitro einer Behandlung mit Gold-Nanopartikeln hinsichtlich der Anlagerung von Zellen
an die Implantatoberflache tberlegen. Dieser Effekt wird auf eine durch das Arginin



21

hervorgerufene Steigerung der Hydrophilitat der PPE-Implantate zurtickgefuhrt und
veranschaulicht die Relevanz biophysischer Faktoren (Sengupta et al., 2018).

Ebenfalls auf eine Verbesserung der Implantat-Zelladhasion zielt die Modifikation der
PPE-Implantate mit der ungesattigten Carbonsaure Acrylsaure (AA) alleine oder in
Kombination mit Arginylglycylasparaginsaure (RGD) ab. RGD ist ein Peptidmotiv der
ECM, Uber das die Bindung von Integrinen vermittelt wird (Plow et al., 2000). Park et
al. implantierten Hasen sphéarische PPE-Implantate, die entweder unbehandelt
blieben, singular mit AA oder kombiniert mit AA und PGD modifiziert wurden, in die
abdominelle Musuklatur. Die Studie zeigt, dass sich durch die Modifizierung mit AA
alleine aber deutlicher noch durch die Kombination von AA und RGD die fibrovaskulare
Integration der Implantate 14 und 28 Tage postoperativ verbessern lasst. Die gegen
das Implantat gerichteten Fremdkorperreaktion zeigt sich sowohl durch die singulare
Modifikation mit AA als auch durch die kombinierte Modifikation mit AA und RGD
abgeschwacht (Park et al., 2007).

Auch durch die Modifikation der Implantoberflache mit anorganischen Substanzen wie
Calciumsulfat-Hydroxyapatit kann ein integrationsfordernder Effekt erzielt werden.
Durch die Oberflachenbeschichtung lagern sich in vitro vermehrt mesenchymale
Stammzellen an und zeigen einen im Vergleich zur Kontrollgruppe erhdhten
Proliferationsgrad (Fouad et al., 2018).

Einen  beleuchtenswerten  Aspekt stellen  synergistische  Effekte  von
Wachstumsfaktoren mit anorganischen Substanzen dar. Gérard et al. zeigen, dass die
Besiedlung dreidimensionaler tubularer Kollagengeriiste mit endothelialen Zellen in
vivo durch die Kombination von Kupfersulfat und Basic fibroblast growth factor (FGF-
2) dosisabhangig starker geférdert wird gegentber einer alleinigen Beschichtung mit
FGF-2 (Gerard et al., 2010).

Neben der biophysischen Modifikation wurden diverse Wirkstoffe hinsichtlich ihres
Einflusses auf die Biomaterialintegration von PPE-Implantaten untersucht. So zeigen
Hussain et al. in der DSC, dass eine Umhillung der PPE-Implantate mit
Tumornekrosefaktor-a (Etanercept) kombiniert mit Komponenten der ECM die initiale
Entziindungsreaktion abmildert und die fvd im Implantat erhéht (Hussain et al., 2021).

Interessanterweise zeigt sich durch eine Umhillung der Implantate mit in
wachstumsfaktorreduziertem Matrigel (GRF Matrigel) angereichertem VEGF ebenfalls
eine Abschwéachung der Entziindungsreaktion in der DSC. Diese Abschwachung der
Entzindungsreaktion manifestiert sich durch eine in der Kontrollgruppe signifikant
erhbhte  Leukozyten-Endothelinteraktion ~an  Beobachtungstag 7  nach
Implantateinbringung. GRF Matrigel ist ein ECM-basiertes Hydrogel (Kleinman and
Martin, 2005). Eine positive Beeinflussung der vaskuldren Parameter konnte
gegenuber einer ausschliel3lich mit GRF Matrigel umhillten und einer unbehandelten
Kontrollgruppe nicht nachgewiesen werden. Zwischen den Versuchsgruppen zeigten
sich in der Messung der dynamischen Desintegrationskraft keine signifikanten
Unterschiede. Allerdings wird die Tendenz beschrieben, dass in der mit GFR Matrigel
und VEGF umhtillten Versuchsgruppe mehr Kraft zur Implantatluxation aufzubringen
ist, was auf eine erhohte mechanische Verankerung im Implantatlager hinweist (Strieth
et al., 2010).

Wie im Kapitel “Biomaterialintegration” bereits kurz beleuchtet, zeigt sich in K.O.-
Mausen die fibrovaskulare Integration von PPE-Implantaten in Abwesenheit der



22

Plasmin-Aktivatoren uPA und tPA sowie deren Inhibitor PAI-I beeintrachtigt. Ferner
fordert eine Oberflichenbeschichtung mit den genannten Proteinen die
Biomaterialintegration der PPE-Implantate im Wildtyp (Reichel et al.,, 2015). Das
matrizellularen Glykoprotein Vitronectin (VN) bewirkte als Oberflachenbeschichtung
von PPE-Implantaten im Wildtyp ebenfalls eine Steigerung der fibrovaskularen
Integration. Zusatzlich zeigte sich in VN K.O.-Mausen eine signifikante
Beeintrachtigung der Biomaterialintegration von PPE-Implantanten. Im Proteomic
Profiling der Implantate zeigte sich quantitativ im Hinblick auf pro-angiogene
Modulatoren keine relevanten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen. Daraus
wird geschlossen, dass der Aktivierungsgrad einzelner Wachstumsfakoren fur deren
Wirkungsentfaltung relevanter ist als die rein quantitative Konzentration (Hessenauer
et al., 2018).

Wachstumsfaktoren wirken zeitlich und rdumlich abgestimmt auf Gewebe und deren
Gefallnetzwerke. Daher muss pharmakokinetischen Eigenschaften im Tissue
Engineering Rechnung getragen werden (Chu and Wang, 2012, Saltzman and
Olbricht, 2002). Eine konzertierte Freisetzung von Wachstumsfaktoren Uber
sogenannte Drug-Delivery-Systeme (DDS) ermoglicht eine Beeinflussung der
Freisetzungskinetik, der ortlichen Verteilung von Wirkstoffen und der
Kontextabhangigkeit der Wirkstofffreisetzung (Tabata, 2000, Zhang et al., 2018).
Neben chemischer Modifikation oder der Verwendung von Hydroelen kénnen Albumin
Nanopartikel (AN) als DDS fungieren. In der DSC konnte gezeigt werden, dass durch
die Verwendung von AN eine verzogerte Freisetzung von niedermolekularen
Wirkstoffen in PPE-Implantaten moglich ist (Eckrich et al., 2021b).

Die Aussaat von Zellen oder Zellpartikeln auf die Implanatatoberflache stellt eine
weitere Strategie der Implantatoptimierung dar. Sabini et al. zeigten an Sprague-
Dawley-Ratten, dass das Einbringen eines autologen Blut-Koagels die
Kollagenablagerung im Implantatkérper und die Besiedlung des Implantatkérpers mit
Fibroblasten im Vergleich zur Modifizierung mit FGF-2 sowie im Vergleich zu einer
Kontrollgruppe begunstigt (Sabini et al., 2000).

Die Arbeitsgruppe um Scalafani untersuchte an Kaninchen die Implantatmodifikation
von PPE-Implantaten und von Acellular Dermal Grafts (ADG) jeweils mit autologen
Blut-Koageln, autologem Thrombozytenkonzentrat und Blutplasma (Platelet-Poor
Plasma (PPP)). Es zeigte sich, dass autologe Thrombozytenkonzentrate in den ersten
7 Tagen nach Implantation die Prozesse der Wundheilung und der
Fibrovaskularisation sowohl in den PPE-Implantaten als auch in den ADG
begilnstigten. Dagegen zeigten sich durch eine Behandlung mit PPP und autologen
Blut-Koageln keine Effekte (Sclafani et al., 2005).

Hussain et al. nutzten mit grin fluoreszierendem Protein (GFP) markierte dermale
Fibroblasten zur in vitro Besiedlung von PPE-Implantaten, bevor diese in Wildtyp-
Mause implantiert wurden. Es zeigte sich durch die Zellaussaat keine Verbesserung
der Biokompatibilitat der Implantate in der DSC gegenuber einer unbehandelten
Kontrollgruppe. Nach einem Beobachtungszeitraum von 10 Tagen konnten weiterhin
ca. 70 % der Fibroblasten fluoreszenzmikroskopisch detektiert werden, zudem zeigten
sich die Konzentrationen von Interleukin-2, Interleukin-17A sowie Interleukin-10 in der
Versuchsgruppe erhéht. Die vaskularen Parameter zeigten keinen Unterschied zur
Kontrollgruppe auf (Hussain et al., 2016).
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Ehrmantraut et al. zeigten ebenfalls in der DSC, dass eine kombinierte
Oberflachenmodifizierung aus thrombozytenreichem Blutplasma (PRP) und humanen
Chondrozyten einer Beschichtung ausschlieBlich mit PRP im Hinblick auf die
Erh6hung der fvd Uberlegen ist (Ehrmantraut et al., 2012).

Die Verwendung von in 30% Hydrogel geldsten Chondrozyten zur Umhillung von
PPE-Implantaten einerseits und Wire-Mash-Implantaten aus 24-karatigem Gold
andererseits wurde von der Arbeitsgruppe um Monroy in vivo in immunkompetenten
Schweinen im Vergleich zu unbehandelten Kontrollgruppen untersucht. Hierbei wurde
10 Wochen nach Implantation das bedeckende Hautgewebe ertffnet zur Simulation
der Implantat-Extrusion. Es schloss sich eine Phase sekundarer Wundheilung an, in
dieser zeigte sich in den behandelten Versuchsgruppen bereits nach 7 Tagen ein
Wundverschluss, der in den korrespondierenden Kontrollgruppen erst am 10 Tag
beobachtet wurde. In der histologischen Aufarbeitung wiesen die behandelten
Versuchsgruppen eine Umhillung aus neu-entstandenem Knorpelgewebe auf und es
zeigte sich eine geringgrade Entzindungsreaktion (Monroy et al.,, 2007). Die
Verwendung von Chondrozyten zur Umhillung von PPE-Implantaten erscheint unter
praktischen Gesichtspunkten naheliegend, da diese einen vergleichsweise geringen
metabolischen Bedarf aufweisen - sich daher bis zu einem bestimmten Grad
ausschlie3lich uber Diffusion ernahren kdnnen - und vergleichsweise resistent
gegenuber metabolischem Stress sind. Diese Eigenschaften kénnen dem bis zur
Etablierung funktionsfahiger vaskularer Netze im Implantat von Hypoxie und Mangel
an Nahrstoffen gepragten Mikromilieu Rechnung tragen (Spater et al., 2021).

Einen Uber die Implantatbesiedlung mit Zellen hinausgehenden Ansatz zur
Verbesserung der Implantatintegration stellt die Einbringung ganzer Zellverbande und
Anteile von GefalBnetzen in die PPE-Implantate dar. Der Anschluss eines
vorbestehenden Gefal3netzes an das Empfangergewebe wird als Inoskulation
bezeichnet (Auger et al., 2013). Fur PPE-Implantate gibt es bislang keine publizierten
Daten zur Inoskulation. Allerdings wurde fir Implantate aus Polylactid-co-Glykolyd
(PLGA) beschrieben, dass diese nach erfolgter Vaskularisation enthommen werden
und in isogene Tiere reimplantiert werden konnten. Im Vergleich dieser bereits
vaskularisierten und isogen reimplantierten PLGA-Gerlste zur Kontrollgruppe aus
unbehandelten PLGA-Gerlsten konnte in der Versuchsgruppe in der DSC signifikant
frGher Perfusion nachgewiesen werden. Die Autoren fihren dies auf eine Reperfusion
der eingebrachten vaskularen Netzwerke durch die Etablierung neuer vaskularer
Verbindungen zum Wirtsgewebe zurlick (Laschke et al., 2008).

Als vielversprechende Alternative zur Verwendung strukturell intakter Gefal3netze wird
die Verwendung mikrovaskularer Fragmente (MVF), die sich aus Arteriolen, Kapillaren
und Venolen zusammensetzen, beschrieben. Die MVF werden durch enzymatische
Behandlung aus Fettgewebe gewonnen. Spéater et al. berichten, dass durch die
Kombination von MVF mit PRP in PPE-Implantaten schon 3 Tage nach Implantation
in die DSC perfundierte Blutgefal3e im Implantat nachgewiesen werden konnten. In
der unbehandelten Kontrollgruppe und einer ausschlie3lich mit PRP behandelten
Versuchsgruppe waren perfundierte Gefal3e hingegen erst nach 6 Tagen detektierbar.
Da die MVF aus GFP*-M&ausen entnommen wurden und die Implantation in GFP- -
Mause erfolgte, konnte die Beteiligung der MVF an der Etablierung neuer vaskulérer
Netzwerke intravitalmikroskopisch nachvollzogen werden. Hinsichtlich der ebenfalls
evaluierten Leukozyten-Endothellinteraktion traten keine Unterschiede zwischen den
Versuchsgruppen auf. Allerdings zeigte sich in der mit MVF und PRP behandelten
Versuchsgruppe sowie in der alleinig mit PRP behandelten Versuchsgruppe
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gegenuber der Kontrolle eine Begunstigung des M2-Phanotyps in den Makrophagen
im Implantatlager (Spater et al., 2020).

Von den eben ausgefiihrten Strategien zur Optimierung der Biomaterialintegration von
PPE-Implantaten, die an den PPE-Implantaten ansetzen, sind Strategien
abzugrenzen, die auf eine systemische Beeinflussung des Wirtsgewebes oder eine
lokal begrenzte Beeinflussung des Implantatlagers abzielen.

Grundlage dieser Ansatze ist, dass neben dem Implantat auch das Wirtsgewebe
entscheidenden Einfluss auf die Biomaterialintegration nimmt. Zum einen kann das
Implantatlager durch die lokale Applikation von Wirkstoffen wie etwa
Wachstumsfaktoren beeinflusst werden. So resultierte die wiederholte, transkutane
Injektionen von Epidermal growth factor oder Basic fibroblast growth factor in direkter
Implantatumgebung in der Rickenmuskulatur von Kaninchen in einer gesteigerten
Anreicherung von Fibroblasten im Implantatkbrper gegeniber einer mit NacCl
behandelten Kontrollgruppe (Soparkar et al., 2000). Auch durch die lokale Applikation
von Macrophage-activating lipopeptid-2 (MALP-2) konnte in vivo die Vaskularisation
von PPE-Implantaten verbessert werden (Laschke et al., 2014).

Ehrmantraut et al. zeigten, dass eine systemische perioperative Therapie mit
Kortikosteroiden angiogene Prozesse im Kontext der Biomaterialintegration von PPE-
Implantaten beeintrachtigt, was konsekutiv mit einer schlechteren Verankerung der
Implantate im Gewebe verbunden ist. Dementsprechend raten die Autoren bei
Verwendung von PPE-Implantaten von einer begleitenden Therapie mit
Kortikosteroiden ab (Ehrmantraut et al., 2010).

4.5 Matrizellulare Proteine

Die Gruppe der matrizellularen Proteine umfasst der Definition von Paul Bornstein
entsprechend Proteine, die in den extrazellularen Raum oder die ECM sezerniert
werden, ohne dort primar strukturelle Aufgaben zu erfullen. Ihre Funktion besteht in
der Modulation zellphysiologischer Vorgange tber die Interaktion mit Rezeptoren an
der Zelloberflache, Proteasen, Hormonen und anderen biologisch aktiven Molekulen.
Sie treten zudem mit den strukturellen Proteinen der ECM in Wechselwirkung
(Bornstein, 1995).

Weitere Merkmale sind hohe Expressionsraten in der Embryonalphase und in der
adulten Phase im Rahmen der Wundheilung und Gewebserneuerung, ein im
Gegensatz zu anderen Matrixproteinen geringes Zelladhasionsvermogen (Heinrich et
al.,, 2014), ein eher unauffalliger Phanotyp in K.O.-Mausen und eine starke
Kontextabhangigkeit der Funktion (Bornstein, 2009). Letztere erklare sich durch das
Einwirken unterschiedlicher Strukturproteine, Rezeptoren, Proteasen und Cytokine auf
die matrizellularen Proteine im lokalen Umfeld der verschiedenen Gewebe (Bornstein,
2009).

Urspringlich wurden nur TSP-1, Osteonectin (SPARC) und Tenascin C zu den
matrizellularen Proteine gezahlt. Mittlerweile umfasst der Begriff neben weiteren
Mitgliedern der TSP-, Osteonectin- und Tenascin-Familien auch Osteopontin,
Mitglieder der CCN Protein-Familie (Cyr61, CCN2 und CCN3), Periostin, R-Spondine,
Hemicentin, Galectine, kleine Proteoglycane mit leucinreichen Domé&nen (SLRPSs),
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Autotaxine, Pigment derived factor (PEDF) und PAI-1 (Murphy-Ullrich and Sage,
2014).

Matrizellulare Proteine wurden bisher nur sparlich im Kontext des Tissue Engineering
erforscht, was angesichts ihres Einflusses auf grundlegende Endothelfunktionen
Uberrascht (Ramaswamy et al., 2019). Zumal zu einzelnen matrizellularen Proteinen
tierexperimentelle Daten vorliegen, die ein groRes Potenzial dieser im Einsatz als
Oberflachenbeschichtung von PPE-Implantaten nahelegen. So wurde, wie oben
ausgefuhrt, das matrizellulare PAI-1 neben uPA und tPA als Oberflachenbeschichtung
vor dem Hintergrund seiner regulatorischen Funktion in der Fibrinolyse von Reichel et
al. im Riuckenhautkammermodell im Kontext der Biomaterialintegration von PPE-
Implantaten untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass neben einer positiven
Beeinflussung zentraler GefaRparameter wie der funktionellen Gefalidichte (fvd) und
der Anzahl der GefalRverzweigungen zu verschiedenen Zeitpunkten auch die
Leukozytenrekrutierung beeinflusst wurde (Reichel et al., 2015).

Ebenso liel3 sich durch eine Oberflachenbeschichtung mit rekombinantem VN die
Vaskularisierung von PPE-Implantaten steigern. An VN-defizienten Mausen konnte in
der DSC ebenfalls eine Beeinflussung der Leukozytenrekrutierung im Kontext der
Biomaterialintegration gezeigt werden (Hessenauer et al., 2018).

4.6 Thrombospondin-1

TSP-1 ist ein glykosyliertes homotrimeres Protein mit einer Masse von 450kDa,
dessen Monomere sich aus einer kugelférmigen N- und C-Doméne, einer Prakollagen-
Domane, sowie den Thrombospondinrepeats 1, 2 und 3 zusammensetzen und die
uber Disulfidbrucken verbunden sind (Bonnefoy et al., 2008, Zhang et al., 2020, Lawler
and Lawler, 2012) (siehe Abbildung 6).

N-terminale
Domane

Prakollagen-
Domaéane

Thrombospondin-
Repeat 1

Thrombospondin-
Repeat 2

Thrombospondin-

Repeat 3

C-terminale
Domaéane

Abbildung 6: Struktur des Thrombospondin-
1 Monomeres.

Die Darstellung ist angelehnt an Lopez-Dee
et al., 2011 und Koch, 2012. TSP-1 ist ein
homotrimeres Protein, dessen Monomere
Uber Disulfid-Briicken miteinander
verbunden sind, die durch den Buchstaben
S dargestellt sind. An die N-terminale
Doméne schliel3t sich die Prakollagen-
Doméane an. An diese wiederum reihen sich
die Thrombospondin-Repeats 1, 2 und 3.
Den Abschluss des TSP-1 Monomeres
bildet die C-terminale Doméane (Koch, 2012,
Lopez-Dee et al., 2011).

TSP-1 und TSP-2 werden aufgrund des Vorliegens gleicher struktureller Domanen der
Subgruppe A der Thrombospondin-Proteinfamilie zugeordnet. Die Subgruppe B setzt
sich aus TSP-3, TSP-4 und dem auch als cartilage oligomeric matrix protein (COMP)
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bekannten TSP-5 zusammen (Chen et al., 2000). Die strukturelle Nahe von TSP-1 zu
TSP-2 wird kontrastiert durch erhebliche Funktionsunterschiede zwischen den beiden
Proteinen. So vermag es TSP-1 im Gegensatz zu TSP-2 beispielsweise Transforming
growth factor B1 (TGF-B1) zu aktiveren. Diese Funktionsunterschiede erklaren sich
durch erhebliche Abweichungen in der Zusammensetzung der Aminosauresequenzen
der N-terminalen Domaéanen, welche die Bindungsfahigkeit der unterschiedlichen
Liganden beeinflusst (Zhang et al., 2020).

TSP-1 wird von Endothelzellen, Fibroblasten, Adipozyten, glatten Muskelzellen,
Monozyten, Makrophagen aber auch von malignen Zellen wie beispielsweise Gliom-
Zellen sezerniert (Lopez-Dee et al., 2011). Das in den a-Granula der Thrombozyten
enthaltene TSP-1 wird in den Megakaryozyten gebildet und wird infolge der
Thrombozytenaktivierung durch Thrombin ausgeschuttet (Bonnefoy et al., 2008). Die
Plasmaspiegel von TSP-1 befinden sich im Normalfall im Bereich von 0,1-0,2
Mikrogramm pro Milliliter, sind jedoch bei Ubergewichtigen und Diabetikern signifikant
erhoht (Li et al., 2013).

Lawler et al. beschrieben 1998 die Physiologie von TSP-1 K.O.-Mausen. Diese wiesen
einen weitgehend unauffalligen Phanotyp mit weitgehend normaler Morphologie und
Funktion der zentralen Organe mit Ausnahme der Lunge auf, wo sich ausgepragte
akute und organisierende Pneumonien zeigten. Die Bronchialarterien waren verdickt
und gewunden und wiesen eine Hyperplasie der glatten Muskelzellen auf (Crawford et
al.,, 1998). Die Zahl der zirkulierenden Leukozyten, davon insbesondere die
prozentualen Anteile der Eosinophilen und der Monozyten, war erhdht. Die Thrombin-
induzierte Thrombozytenaktivierung und die Blutungszeit erwiesen sich als unauffallig
und auch die Plasma-Spiegel der anderen Thrombospondine wiesen keine reaktive
Erh6hung auf (Lawler et al., 1998).

Die Einordnung der Beeinflussung der Angiogenese durch TSP-1 ist von der
Dichotomie gepragt, dass zwar einzelne Studien einen angiogeneseférdernden Effekt
beschreiben (BenEzra et al., 1993, do Outeiro-Bernstein et al., 2002), gleichzeitig TSP-
1 in der Fachliteratur jedoch tberwiegend als Inhibitor der Angiogenese beschrieben
wird (Nor et al., 1997, Lawler, 2002).

Inzwischen hat sich die Erkenntnis durchgesetzt, dass Uber unterschiedliche TSP-1
Doméanen sowohl fordernde als auch hemmende Effekte auf die Angiogenese
vermittelt werden. Wahrend beispielsweise der Thrombospondin type 1 repeat eine
anti-angiogene Wirkung entfaltet, besitzt die N-terminale Doméane eine pro-angiogene
Aktivitat (Ochoa et al., 2010). Zudem finden sich Autoren, die die Beeinflussung der
Angiogenese durch TSP-1 feingliedrig im Hinblick auf einzelne angiogenetische
Prozesse beleuchten. So messen beispielsweise Esteban et al. TSP-1 wie oben
ausgefuhrt eine foérdernde Rolle im Rahmen der intussuszeptiven Angiogenese zu
(Esteban et al., 2020).

Als matrizellulares Protein interagiert TSP-1 auf verschiedenen Wegen mit der ECM.
Uber den Rezeptor Cluster of Differentiation 47 (CD47) stimuliert es die Expression
von Zelladhasionsmolekilen und férdert dadurch die Bindung von Monozyten an
Endothelzellen (Narizhneva et al., 2005).

Ferner greift TSP-1 Uber die Interaktion mit MMPs und TGF-R31 in den Kollagen-
Haushalt ein (Tang et al., 2011). Zudem beeinflusst es die extrazellulare
Quervernetzung der Kollagenfibrillen. So weist die Haut TSP-1-defizienter Mause eine
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verringerte Konzentration des Proenzyms Pro-Lysyl-Oxidase bei erhéhter Aktivitat der
katalytisch aktiven Lysyl-Oxidase auf (Rosini et al., 2018).

TSP-1 vermittelt zudem sowohl pro-inflammatorische als auch anti-inflammatorische
Prozesse. So aktiviert TSP-1 Makrophagen in Abhéngigkeit vom toll-like receptor 4
(TLR4) Uber den Transkriptionsfaktor nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells (NF- xB). Zudem induziert TSP-1 die Bildung des Zytokins TNF-a
Uber TLR4. Auf beide Prozesse scheint der Rezeptor Cluster of Differentiation 36
(CD36), der an die Thrombospondin type 1 repeats von TSP-1 bindet, einen
modulierenden Effekt auszutiben (Li et al., 2013). Ebenfalls Gber CD36 kann TSP-1
die Apoptose von Endothelzellen induzieren (Lawler and Lawler, 2012).

Saban et al. zeigten, dass APC durch TSP-1 den Prozess der Allosensibilisierung von
T-Zellen abschwachen kénnen und damit gegen allogene Transplantate gerichtete
AbstolRungsreaktionen unterbinden kdnnen (Saban et al., 2010).

Ebenfalls immunmodulatorisch wirkt die wahrscheinlich Uber eine Bindung an der
KRFK-Sequenz des zweiten Thrombospondin repeats type 1 von TSP-1 vermittelte
Aktivierung von TGF-3.

TGF-3 induziert regulatorische T-Zellen sowie M2-Makrophagen und beeintrachtigt
neben der Reifung von DC auch die Aktivitat von natirlichen Killerzellen (Murphy-
Ullrich and Suto, 2018). TGF- 3 wirkt in die Zell HomgOostase unterschiedlicher
Immunzellen des angeborenen und spezifischen Immunsystems ein und moduliert
uber DC vermittelte Immunreaktionen (Esebanmen and Langridge, 2017, Worthington
et al, 2012). Daneben ist TGF-B eine zentrale Stellschraube der
Bindegewebsdifferenzierung. So induziert TGF-3 die Kollagenbildung und die
Expression von Connective tissue growth factor (CTGF) (Cheong et al., 2019).
Daneben induziert TGF-R aber auch den enzymatischen Abbau der ECM und
vermittelt die Epithelial-mesenchymale Transition (Fang et al., 2016, Najafi et al.,
2019). Ferner fordert TGF-I3 die Expression von a- / B-Integrin Untereinheiten und
moduliert damit das Zelladhasionsverhalten (Yang et al., 2013). Diese Eigenschaften
legen nahe, aus der Interaktion von TSP-1 mit TGF- 3 eine Relevanz von TSP-1 fur
die Biomaterialintegration abzuleiten.

Die Funktion, die TSP-1 im Rahmen der Biomaterialintegration von PPE-Implantaten
einnimmt, wurde bisher noch nicht untersucht und wird als zentrale Fragestellung
dieser Arbeit beleuchtet.

4.7 Modell der transparenten Rickenhautkammer und Hen’s egg test
on chorioallantoic membrane

Der Ansatz, Uber transparente Fensterung lebendes Gewebe im Versuchstier
mikroskopisch zu untersuchen, wurde erstmals von Sandison et al. in den 1920er
Jahren an den Ohren von Kaninchen angewandt (Menger et al., 2002, Sandison,
1928). 1943 dann stellten Algire et al. auf diese Weise als erste Arbeitsgruppe die
Gefallnetze der dorsalen Hautfalte von Mausen dar (Algire, 1943), um Angiogenese
im Kontext der Wundheilung sowie Tumorwachstum zu untersuchen (Nowak-Sliwinska
et al., 2018).

Papenfuss et al. stellten das Ruckenhautkammermodell 1979 an der Ratte vor,
Endrich et al. 1980 dann am Goldhamster (Endrich et al., 1980, Papenfuss et al.,
1979).
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Das Riuckenhautkammermodell gestattet die repetitive intravital-mikroskopische
Untersuchung im Rahmen verschiedenster Fragestellungen. So etwa zur
Pathophysiologie von Tumoren, zum Migrationsverhalten unterschiedlicher Zelltypen,
zur Wundheilung, zur Hamostase aber insbesondere auch zur Biokompatibilitéat von
Fremdmaterialien (Schreiter et al., 2017). Die Methode ermdéglicht vergleichsweise
lange Beobachtungszeitrdume von bis zu drei Wochen in Verbindung mit der
Maoglichkeit der quantitativen Analyse von Angiogenese, Entziindungsprozessen, der
Mikrozirkulation und anderen vaskuldren Prozessen. Dies erklart den besonderen
Stellenwert dieses Tiermodells fur die Grundlagenforschung im Bereich
Tumorangiogenese und Tissue Engineering (Laschke and Menger, 2016a).
Insbesondere zur Biomaterialintegration von PPE-Implantaten wurden wegweisende
Daten in der DSC erhoben (Ehrmantraut et al., 2012, Hessenauer et al., 2018, Hussain
et al., 2021, Laschke et al., 2014, Reichel et al., 2015, Spater et al., 2020, Strieth et
al., 2010).

Nach Anbringung der Kammer empfiehlt es sich, dem Versuchstier eine bis zu 72h
Erholungsphase zu gewahren, um die durch Narkose und das chirurgische Trauma
bedingten Effekte zu minimieren (Lehr et al., 1993). In diesem Zeitraum sollte - neben
den ohnehin unerlasslichen Kontrollen des tierischen Wohlbefindens - eine Evaluation
des Beobachtungsfeldes auf Anzeichen von Blutungen, Entzindungen oder anderen
potenziellen Storfaktoren erfolgen (Lehr et al., 1993, Sckell and Leunig, 2009).

In der DSC zeigen sich bei der Einbringung von PLGA-Geriisten nach drei Tagen an
den Implantatrdndern erste Veranderungen der vaskularen Parameter wie die
Dilatation von Kapillaren oder die Bildung neuer Gefal3stimpfe aus vorbestehenden
Blutgefallen. 14 Tage nach Implantateinbringung werden im Implantatkorper
miteinander verbundene perfundierte mikrovaskulare Netzwerke beschrieben (Rucker
et al., 2006). Fur PPE-Implantate zeigt sich eine ahnliche Dynamik der vaskularen
Integration, wonach mikrovaskulare Netzwerke im Zentrum des Implantatkorpers, die
rudimentar sicher bereits 10 Tage nach Implantation in die DSC nachweisbar sind, ab
dem 14. Tag flachendeckend miteinander verbunden und perfundiert sind
(Ehrmantraut et al., 2010, Hessenauer et al., 2018, Strieth et al., 2010).

Der CAM Assay wurde bereits 1911 von Rous und Murphy et al. verwendet, um das
Wachstumsverhalten von xenotransplantierten Tumoren zu untersuchen. Die weite
Verbreitung der Methode in Verbindung mit der leichten Verfugbarkeit und der
vergleichsweise einfachen Handhabung flihrten dazu, dass die Methode in zahlreichen
Variationen Verwendung findet. Grob lassen diese sich in in ovo und ex ovo-Varianten
unterteilen (Nowak-Sliwinska et al., 2018).

Die Chorioallantoismembran (CAM) ist eine bei Végeln vorkommende
extraembryonale Membran, die durch die Fusion des somatischen Mesoderms des
Chorion mit dem splanchnischen Mesoderm der Allantois zwischen Embryonaltag 3
und 10 entsteht (Nowak-Sliwinska et al., 2014). Ihre wesentlichen Aufgaben bestehen
im Gas-Austausch, in der Regulation des S&ure-Basen-Haushalts, in der Resorption
von lonen und Wasser aus der Allantoisflissigkeit und im Calcium-Transport zur
Knochenbildung im Embryo (Gabrielli and Accili, 2010, Marshall et al., 2020). Die CAM
weist ein sehr dichtes Kapillarnetz auf und eignet sich dementsprechend zur
Quantifizierung angiogenesefordernder und angiogenesehemmender Effekte (Mangir
et al., 2019). Insbesondere zur Untersuchung von Fragestellungen aus den Gebieten
Toxikologie, Wundheilung, Knochenbildung und Tumorbiologie wird das CAM Assay
eingesetzt (Eckrich et al., 2020, Baiguera et al., 2012, Gabrielli and Accili, 2010, Miller
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et al., 2004, Ribatti, 2017). Ahnlich der transparenten Riickenhautkammer ist die
Methode der repetitiven intravital-mikroskopischen Beobachtung und intravenésen
Applikation von Fluorophoren wie FITC-Dextran zugénglich (Iruela-Arispe et al., 1999).
Gleichwohl esind aufgrund des fragilen vaskularen Netzwerkes Versuchsprotokolle,
die wiederholte intravasale Applikationen beinhalten, im CAM Assay schwer
umsetzbar (Schneider-Stock and Ribatti, 2021).

Ein groR3er praktischer Vorteil der Verwendung des CAM Assay ist die kostengiinstige
Verfuigbarkeitder Methode im Vergleich zu anderen in vivo-Modellen (Baiguera et al.,
2012, Eckrich et al., 2020). Einer von Buhr et al. vorgelegten Kostenanalyse ist zu
entnehmen, dass die auf einen Beobachtungszeitraum von 14 Tagen normierten
Gesamtkosten, die im CAM Assay im Kontext der Xenotransplantation von
Tumorzellen entstehen um den Faktor 17 niedriger ausfallen als in
xenotransplantierten Nagetieren (Buhr et al., 2020). Fur Xenotransplantate wurde von
Eckrich et al. ebenfalls ein deutlich niedrigerer Kostenfaktor im Vergleich zu
immundefizienten SCID Mausen beschrieben (Eckrich et al., 2020). Aufgrund des
fehlenden Schmerzempfindens vor Embryonaltag 15 ist das CAM Assay keinen
tierschutzrechtlichen Beschrankungen ausgesetzt (Ribatti, 2017).

Vor dem Hintergrund der oft geringen Ubertragbarkeit der Ergebnisse von in vitro
getesteten Biomaterialien auf deren Abschneiden im Tierexperiment, sehen Kohli et
al. Potenzial in der Nutzung des CAM Assay als aussagekraftige préklinische in vivo-
Screening-Methode (Kohli et al., 2020). Auch fir die Analyse von Biomaterialien ist ein
grol3es Potential dieser Methode insbesondere zur Evaluation angiogener Prozesse
vorbeschrieben (Heimes et al., 2020, Merckx et al., 2020, Moreno-Jimenez et al.,
2016). Zwadlo-Klarwasser et al. zeigten, dass mittels der CAM das angiogene und
inflammatorische Potenzial von Polyurethan und anderen Polymeren beurteilt werden
kann (Zwadlo-Klarwasser et al., 2001). Gleichwohl stellt sich die Frage, inwieweit
angesichts der biologischen Unterschiede zwischen Huhn und Mensch
Schlussfolgerungen aus Beobachtungen in der CAM auf den menschlichen
Organismus gezogen werden konnen (Baiguera et al.,, 2012). Die Unterschiede
zwischen Saugetieren und Vogeln hinsichtlich physiologischer und metabolischer
Prozesse bedingen ferner, dass bei der Verwendung beispielsweise von Antikorpern
oder Zytokinen speziesspezifische Besonderheiten bedacht werden muissen
(Kundekova et al., 2021). Neben den speziesbezogenen Unterschieden muss
bertucksichtigt werden, dass die Stoffwechselvorgange und Angiogenese in der CAM
im Kontext der Embryonalentwicklung und damit in einem stark anabolen und
proangiogenen Milieu ablaufen (Gabrielli and Accili, 2010).

Zudem ist das Immunsystem im CAM Assay nicht ausgereift. So sind beispielsweise
T-Zellen erst ab dem 11. Entwicklungstag nachweisbar und das Auftreten zellular
vermittelter Immunmechanismen ist frihestens ab dem 13. Entwicklungstag
beschrieben (Ribatti, 2017). Diese Methodik-immanente Immundefizienz, die aber
gleichzeitig das Einbringen von Xenotransplantaten ermdglicht, muss bei der
Interpretation von Beobachtungen im CAM Assay bertcksichtigt werden (Li et al.,
2015, Auerbach et al., 2003).

Die Einbringung pro-angiogener Mediatoren in polymerisierten Tragermaterialien oder
kleinen Filtern auf das CAM Assay ruft mit einer Latenz von 72 bis 96h eine Erhéhung
der Gefadichte und eine speichenartig zum Stimulus hin ausgerichtete
GefalRarchitektur hervor. Dagegen ist bei der Einbringung angiogenesehemmender
Mediatoren eine Abnahme der GefalRdichte zu beobachten bis hin zu einer
vollstandigen Ruckbildung der an die Tragergeriste angrenzenden Gefalie (Ribatti,
2017).
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DSC und CAM Assay sind wie oben ausgefihrt jahrzehntelang etablierte und dadurch
eingehend erforschte Modelle, sodass bei der Versuchsplanung und -durchfiihrung
sowie bei der Ergebnisanalyse auf eine umfangreiche wissenschaftliche Literatur
zuruckgegriffen werden kann (Laschke and Menger, 2016a, Lehr et al., 1993, Sckell
and Leunig, 2009, Auerbach et al., 2003, Gabrielli and Accili, 2010, Moreno-Jimenez
et al., 2016, Ribatti, 2017).
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5 Material und Methoden

Die im Folgenden vorgestellten Tierexperimente wurden im Forschungslabor der Hals-
, Nasen-, Ohrenklinik und Poliklinik der Universitatsmedizin der Johannes Gutenberg-
Universitdt Mainz in  Mainz unter Genehmigung des zustandigen
Landesuntersuchungsamtes (G 15-1-066 et Addenda) durchgefihrt. Das
tierexperimentelle Protokoll wurde auf Basis des 3R-Prinzips (Tannenbaum and
Bennett, 2015) erstellt und vor Beginn der Experimente durch eine unabhéngige
Kommission beurteilt. Der Umgang mit den Labortieren orientierte sich strikt an den
.Principles of Laboratory Animals“ der National Society for the Medical Research
(USA) (Council, 2010).

Samtliche Tierexperimente wurden unter Supervision durch den Versuchsleiter oder
stellvertretenden Versuchsleiter durchgeftihrt und taglich protokolliert (siehe Tabelle 3,
Seite 99). Alle Ubrigen Untersuchungen wurden gemald des Prinzips der Good
Laboratory Practice durchgefiihrt (Macleod et al., 2009).

Als Versuchstiere wurden méannliche TSP-17 (Thbs!™wn/J) K.O.-M&ause der Rasse
C57/BI6J sowie in der Kontrollgruppe genetisch unveranderte méannliche Mause der
Rasse C57/BI6J (Janvier Labs CERJ, 53940 Le Genest Saint Isle, Frankreich) ab
einem Alter von 6 Wochen und einem Kdrpergewicht von 25g eingesetzt. Die Tiere
wurden in den Raumlichkeiten des Translational Animal Research Center (TARC) der
Universitadtsmedizin Mainz, Mainz gepflegt und fur die Experimentation und in vivo
Analyse in das HNO-Labor Uberfuhrt. AuRerhalb der Experimente wurden den Tieren
ein Zugang zu Wasser und Mause spezifischem Futter (Sniff; Spezialdiaten GmbH,
Soest, Deutschland) ad libidum gewahrt. Dartber hinaus wurde ein konstanter Tag-
Nacht-Rhythmus sowie eine konstante Raumtemperatur von 21°C gewabhrleistet. Vor
Experimentation wurden die Tiere in Gruppen von 5 Tieren pro Kafig gehalten. Nach
Experimentation wurden die Tiere unter Beibehaltung der oben genannten
Haltungsbedingungen in Einzelkafige Gberfuhrt. Die Pflege der Tiere beinhaltete die
tagliche Kontrolle der Vitalitdt und die Bewertung des Allgemeinzustandes. Eine
adaquate Analgesie wurde Uber das Einbringen von 0,1 mg/ml Tramadol in das
autoklavierte Trinkwasser sichergestellt.

Am Versuchsende wurden die Tiere mit einer Uberdosis intraperitoneal applizierter
Narkosemittel von >200mg/kg Ketamin (KETANEST®, Pfizer Pharma PFE GmbH,
Berlin, Deutschland) und >20mg/kg Xylazin (Rompun®, Bayer AG, Leverkusen,
Deutschland) anasthesiert und zervikal disloziert.
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5.1 Versuchsprotokolle

5.1.1 Versuchsprotokoll zu Versuch 1: Modell der transparenten
Ruckenhautkammer

In der DSC wurde die Biomaterialintegration von PPE-Implantaten in zwei Gruppen
untersucht. Die Versuchsgruppe umfasste mannliche TSP-1" (Thbs!™m1n/J) Knockout
Méause (n=8) der Rasse C57/Bl6J, wahrend sich die Kontrollgruppe aus mannlichen
Wildtyp C57/BI6J Mausen (n=8) rekrutierte.

Nach Kammerimplantation wurde eine Ubersichtsaufnahme angefertigt und
anschlieBend schloss sich eine Erholungsphase von 48h an.

Nach Abschluss der Erholungsphase erfolgte die Einbringung des PPE-Implantates in
das Beobachtungsfeld, ab diesem Zeitpunkt beginnt der Versuch mit Versuchstag 1.
Nach Implantation wurden taglich mikroskopische Ubersichtsaufnahmen der
Ruckenhautkammer angefertigt.

An den Versuchstagen 3, 7 und 10 erfolgte die Applikation von Rhodamin 6G
(Rhodamin 6 G Dye content ~95 %, Sigma (Merck KGaA), Deisenhofen, Germany) und
Fluoreszein Isothiocyanate-Dextran (FITC-Dextransulfat Natriumsalz average mol. wt.
500,000, Sigma (Merck KGaA), Deisenhofen, Deutschland) und es wurden
30sekindige Videoaufnahmen der direkt an das Implantat angrenzenden ROI 1 bis 6
und der mindestens 200um vom Implantat entfernten, peripheren ROl 7 bis 12
aufgezeichnet.

An Versuchstag 10, 12 und 14 wurden zusatzliche Ubersichtsaufnahmen der
Implantate angefertigt. An Versuchstag 14 erfolgte die explorative Applikation mittels
Carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFDA-SE) (Vybrant™ CFDA SE Cell
Tracer Kit, Thermofisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA) - gefarbter
isogener Spenderthrombozyten und es wurden 30sekindige Videoaufnahmen der
direkt an das Implantat angrenzenden ROI 1 bis 6 aufgezeichnet.

Nach Opferung unter terminaler intraperitonealer Narkose erfolgte die Messung der
dynamischen Desintegrationskraft und die histologische Fixierung der Implantate.
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1 Messung der Leukozyten-Endothel- T
Kammer- : Interaktion :
préparation |,
1
1
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Abbildung 7: Graphische Darstellung des Versuchsprotokolles von Versuch 1.
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5.1.2 Versuchsprotokoll zu Versuch 2: Hen’s egg test on chorioallantoic
membrane

Im CAM Assay wurde der Einfluss einer Oberflachenmodifizierung mit TSP-1 auf die
Biomaterialintegration von PPE-Implantaten untersucht.

Es wurden vier Versuchsgruppen gebildet, die als Oberflachenmodifizierung entweder
TSP-1 oder VEGF-A oder NaCl appliziert bekamen oder unbehandelt blieben. Die
Zuordnung der PPE-Implantate und Eier zu einer Versuchsgruppe erfolgte
randomisiert.

Die Implantate wurden 24h nach Exposition der CAM aufgebracht und im direkten
Anschluss daran erfolgte die Oberflachenmodifizierung. In der Kontrollgruppe blieb
das eingelegte PPE-Implantat unbehandelt. In der NaCl-Gruppe wurden 5ul NaCl
appliziert. In der VEGF-A-Gruppe wurden 5pul einer VEGF-A-NaCl-Loésung der
Konzentration 10ug pro ml appliziert, was einer Zieldosis von 50ng VEGF-A entspricht.
In der TSP-1-Gruppe wurden 5pl einer TSP-1-NaCl-Losung der Konzentration 117,5ug
pro ml appliziert, was einer Zieldosis von 558,75ng TSP-1 entspricht.

An den Beobachtungstagen 7 und 10 wurden Ubersichtsaufnahmen der PPE-
Implantate und des Implantatlagers erstellt. Im Implantatlager wurden an jeder
Randkante des Implantates jeweils ein quadratisches 1mm?-messendes
Beobachtungsfeld als ROI definiert.

Nach Opferung der Embryonen erfolgte die histologische Fixierung der Implantate
einschliel3lich eines Abschnitts der umliegenden CAM.

Histologische Fixierung

Expostion der CAM
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Abbildung 8: Graphische Darstellung des Versuchsprotokolles von Versuch 2.
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5.2 Zuschneiden der Implantate aus porésem Polyethylen

Das PPE (MEDPOR®, Stryker Corporation, Kalamazoo, Michigan, Vereinigte Staaten
von Amerika) wurde unter sterilen Bedingungen unter der Sicherheitswerkbank (Hera-
Safe, Heraeus, Hanau, Deutschland) mit einem Federskalpell in 3,0 x 3,0 x 0,25mm
grol3e Teilstlicke zugeschnitten. Die Teilstliicke wurden anschliel3end in autoklavierte
1,5ml MikroreaktionsgefaRe (Eppendorf Safe-Lock Tubes 1,5 mL, Eppendorf SE,
Hamburg, Deutschland) Gberfuhrt und anschlielRend bei 121°C und 2,05 Bar fur 20 min
dampfsterilisiert (Tutthauer systec 5050 ELVC, Tuttnauer Europe b.v., Breda,
Niederlande), um Keimfreiheit zu garantieren. Bereits vor Beginn wurde die strukturelle
Integritat und Unversehrtheit des PPE nach Dampfsterilisation auflichtmikroskopisch
Uberpruft und Veranderungen der Implantatstruktur ausgeschlossen.

5.3 Versuch 1: Modell der transparenten Rlickenhautkammer

5.3.1 Praparation der transparenten Rickenhautkammer

Der Kammerrahmen der DSC setzt sich zusammen aus zwei spiegelbildlich-
kongruenten Titanplatten mit jeweils einer zentralen runden Fensterung mit einem
Durchmesser von 11,8mm sowie 3 Bohrungen fur Schrauben und 12 kleineren
Bohrungen zur Fixierung der Kammer an der Rickenhaut durch Hautnahte (siehe
Abbildung 9). In die Fensterung wird ein rundes Deckglas mit einem Querdurchmesser
von 11.8mm sowie einer Dicke von 0,1mm eingelegt. Fixiert wird das Glas mittels eines
Sprengringes, welcher von auf3en in die Fensteroéffnung geklemmt wird. Um die Platten
stabil gegensatzlich zu fixieren werden insgesamt drei Schrauben (d = 1,8mm) durch
die oben genannten Bohrlocher gefiihrt. Dabei gewéhrleisten Distanzmuttern eine
Fixierung der Titanplatten ohne Kompression des dazwischenliegenden Gewebes.

Abbildung 9: Aufbau des
Titanrahmens der transparenten
ég Riickenhautkammer.

a: Sprengring, b: Deckglas, c:
Titanrahmen, d: Mutter und
Distanzscheibe

Die Abbildung ist der Publikation
»Surface Modification of Porous
Polyethylene Implants with an
Albumin-Based Nanocarrier-
Release System.”
(Eckrich et al., 2021b) entnommen.
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Die im Folgenden beschriebene Préaparation der DSC steht auf der Grundlage der von
Laschke et al. beschriebenen Vorgehensweise mit den von Eckrich et al.
vorgenommenen Modifizierungen (Eckrich et al., 2021a, Eckrich et al., 2021b, Laschke
et al., 2011).

Vor Kammerimplantation wurden die Tiere mittels intraperitonealer Narkose mit
100mg/kg Ketamin (KETANEST®, Pfizer Pharma PFE GmbH, Berlin, Deutschland)
und 10mg/kg Xylazin (Rompun®, Bayer AG, Leverkusen, Deutschland) anésthesiert.
Nach Applikation des Anasthetikums wurden die Tiere auf einen beheizbaren Kleintier-
OP-Tisch (MEDAX, GmbH & Co.KG, 24537 Neumdunster, Deutschland) tberfihrt. Bei
Ausfall von Stellreflex, Lidreflex und Zwischenzehenreflex wurde eine ausreichende
Narkostiefe als gewahrleistet angesehen und nach Aufbringen eines Augenschutzes
(Cornegel®, BAUSCH & LOMB GmbH, Heidelberg, Deutschland) mit der Depilation
der Riuckenhaut begonnen.

Die Narkosetiefe wurde vor allen potenziell schmerzhaften Teilschritten der Operation
reevaluiert und durch erneute Applikation von Anasthetika bis zum Ausfall der oben
genannten Reflexe vertieft.

Nach grober Haarentfernung mittels Haartrimmer (REMINGTION® CONTOUR,
Spectrum Brands, Middleton, Wisconsin, USA) wurde das Fell im Bereich der
Ruckenhaut mittels Enthaarungscreme (Veet® Enthaarungschreme, Reckitt Benckiser
Group plc, Berkshire, UK) depiliert. Danach wurde die Rickenhaut zunéchst mit einer
feuchten Kompresse von Haarrickstanden befreit und mit 70% Ethanolldsung
desinfiziert. In Transillumination erfolgte die ldentifikation mdglichst groR3volumiger
Anteile des Gefal3plexus innerhalb des subcutanen musculoaponeurotischen Systems
(Panniculus carnosus). Nach Anpassung des Kammerfensters an einen geeigneten
GefalRstamm wurde die Ruckenhaut im kranialen und kaudalen Anteil mit zwei
Haltefaden (Ethibond Excel 4-0, Ethicon GmbH, Norderstedt, Deutschland)
angeschlungen und an einer zweiarmigen Halterung oberhalb des Ruckens unter
moderatem Zug fixiert. Im Anschluss wurde auf die rechte Flanke der Maus, auf der
dem Operateur abgewandten Seite, die Titanplatte, die die Rickseite der Kammer
bilden soll, mit durchgreifenden U-Né&hten fixiert.
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Abbildung 10: Darstellung der Préparation der transparenten Riickenhautkammer.

Die Grafik ist der 2021 von Eckrich et al. veroffentlichten Publikation ,In vivo analysis of
noise dependent activation of white blood cells and microvascular dysfunction in mice.*
entnommen. Dargestellt sind die wesentlichen Arbeitsschritte der Praparation der
transparenten Rickenhautkammer: A) Markierung des Depilationsfeldes B) Aufsuchen
eines geeigneten Gefaliplexus mittels Translumination C) Anbringung des hinteren
Titanrahmens D) Fixierung der Ruckenhautfalte am hinteren Titanrahmen mittels
chirurgischem Faden E) Anlage zweier Stichkanéle zur spateren Fixierung beider
Titanrahmen mit Schrauben F) Resektion der Haut und des muskulokutanenen Gewebes

mittels mikrochirurgischer Instrumente unter Mikroskopsicht (Eckrich et al., 2021c).

Nach Fadenarmierung der Kammer wurden durch Punktion der Haut oberhalb der
Bohrungen mit einer Strauf3-Kanule des Durchmessers von 1,8mm (DISPOMED WITT
oHG., Gelnhausen, Deutschland) Stichkandle fir die Einlage der unteren
Fixierschrauben angelegt. Die Fixierschrauben wurden durch die Bohrungen der
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Kammer und durch den Stichkanal gefiihrt. Mittels Transillumination wurde im
Anschluss die exakte Position der Haut oberhalb des Sichtfensters ermittelt und mit
einem hautvertraglichen Filzstift (Securline Skin Marker, Aspen Surgical Products,
Caledonia, Michigan, USA) angezeichnet. Nach Positionierung der Maus auf der
rechten Flanke erfolgte nun die mikrochirurgische Préaparation des Kammerfensters
unter dem Operationsmikroskop (ZEISS OPMI 1FC, Carl Zeiss Meditec VG,
Oberkochen, Deutschland).

Nach Resektion der Haut sowie des darunter gelegenen Bindegewebes und der
Anteile des Rickenmuskels auf der dem Operateur zugewandten Seite, ist eine direkte
Sicht auf den Panniculus carnosus der Gegenseite einschliel3lich der dort
eingebetteten GefalRe maoglich. Um ein Austrockenen des Gewebes und eine
Thrombosierung des Gefal3plexus zu verhindern, wurde das Operationsgebiet
wahrend der Praparation mit 0,9% NaCl-Losung (B. Braun Deutschland GmbH & Co.
KG, Melsungen, Deutschland) benetzt.

Nach Abschluss der Praparation wurde der zweite Titanrahmen Uber die
Fixierschauben in Richtung der Rickenhaut gefuihrt und nach Adaption des Gewebes
am Kammerfenster mit Fixiermuttern verschlossen. Zur Vermeidung von
Drucklasionen wurden die Unterkanten der Titanrahmen oberhalb der Flanke des Tiers
mit einer Polsterung aus hautvertraglichem Klebeband (Leukosilk, BSN medical
GmbH, Hamburg, Deutschland) umgeben.

Abbildung 11: Multi Image Array des
Beobachtungsfeldes der
Ruckenhautkammer im

grunfluoreszenten Kanal unmittelbar

nach Kammerpraparation.

5.3.2 Einbringung der Implantate aus porésem Polyethylen in die
transparente Rickenhautkammer

48h nach erfolgter Kammerpréaparation wurden die PPE-Implantate mittig in den
Beobachtungsbereich eingebracht. Hierzu wurden die Mause in einer modifizierten
Plexiglasrohre immobilisiert und der Sprengring zum Verschluss des Kammerfensters
wurde mittels einer Praparierklemme entfernt. Nach Anfeuchten des Gewebes im
Bereich des Kammerfensters mit 0,9% NaCl-Lésung wurde nach Auflage eines neuen
Deckglases die Kammer mit dem zuvor entfernten Sprengring verschlossen. In
lichtmikroskopischer Kontrolle (ZEISS OPMI 1FC, Carl Zeiss Meditec VG,
Oberkochen, Deutschland) wurde anschliel3end die korrekte Lage des Implantates
sowie das Fehlen von Lufteinschliissen im Kammerfenster verifiziert (siehe Abbildung
12, Seite 38).
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Abbildung 12: Lichtmikroskopische
Ubersichtsaufnahme des
Beobachtungsfeldes der

transparenten Rickenhautkammer

nach Implantateinbringung.

5.3.3 Intravitalmikroskopie in der transparenten Rickenhautkammer:

Nach Einbringen der PPE-Implantate wurden an jedem Versuchstag
fluoreszenzmikroskopische Ubersichtsaufnahmen angefertigt. Um die
Fluoreszenzmikroskopie durchfihren zu kénnen, wurden die Versuchstiere in einer
Plexiglasrohre immobilisiert (siehe Abbildung 13, Seite 39). Eine unilaterale 1cm breite
Bohrung am Eingang zur Roéhre ermdglichte die adaquate Zufuhr von Frischluft
wahrend der Experimentation. Ein individuell angefertigter Plexiglas Deckel mit
konischer Auslassung zum Heranfuhren des Objektivs ermdglichte die Fixierung der
Kammer und des Versuchstieres auf der Arbeitsplatte. Die Platte wurde anschliel3end
auf dem XY-Prazisionstisch (MT-mot Messtisch, mt-Marzhauser Tango Steuereinheit
und ERGODRIVE Bedienelement, Marzhauser Wetzlar GmbH & Co. KG, Wetzlar,
Deutschland) fixiert und der Observationsbereich durch Adjustierung des x-y-
Prazisionstisches in den Bereich des Kammerfensters gelegt. Zunachst wurde in
40facher VergréRerung ein Multi Image Array (MIA) des gesamten Kammerfensters
durch die im Steuerprogramm Cell-Sens-Dimension (Olympus Europa SE&Co0.KG,
20097 Hamburg, Deutschland) implementierte ,automatische MIA®“- Funktion erstellt
(siehe Abbildung 15, Seite 41).
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Abbildung 13: Schematische Darstellung der Positionierung des Versuchstieres auf dem
XY-Prazisionstisch.

Mikroskop: Olympus BXFM-Intravitalmikroskop (Olympus Europa SE&Co.KG, 20097
Hamburg, Deutschland). XY-Messtisch: MT-mot Messtisch mt-Méarzhduser Tango
Steuereinheit und ERGODRIVE Bedienelement (Marzhauser Wetzlar GmbH & Co. KG,
Wetzlar, Deutschland). Lichtquelle: X-Cite exacte 200W Quecksilberdampf Lampe,
(Excelitas Technologies GmbH & Co. KG, Wiesbaden, Deutschland). Kamera: Olympus
XM-10. Steuersoftware: Cell-Sens-Dimension (Olympus Europa SE&Co0.KG, 20097
Hamburg, Deutschland).

Im Kammerfenster wurden nach erster Aufnahme 13 ROI nach den folgenden Kriterien
festgelegt: Eine unpaare ROI deckt die komplette Flache des Implantates ab und ist
als Polygon moglichst genau an die Form des Implantates angepasst und weist daher
aufgrund der Kantenlangen der zugeschnittenen Implantate von 3mm eine Grol3e von
9mm?2 auf.

Sechs quadratische zufallig um das Implantat platzierte ROI mit einer Kantenlange von
1mm, welche den Randbereich direkt um das Implantat abdecken (Gesamtflache
6mm2).

Sechs quadratische zufallig in der Kammer platzierte RIO ebenfalls mit einer
Kantenlange von 1mm und mit einem minimalen Abstand zum Implantat von 200um
(Gesamtflache 6mmg?) (siehe Abbildung 14, Seite 40).

Die Koordinaten der einzelnen ROI wurden im System hinterlegt und repetitive
Aufnahmen der ROI nach dem unten genannten Studienprotokoll erstellt. Bei
konstanter Belichtungszeit und Verstarkung wurden so an den Beobachtungstagen
Einzelaufnahmen und 30-sekiindige Videos der einzelnen ROI erstellt.

Die Rohdateien der Bilder wurden im VSI-Format mit Einbettung samtlicher Metadaten
auf dem Computer gespeichert.
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Die Videos wurden als unkomprimierte AVI-Dateien auf der Festplatte gespeichert.
Nach Markierung des Gefal3netzes innerhalb des ROI uber die ,Zahlen und Messen®-
Funktion von Cell Sens Dimension wurden zur Messung der Anzahl an Verzweigungen
und Gefal3stimpfen mittels der Grafikanalysesoftware Fiji, Duplikate der Bilder im JPG
Format auf der Festplatte hinterlegt.

Abbildung 14: Mutli image
array mit Projektion der
Regions of interest auf

Implantat und
Implantatlager.

Die Ubersichtsaufnahme
wurde an Versuchstag 3
angefertigt. Grin
umrandet ist die unpaare
Region of interest (ROI),
die das Implantat
abdeckt, hervorgehoben.
Im Implantatlager sind die
sechs inneren und sechs
auReren ROI rot markiert.
Der Messbalken in der
rechten unteren Bildecke
weist eine Lange von
2mm auf.
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Abbildung 15: Schematische Darstellung des Mikroskop-Arbeitsplatzes.

Das Versuchstier befindet sich nach der intravenésen Applikation des Fluorophors FITC-
Dextran in einer Plexiglasrohre auf dem XY-Prazisionstisch. Der Titanrahmen der
Ruckenhautkammer ist durch eine zusatzliche Arretierung aus Plexiglas fixiert. Unter
intravitalmikroskopischer Sicht werden die Randbereiche des Kammerfensters aufgesucht
und deren Position an die Steuersoftware Ubermittelt. Nun erfolgt die automatisierte
Erstellung eines Mutli image arrays (MIA) durch die Anfertigung einer Aufnahmenserie
beim Abfahren des vorgegebenen Bereiches. Auf dem Monitor ist das fertige MIA
abgebildet.

5.3.4 Intravendse Applikation der Fluorophore und Tracer

Durch intraventse Applikation von Rhodamin 6G wurden die intravasalen Leukozyten
markiert. Die von Spendertieren gewonnen Thrombozyten wurden vor der Transfusion
in vitro mit Carboxyfluoreszein-Diacetat-Succinimidylester [CFDA-SE] sichtbar
gemacht. Die perfundierten Gefal3plexus lieRen sich durch die Applikation von FITC-
Dextran abgrenzbar darstellen.

Nach Immobilisation wurde die Haut vor der Punktion mit Emla 25 mg/g + 25 mg/g (25
mg/g Lidocain+ 25 mg/g Pilocain Creme) (AstraZeneca Deutschland GmbH, 22880
Wedel, Deutschland) fir 5 Minuten anasthesiert. Anschlielend wurde nach
Hautdesinfektion mit 70% Ethanollosung und Anwarmen des Schwanzes mit einer
Infrarotlampe die Vena caudalis mediana mit einer 30G Kanule (BD Microlance™ 3,
Becton,Dickinson and Company LTD, Louth, Ireland) punktiert und der jeweilige
Fluorophor intravends appliziert.
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5.3.4.1Applikation von Fluorescein Isothiocyanat—dextran (FITC-Dextran)

Zur intravital-mikroskopischen Darstellung des Gefal3plexus und dessen Perfusion
wurde mit Fluorescein markiertes Dextran (Molekulargewicht 500kDa) als
Plasmamarker verwendet. Durch die GroRe des Dextranmolekils verbleibt der
Fluorophor intravasal und ermdglicht nach Verteilung im Gefaf3system die selektive
Darstellung des Gefal3plexus innerhalb des Kammerfensters. Es wurden jeweils ca.
0,1 ml einer 5%-FITC-Dextran Losung in NaCl 0,9% appliziert bei Verwendung des
FITC-spezifischen Mikroskopfilters (Exzitation [Ex]:470nm; Emission [Em]: 525nm)
(CHROMA 49002 - ET - EGFP (FITC/Cy2), Chroma® Technology Corp, Bellows Falls,
Vermont,USA) (siehe Abbildung 16).

Abbildung 16: Multi image array des
Beobachtungsfeldes der transparenten
Ruckenhautkammer nach intravendser
Applikation von FITC-Dextran.

Durch die GroRRe des Dextranmolekils
verbleibt der Fluorophor intravasal und
kann damit zur Darstellung der
vaskularen Netzwerke genutzt werden.
Die Aufnahme wurde an Versuchstag 3
angefertigt. In der Bildmitte befindet sich
das PPE-Implantat.

5.3.4.2 Applikation von Rhodamin 6G

Um eine selektive Darstellung der Leukozyten zu realisieren, wurden ca. 0,1ml einer
0,1% Rhodamin 6G-L6sung (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) in NaCl 0,9% in
die Vena caudalis mediana der immobilisierten Maus appliziert. Durch die
Anreicherung des Rhodamin 6G in der inneren und auf3eren Mitochondrienmembran
der im Blutstrom befindlichen Leukozyten kdnnen diese durch Verwendung eines
Rhodamin 6G spezifischen Filters (Ex: 545nm; Em: 605nm) (CHROMA 49004 - ET -
CY3/TRITC, Chroma® Technology Corp, Bellows Falls, Vermont, USA), in
Epifluoreszenz sichtbar gemacht werden (siehe Abbildung 17).

Abbildung 17: Untersuchung der
Leukozyten-Endothelinteraktion.

Abgebildet ist das Implantatlager
nach intraventser Applikation von
Rhodamin 6G. Zur Auswertung der
Leukozyten-Endothelinteraktion
wurde ein 500pum langer
GefalRabschnitt markiert und der
GefalRdurchmesser bestimmt.
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5.3.4.3Thrombozytenisolation aus isogenen Spendertieren und Farbung
mit 5[6] Carboxyfluorescein diacetate, succinimidyl ester (CFDA-
SE)

Die Isolation der Thrombozyten erfolgte nach vorheriger Entnahme des Vollblutes
eines isogenen Spendertieres in intraperitonealer Narkose mit 200mg/kg Ketamin
(KETANEST®, Pfizer Pharma PFE GmbH, Berlin, Deutschland) und 20mg/kg Xylazin
(Rompun®, Bayer AG, Leverkusen, Deutschland) durch Herzpunktion.

Nach Erreichen der adaquaten Narkosetiefe wurde das Tier in Ruckenlage auf einer
Heizplatte fixiert. AnschlielBend wurde die Haut Giber dem Sternum depiliert, desinfiziert
und der zweite Interkostalraum links senkrecht parasternal mit einer 23 Gauge Kantle
(BD Microlance™ 3, Becton, Dickinson and Company LTD, Louth, Irland) punktiert.
Anschliel3end wurde das Blut in eine 1,2ml Spritze mit Tri-Natriumcitrat-Losung (3,2%)
im Verhaltnis 100 pL Tri-Natriumcitrat-Losung auf 1 mL Vollblut vorsichtig aspiriert.
Das mit Tri-Natriumcitrat-Losung inkubierte Vollblut wurde anschlie3end vorsichtig
durchmischt und danach in ein FACS-R6hrchen tberfuhrt. Dann wurde das Blut mit
(Tyrodes-Puffer [pH 6,5]) im Verhéaltnis 1:1 aufgefillt und mit 100g fir 10min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit einer manuellen Mikroliter-Pasteurpipette
abgenommen, in ein separates Rohrchen tberfuhrt und in 3ml Tyrodes-Puffer (pH 6,5)
resuspendiert. CFDA-SE in wurde nun in einer 20uM Endkonzentration in die
Suspension gegeben und das Gemisch fur 20min im Dunkeln inkubiert. Nach
Inkubation folgte die erneute Zentrifugation bei 1200g fir 10min. Der Uberstand wurde
nachfolgend abgenommen, verworfen und das Zellpellet erneut in 3ml Tyrodes-Puffer
(pH 6,5) resuspendiert. Nach Resuspension wurde erneut zentrifugiert (1200g far
10min) und das Zellpellet anschlieend in 500ul Tyrodes-Puffer (pH 7,4)
resuspendiert.

Die angefarbten Thrombozyten wurden anschliel3end in die Vena caudalis mediana
des Versuchtieres transfundiert. Die angefarbten Thrombozyten konnten anschlieRend
in den definierten ROI durch Verwendung des FITC-spezifischen Mikroskopfilters
(CHROMA 49002 - ET - EGFP (FITC/Cy2), Chroma® Technology Corp, Bellows Falls,
Vermont,USA) in vivo visualisiert werden (siehe Abbildung 18).

Abbildung 18: Aggregation
CFDA-SE markierter
Thrombozyten 10min nach
Applikation.

Die Thrombozyten wurden einer
TSP-1-defizienten Maus
entnommen und in ein isogenes
Versuchstier appliziert.
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5.3.5 Bildanalyse

5.3.5.1GefalRparameter im Modell der transparenten Ruckenhautkammer

Die Bildanalyse erfolgte nach dem von Eckrich et al. 2021 beschriebenen Vorgehen in
zwei Schritten (Eckrich et al., 2021b). Die Messung der Gefal3langen innerhalb der
ROI wurde mit unkomprimierten VSI-Dateien durchgefiihrt. Unter Einbeziehung der
Metadaten wurden die einzelnen Gefafl3langen direkt in der Analysesoftware Cell-
Sens-Dimension bestimmt. Die Gefal3dichte ist definiert als Gesamtlange der
perfundierten Gefal3anteile innerhalb eines Beobachtungsfeldes (Kroth et al., 2008,
Langer et al., 2002, Rucker et al., 2006, Strieth et al., 2010). Nur GefalRe mit im Video
nachgewiesenem Erythrozytenflux wurden bei der Messung mit einbezogen. 10pum
Durchmesser wurden als Untergrenze fir die Berticksichtigung des Gefal3es gewahlt,
um auch bei kontinuierlicher Messung die Darstellbarkeit des Gefales zu
gewahrleisten. Fur die Messung wurden die perfundierten Gefal3e innerhalb jeder ROI
digital nachgezeichnet.

Die Ergebnisse der Messung wurden in dem Microsoft Excel proprietaren Dateiformat
XIs.“ exportiert. Die einzelnen Gefalllangen [um] wurden addiert und anschlief3end
durch die Flache der ROI [um?] geteilt.

Voraussetzung fur die adaquate computergestiitzte Analyse der fvd und der
Bestimmung der Anzahl an GefaRverzweigungen und der Gefal3aste ist die sichere
Abgrenzbarkeit der Gefal3e gegenuber dem umgebenden Gewebe. Um diese zu
gewahrleisten, wurden die Gefallverlaufe in den unkomprimierten VSI Dateien Uber
das Tool ,Polylinie” innerhalb der Funktion ,Zahlen und Messen“ der Analysesoftware
Cell-Sens-Dimension in roter Farbe nachgezeichnet, wodurch eine farbliche
Kontrastierung bei den anschlie3end im RGB-Format exportierten Bilddateien erreicht
wurde (siehe Abbildung 20, Seite 45). Die so bearbeiteten Bilddateien wurden als JPG-
Dateien gespeichert, um sie mittels der JAVA-basierten open source
Grafikanalysesoftware Fiji (Fiji Is Just ImageJ, public domain) auswerten zu kdénnen.
Hierbei wurde zunéchst der rote Farbkanal isoliert, um die Dateien im Anschluss in ein
bindres Farbformat zu Uberfihren. Die so entstandenen binaren Dateien wurden Uber
das Plugin ,Skeletonize“, welches die topologischen Beziehungen der
Gefal3formationen abbildet, weiterverarbeitet. Diese Programmfunktion reduziert den
Gefalplexus auf das ,Gefaliskelett”, wobei alle erfassten Gefal3e unabhéngig ihres
Durchmessers als einzelne Linie erfasst werden (siehe Abbildung 19, Seite 45). Uber
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die Funktion ,Analyze-Skeleton“ konnten nun die Anzahl der Verzweigungen und die
Anzahl der Gefal3stumpfe quantifiziert werden.

Abbildung 20: Nachzeichnung eines Abbildung 19: Anwendung des Plugins
GefalRplexus. "Skeletonize".

Die Analyse des Gefal3plexus erfolgte nach vorheriger intravendser Applikation von FITC-
Dextran. Die GefaRRverlaufe wurden verblindet nachgezeichnet und anschlielRend
computergestutzt Uber das Plugin ,Skeletonize“ der Grafikanalysesoftware Fiji in ein
bindres Gefaliskelett tberfiihrt. AbschlieBend erfolgte die automatisierte Auszahlung der
GefalRverzweigungen und Gefal3aste.

5.3.5.2 Leukozyten-Endothelinteraktion

Die Messung des Leukozytenflux erfolgte gemalf3 der von Eckrich et al. beschriebenen
Vorgehensweise (Eckrich et al., 2021c). 30-sekiindige Videosequenzen aus den ROI
im Implantatlager wurden als unkomprimierte AVI-Dateien exportiert, einfach
verblindet und mit dem VLC media player (VideoLAN, Paris, Frankreich) in einer
Frame-by-Frame Analyse insgesamt dreimal in Folge durch eine Zweitperson beurteilt.
Zunachst wurde innerhalb der ROI ein vollstandig einsehbarer GefaRabschnitt Gber
eine Lange von 100pum markiert und der Gefalidurchmesser nach Erstellen eines
Screenshots und Exports der JPG-Datei in das Grafikprogramm FIJI durch vorherige
Kalibrierung der Pixel-Langen-Ratio gemessen. AnschlieRend wurde die ca. 30-
sekiindige AVI-Datei in Normalgeschwindigkeit angeschaut und die Anzahl der
adharenten Leukozyten im ausgewdhlten Gefal3abschnitt gezahlt. In der nun
Folgenden Frame-by-Frame Analyse wurde die Anzahl der rollenden Leukozyten
ermittelt. Rollende Leukozyten zeigen auf Grund einer kurzzeitigen Adharenz an das
GefalRendothel ein deutlich abweichendes Fliel3verhalten im Vergleich zu den im
Blutstrom befindlichen Blutzellen. Konkret wurden die Leukozyten als ,rollend”
definiert, welche sich mit <£1/5 der Blutzellgeschwindigkeit an der GefaRwand entlang
fortbewegten. Im Folgenden Schritt wurde nun der Leukozytenflux im definierten
GefalRabschnitt quantifiziert. Hierzu wurden in Frame-by-Frame Analyse alle
Leukozyten, welche den definierten Gefal3abschnitt durchwandern abzuglich der o.g.
Jollenden® Leukozyten gezahlt. Samtliche Messungen wurden nach vorheriger
einfacher Verblindung ausgewertet.
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5.3.5.3 Thrombozyten-Endothelinteraktion

Nach Transfusion der mit CFDA-SE gefarbten Thrombozyten wurde in den
festgelegten ROl  Gefal3abschnitte  mit  nachwei3barer =~ Thrombozyten-
Endothelzellinteraktion aufgesucht. Als solche Areale wurden GefaRabschnitte
definiert, in welchen funf oder mehr Thrombozyten an der GefaRwand aggregierten.
Die Strecke der Aggregation sowie die Anzahl der Areale mit nachweil3barer
Aggregation wurden nach Export des Videos mit dem VLC media player (VideoLAN,
Paris, Frankreich) sowie dem JAVA-basierten open source Grafikanalysesoftware Fiji
quantifiziert.

Das dargelegte Verfahren erwies sich aufgrund der zum Versuchsende
eingeschréankten Darstellbarkeit der Thrombozyten im Kammerfenster als nicht
suffizient umsetzbar. Es wurde daher exemplarisch eine Analyse der Thrombozyten-
Endothelinteraktion 48h nach Implantation versucht. Aufgrund der durch den
Versuchsantrag limitierten Tierzahl war jedoch nur eine exemplarische
Versuchsdurchfihrung ohne quantitative Analyse umsetzbar.

5.3.5.4 Mechanische Verankerung der Implantate im Gewebe

Die dynamische Desintegrationskraft bezeichnet die zur Luxation des
Implantatkdrpers aus dem Implantatlager aufzubringende Kraft. Die dynamische
Desintegrationskraft wurde unmittelbar nach dem Tod des Versuchstieres ermittelt.
Nach dem Fixieren des Versuchtierkadavers und zusatzlicher Immobilisation der
Kammer durch eine mit Schrauben arretierte Plexiglasplatte, wurde die
Mikroskopieplatte fest auf einem manuell in der Héhe verstellbaren Hubtisch platziert.
Anschliel3end wurde das Kammerfenster durch Entfernung des Sprengringes eroffnet.
Im oberen Randbereich des Implantates wurde anschlieend ein Polyamidfaden
(Ethilon® 8-0, Ethicon Inc., Johnson & Johnson, New Brunswick, New Jersey, USA)
mit der Nadel durch eine der Implantatporen (vornehmlich in der linken oberen Ecke
des Implantates) gefuhrt und durch das Knipfen von funf antagonistischen
chirurgischen Knoten mit dem gegensatzlichen Fadenende zu einer Schlaufe
verbunden. Die Schlaufe wurde nun vorsichtig in eine, an einem Metallgalgen
senkrecht oberhalb des Kammerfensters arretierte 3N Prazisions-Federwaage
(PESOLA Prazisionswaagen AG, Schindellegi, Schweiz) eingehangt. Der Faden
wurde vorsichtig auf Spannung gebracht (<0,05N) und die Hochfrequenzkamera
(GoPro® HEROS Black, GoPro Inc., San Mateo, Kalifornien, USA) vor der Messskala
der Federwaage platziert. Nach regelrechter Ausrichtung samtlicher Komponenten
wurde Aufnahme mit 120fps bei 1080p gestartet. Ein akustisches Signal signalisierte
den Beginn der Messung. Nachfolgend wurde der Hubtisch manuell gleichmafig
abgesenkt. Uber die Videoaufnahme wurde sowohl die maximal ausgetibte Kraft vor
Luxation des Implantates Uber die Messskala der Federwage erfasst als auch die Zeit
bis zur Luxation festgehalten (siehe Abbildung 21, Seite 47). Die Videoanalyse erfolgte
nach der Uberspielung der Daten auf einen Computer mit der Software VLC media
player (VideoLAN, Paris, Frankreich).
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High FPS Camera

Abbildung 21: Ermittlung der Dynamischen Desintegrationskraft.

Nach cervikaler Dislokation erfolgt die Fixierung der Rickenhautkammer und des
Versuchtierkadavers auf einer Plexiglasplatte. Die Plexiglasplatte befindet sich auf einem
mechanischen Hubtisch. Das PPE-Implantat ist Uber einen chirurgischen Faden mit einer
Federwage verbunden. Uber die Senkung des Hubtisches wird Zugkraft auf das Implantat
bis zu dessen Luxation aufgebracht. Die Ermittlung der Uber die Zeit aufgebrachten
Zugkraft erfolgt Uber die Federwage, die wahrend des Messvorgangs durch die High FPS
Kamera aufgezeichnet wird.

5.3.6 Histologische Fixierung

Der zur Bestimmung der Desintegrationskraft eingebrachte Faden wurde aus dem
Implantat entfernt und die Implantate zun&chst nach Formalinfixierung in 4%
Formalinlésung in Paraffin (Roti® Plast, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland) umgebettet. Nach Umbettung der Proben in Paraffin (Roti® Plast, Carl
Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) wurden die fixierten Praparate mit dem
Mikrotom (Leica CM1900, Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nuf3loch, Deutschland)
in 5um messende Gewebeschnitte aufgetrennt und anschliel3end spezifisch gefarbt.

5.3.7 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die Entparrafinierung wurde wie folgt durchgefuhrt: Nachdem ein Praparat in Xylol-
|6sung absteigender Konzentration (100%, 90%, 80%, 70%) gestellt worden ist, wurde
es fur 5min in vollentsalztes Wasser tberfuihrt. Anschlie3end erfolgte die Farbung fur
5min in saurer Hamalaunlésung nach Mayer (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland). Danach schloss sich das Blauen fur 10min unter flieRendem
Leitungswasser an. Nach erneutem Uberfiihren der Probe fiir 2min in vollentsalztes
Wasser erfolgte der nachste Farbeschritt fir 3min in 0,5% Eosinlosung (Carl Roth
GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland). Nach erneutem Spilen unter
Leitungswasser wurde in Isopropanollésung aufsteigender Konzentration (2min in
80% lIsopropanol, 2min in 90% Isopropanol und 3 min in 100 % Isopropanol) sowie flr
zweimal 5min in 100% Xylol entwéssert. AbschlieRend folgte das Eindecken des
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Schnittpraparates mit Eukitt® Einschlussmittel (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA).

5.4 Versuch 2: Hen’s egg test on chorioallantoic membrane

Die im Folgenden beschriebene Praparation der in ovo-Variante des CAM Assay
entspricht dem von Buhr et al. und Eckrich et al. beschriebenen Vorgehen (Buhr et al.,
2020, Eckrich et al., 2020).

Befruchtete Eier des White-Leghorn-Huhns wurden nach Anlieferung durch den
Zichter (LSL Rhein-Main Gefligelvermehrungsbetriebe GmbH & Co.KG, Dieburg,
Deutschland) am ersten Tag nach Befruchtung sorgfaltig mit destilliertem Wasser von
Verschmutzungen gereinigt und anschlieBend in Seitenlage bei 37£1°C im Bebriter
(Brutmaschinen-Janeschitz GmbH, Hammelburg, Deutschland) fir 72h inkubiert.
Nach 72h ohne Intervention wurden jeweils 6ml Eiweil3 mittels einer 20G Kandule
(Sterican®, BRAUN, Kronberg im Taunus, Deutschland) durch die Eierschale
abpunktiert. AnschlieBend wurde die Eierschale oberhalb der Luftblase mit der
Praparierschere eroffnet und die CAM exponiert (siehe Abbildung 22). Nicht-
befruchtete Eier wurden aussortiert und wahrend des gesamten folgenden
Beobachtungszeitraums wurden taglich optische Kontrollen der Viabilitat des
Huhnerembryos vorgenommen. Um ein Austrocknen der CAM zu verhindern, wurde
die Offnung der Eierschale taglich mit zurechtgeschnittenem Parafiim® ,M“ (Bemis
Company, Neenah, Wisconsin, USA) Luftdicht verschlossen.

PPE-Implant — - CAM
.;'— = . =)
T oV . J ) a-‘_!-_?_e._-’
Allantois
Air
Amnion

Abbildung 22: Schematische Darstellung eines PPE-Implantates auf der
Chorioallantoismembran.

Das PPE-Implantat wurde zentral auf die exponierte Chorionallantoismembran (CAM)
aufgebracht. Veranschaulicht werden zudem die Lagebeziehung der CAM zu Embryo,
Dottersack, Allantois und Amnion.

24h nach 6ffnen des Eis erfolgte die Auflage der PPE-Implantate auf die CAM. Diese
wurden randomisiert einer der vier Versuchsgruppen zugeordnet und entsprechend
des oben genannten Versuchsprotokolls modifiziert.
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Am Tag der Implantation, der als Tag 1 gezahlt wurde, sowie an den Tagen 7 und 10
wurden Ubersichtsaufnahmen der Implantate erstellt. An den Beobachtungstagen 7
und 10 wurden zusatzlich das Implantatlager mikroskopisch dargestellt und
fotografiert.

Nach Versuchsabschluss an Beobachtungstag 10 wurde der Embryo in ovo
dekapitiert. Die CAM wurde mitsamt dem eingebetteten PPE-Implantat im Abstand von
2+1mm mit der spitzen Praparierschere chirurgisch ausgelost, nach Uberfiihrung in
0,9%-NaCl Lésung auf einem Papiertrager ausgebreitet und nach Einschluss in eine
PU-Kassette in 4% Formalinldsung fixiert.

5.4.1 Intravitalmikroskopie

Unmittelbar nach Aufbringung der PPE-Implantate auf die CAM, also an Versuchstag
1, wurden Aufnahmen der Implantatoberflache in 40facher VergréRerung mit einem
Intravitalmikroskop  (Olympus  BXFM-Intravitalmikroskop, = Olympus  Europa
SE&Co0.KG, 20097 Hamburg, Deutschland) angefertigt.

An den Versuchstagen 7 und 10 wurden die Versuchsobjekte auf einer Halterung
fixiert, die sich auf einem X-Y-Prazisionstisch befand. In 40facher VergroéRRerung
wurden Einzelaufnahmen des dem Implantat anliegenden Gewebes zu jeder Seite
sowie des Implantates angefertigt. Die Aufnahmen wurden mit Metadaten (VSl-files)
sowie ohne Metadaten (JPG-Files) gespeichert.

Es wurden 5 ROI definiert. Hierbei decken vier ROIs das Implantatlager ab, sind jeweils
quadratisch mit einer Einzelflache von 1mm? und liegen den Seitenrandern des
Implantates unmittelbar mittig an. Die funfte ROI deckt das Implantat vollstandig ab,
was aufgrund der FlachengroR3e die Anfertigung Uberlappender Einzelaufnahmen
erforderlich machte (siehe Abbildung 23, Seite 50).

5.4.2 Bildanalyse

5.4.2.1GefalRparameter im CAM Assay

Die Bildanalyse erfolgte analog dem Vorgehen hinsichtlich der GefaRnetzanalyse in
der DSC. Die Messung der GefalRlangen innerhalb der als ROI festgelegten
Bildabschnitte wurde mit unkomprimierten VSI-Dateien durchgefiihrt. Unter
Einbeziehung der Metadaten konnten Gefaldlangen direkt mittels der Analysesoftware
Cell-Sens-Dimension (Olympus Europa SE&Co0.KG, 20097 Hamburg, Deutschland)
bestimmt werden. Fir die Messung wurden die perfundierten Gefal3e innerhalb jedes
ROI digital nachgezeichnet.

Die Ergebnisse der Messung wurden in dem Microsoft Excel proprietaren Dateiformat
,XIs“ exportiert. Die einzelnen Gefaldlangen [um] wurden addiert und anschlielend
durch die ROI-Flache [um?] geteilt, um die fvd zu berechnen.

Die weitere Analyse der Gefal3parameter erfolgte homolog zum Protokoll der DSC
(siehe oben).

Dementsprechend wurden die Blutgefal3e in den unkomprimierten VSI Dateien Uber
das Tool ,Polylinie” innerhalb der Funktion ,Zahlen und Messen“ der Analysesoftware
Cell-Sens-Dimension in roter Farbe nachgezeichnet, wodurch eine deutliche
Kontrastierung erreicht wurde. Die so bearbeiteten Bilddateien wurden als JPG-
Dateien gespeichert, um sie mittels der JAVA-basierten open source
Grafikanalysesoftware Fiji auswerten zu konnen. Hierbei wurde zunachst der rote
Farbkanal isoliert, um die Dateien im Anschluss in ein Bild mit bindrem Farbspektrum
konvertieren zu kénnen. Die so entstandenen binaren Dateien wurden Uber das Plugin
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,Skeletonize®, welches die topologischen Beziehungen der Gefalformationen
abbildet, weiterverarbeitet. Uber die Funktion ,Anazalyze-Skeleton“ konnten nun die
Anzahl der Verzweigungen und die Anzahl der GefaRaste quantifiziert werden.

5.4.2.2 Qualitative Auswertung der Integrationsgrade der eingebrachten
Implantate aus porésem Poylethylen

Aufgrund der kontinuierlichen Bewegungen des Huhnerembryos und der damit bei der
Anfertigung von Serienaufnahmen auftretenden Entfernung des Implantates aus der
Fokusebene erwies sich in der Versuchsplanung die Erstellung eines MIA als nicht
sinnvoll. Uber das Plugin ,Stitching“ der Grafikanalysesoftware Fiji wurden daher die
an den Beobachtungstagen 1, 7 und 10 angefertigten Einzelaufnahmen der Implantate
verknupft. Auf diesem Weg konnte eine komplette Ubersichtsaufnahme des
Implantates erzeugt werden und dabei die adaquate Fokusebene eingehalten werden
(Abbildung 23).

) Abbildung 23: Konstruierte
Ubersichtsaufnahme eines PPE-Implantates
auf der Chorioallantoismembran.

Aus vier Einzelaufnahmen wurde Uber das
Plugin ,Stitching” der Grafikanalyse-Software
Fiji eine zusammengesetzte
Ubersichtsaufnahme eines der
Chorioallantoismembran aufliegenden PPE-
Implantates erstellt.

Die Analyse der Implantatintegration im CAM Assay erfolgte qualitativ und verblindet.
Hierfur wurden die an den Beobachtungstagen 7 und 10 angefertigten
Ubersichtaufnahmen der Implantate herangezogen.

In der Literatur werden das Auftreten radiarer, zum Stimulus ausgerichteter vaskularer
Netze sowie eine Zunahme der Durchmesser der angrenzenden Gefal3e und eine
Erhohung der Dichte der vaskuldren Netzwerke im CAM Assay als Hinweis auf eine
positive Beeinflussung der Anigogenese durch den Stimulus betrachtet (Ribatti, 2017).
Auf dieser Grundlage wurde ein flnfgliedriges Bewertungssystem entworfen, um die
Qualitat der Implantatintegration der PPE-Implantate zu beschreiben und diese
miteinander vergleichen zu kdnnen (siehe Abbildung 24, Seite 51).
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Integrationsgrad Kriterien

I weder in der direkten Umgebung des
Implantates noch in den Poren des
Implantates zeigt sich eine Veranderung
der Vaskularisation im Vergleich zur
umgebenden CAM

Il radiar zum Implantat ausgerichtete
Gefalie oder subjektiv erhohte
Gefalldichte oder subjektiv erhohte
GefaRdurchmesser in den Poren

1] zwel der drei
Vaskularisationseigenschaften sind
erfallt

\Y alle Vaskularisationseigenschaften sind

erflllt, es zeigt sich keine Uberlappung
des Implantatkérpers durch einzelne
GefalRe

Vv es zeigen sich Uberlappungen des
Implantatkdrpers durch einzelne Gefalie,
die Gefal3e sind radiar zum Implantat hin
ausgerichtet, die Dichte und der
Durchmesser der in den Poren der
Implantatkdrper einsehbaren vaskularen
Netze erscheint vergro3ert

Abbildung 24: CAM Assay: Systematik der qualitativen Analyse der Implantat-
Integration.

5.5 Biometrie und Statistik

Die fvd, die Anzahl der GefalRverzweigungen, die Anzahl der Gefal3aste sowie die
Parameter der Leukozyten-Endothelinteraktion sind unabhangige, stetige Merkmale
und damit quantitativ analysierbar.

Mittels des Kolmogorow-Smirnow-Tests wurden die einzelnen Datensatze auf
Normalverteilung Uberpruft (Berger and Zhou, 2014).

Zum Vergleich zwischen zwei normalverteilten Datensatzen wurde der
Zweistichproben-t-Test als parametrischer Test angewandt (Falk et al., 2014). Das
Signifikanzniveau wurde auf 0,05 festgelegt.

Bei nicht vorliegender Normalverteilung wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test ein
nicht-parametrischer Test eingesetzt, mit dem sich Uberprifen lasst, ob zwei
unabhangige Stichproben aus der gleichen Grundgesamtheit stammen (McKnight and
Najab, 2010). Auch hier wurde das Signifikanzniveau auf 0,05 festgelegt.

Die einfaktorielle Varianzanalyse (engl. one-way ANOVA) ermoglicht den Vergleich
von zwei oder mehr Datensatzen. Mit ihr l&sst sich zeigen, ob sich mindestens eine
der Versuchsgruppen statistisch signifikant von den anderen Versuchsgruppen
unterscheidet (Kim, 2017b). Bei Vorlage eines signifikanten Ergebnisses wurde eine
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post-hoc Analyse mittels des Tukey-HSD durchgefiihrt. Dieser Test ermdéglicht Gber
paarweise Vergleiche der Versuchsgruppen, die Identifikation der Versuchsgruppen,
die sich statistisch signifikant voneinander unterscheiden (Abdi and Williams, 2010).
Das Signifikanzniveau wurde fir die einfaktorielle Varianzenanalyse und den Tukey-
HSD auf 0,05 festgelegt.

Um die Integration der PPE-Implantate im CAM Assay auszuwerten, wurden den an
den Beobachtungstagen 7 und 10 erstellten Ubersichtsaufnahmen der Implantate
ordinalskalierte Kategorien zugewiesen. Die Analyse der Integrationsgrade erfolgte
dann mittels Kruskal-Wallis-Test (Ostertagova et al., 2014).

Die Auswertbarkeit der einzelnen Versuchsgruppen im CAM Assay wurde dichotom
vermerkt und mittels des exakten Tests nach Fisher analysiert (Kim, 2017a).
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6 Ergebnisse

6.1 Versuch 1: Modell der transparenten Rickenhautkammer:

Im Rickenhautkammermodell wurden die fvd, die Anzahl der Gefal3verzweigungen,
die Anzahl der Gefal3aste, die Leukozyten-Endothelinteraktion in Implantat und
Implantatlager und die aufzubringende dynamische Desintegrationskraft zur Luxation
des PPE-Implantates quantitativ analysiert. Ferner wurde die nach Applikation CFDA-
SE markierter Thrombozyten die Darstellbarkeit aggregierender Thrombozyten im
Implantatlager untersucht.

6.1.1 Gefal3parameter

6.1.1.1 Funktionelle Gefal3dichte im Implantat

Die fvd im Implantat wurde an den Beobachtungstagen 10, 12 und 14 evaluiert. In
beiden Versuchsgruppen zeigt sich ein Anstieg der fvd Uber die Beobachtungstage,
der im Folgenden beschrieben wird.

Die fvd-Datensatze zeigen sich mit Ausnahme der im Wildtyp an Beobachtungstag
14 erhobenen Werte im Komogorow-Smirnow-Test nicht normalverteilt.

In der TSP-1-defizienten Versuchsgruppe kénnen in 3 von 8 Mausen an Tag 10
Gefalle im Implantat nachgewiesen werden, wahrend dies in der Kontrollgruppe bei
7 von 8 Mausen gelingt. Der Median in der TSP-1-Versuchsgruppe ist
dementsprechend an Beobachtungstag 10 0,00mm- (0,00 — 1,46mm-?), der Median
in der Kontrollgruppe ist 0,15mm- (0,00 — 2,34mm-1).

An Tag 12 lassen sich in der TSP-1-defizienten Versuchsgruppe in 6 von 8 Tieren
und im Wildtyp in 7 von 8 Tieren Blutgefal3e im Implantat nachweisen. Der Median in
der K.O.-Gruppe betragt an Tag 12 0,06mm- (0,00 — 2,50mm-?), in der
Kontrollgruppe liegt der Median an Tag 12 bei 0,37mm-? (0,00 — 4,70mm).

An Beobachtungstag 14 schlief3lich sind in 7 von 8 TSP-1-defizienten Mausen
Blutgefal3e im Implantat nachweisbar, in der Kontrollgruppe ist das nun in allen
Tieren der Fall. Der mediane Wert der fvd in der Kontrollgruppe betragt 1,93mm-!
(0,22 — 4,89mmt). Der Median in der K.O.-Gruppe betragt an Tag 14 0,31mm- (0,00
- 3,82mmY).

Der beschriebene Anstieg in der fvd im Implantat von Beobachtungstag 10 auf 14
fallt in der Kontrollgruppe signifikant starker aus als in der TSP-1-defizienten
Versuchsgruppe. Der Mann-Whitney-U-Test ergibt einen P-Wert von 0,0379, die
fvd-Inkremente haben in der TSP-1-defizienten Kohorte einen medianen Wert von
0,31mm (0,00 — 2,36mm-) sowie von 1,24mm-* (0,22 — 2,68mm) in der
Kontrollgruppe. Vergleicht man die fvd-Werte zwischen beiden Versuchsgruppen fur
die Beobachtungstage 10, 12 und 14 einzeln, zeigen sich keine signifikanten
Unterschiede.
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fvd im Implantat
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Abbildung 25: Boxplots der funktionellen GefalRdichte im Implantat.

Die fvd-Werte [mm™] im Implantat wurden an den Beobachtungstagen 10, 12 und 14
ermittelt. Die Whisker zeigen minimale und maximale Werte an, der querverlaufende Strich
markiert den Median. TSP-1 -/- (N=8), WT (N=8).
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Abbildung 26: Boxplots der Anderung der funktionellen GefaRdichte im Implantat.

Von links nach rechts sind die Anderungen der fvd-Werte [mm™] im Implantat von
Beobachtungstag 10 auf 12, von Beobachtungstag 12 auf 14 sowie von Beobachtungstag
10 auf 14 aufgetragen. Die Whisker zeigen minimale und maximale Werte an, der
guerverlaufende Strich markiert den Median. TSP-1 -/- (N=8), WT (N=8). P-Wert = 0,0379.
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6.1.1.2 Funktionelle GefaRdichte im Implantatlager

Die funktionelle GefalRdichte im Implantatlager wurde an den Beobachtungstagen 3,7
und 10 evaluiert. In beiden Versuchsgruppen zeigt sich ein Anstieg der fvd in den an
das PPE- Implantat angrenzenden ROIs. Im Kolmogorow-Smirnow-Test zeigen sich
alle Datensatze normalverteilt.

In der TSP-1-Gruppe zeigt sich an Tag 3 ein Mittelwert von 5,09mm-*

(3,42 — 6,30mm1), an Tag 7 ein Mittelwert von 6,29mm-* (4,61 — 7,94mm) sowie an
Tag 10 ein Mittelwert von 6,76mm- (5,68 — 7,85mm1).

In der Kontrollgruppe betragt der Mittelwert der fvd im Implantatlager an Tag 3
5,14mm* (2,99 — 8,06mm), an Tag 7 6,78mm™ (3,45 — 11,94mm™) und an Tag 10
7,91mm1 (3,80 — 12,48mmY).

Es treten keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen TSP-1-defizienter
Versuchsgruppe und Kontrollgruppe hinsichtlich der fvd im Implantatlager auf.

fvd im Implantatlager

15-
o T I
E T T
£ | = =
.,E 5' —— J_

- — L
0 | 1 1 1 1 1
L &+ « td
Q™ ” nf‘é Q " o N 57&
& & K
R e R AP

Abbildung 27: Boxplots der funktionellen Gefal3dichte im Implantatlager.

Die fvd-Werte [mm™] im Implantatlager wurden an den Beobachtungstagen 3, 7 und 10
bestimmt. Die Whisker zeigen minimale und maximale Werte an, der querverlaufende
Strich markiert den Median. TSP-1 -/- (N=8), WT (N=8).
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6.1.2 Gefallverzweigungen und Gefal3aste

6.1.2.1 GefalRverzweigungen und Gefaldaste im Implantat

Die Anzahl der GefalRaste und Gefallverzweigungen im Implantat wurde an den
Beobachtungstagen 10, 12 und 14 ermittelt.

In der TSP-1-defizienten Gruppe sowie in der Kontrollgruppe zeigt sich ein Anstieg der
Anzahl der Gefal3verzweigungen und der Gefal3aste im Implantat.

Die Datensatze zeigen sich bis auf die an Beobachtungstag 14 im Wildtyp
gemessenen Werte im Kolmogorow-Smirnow-Test nicht normalverteilt.

Hinsichtlich der Anzahl der Gefal3aste ergibt sich in der TSP-1-defizienten Gruppe fur
Tag 10 als Median 0,00 GefaRRasten pro Implantat (0,00 — 78,40), an Tag 12 ein Median
von 5,14 GefalRasten pro Implantat (0,00 — 161,63) und schlie3lich fur Tag 14 ein
Median von 15,39 Gefal3asten pro Implantat (0,00 — 178,08). In der Kontrollgruppe
betragt der Median der Anzahl der GefaRaste pro Implantat an Tag 10 6,80 (0,00 —
115,43) sowie an Tag 12 23,94 (0,00 — 326,96). An Beobachtungstag 14 ergibt sich
bei normalverteilten Einzelwerten ein Median von 115,68 Gefal3asten pro Implantat
(10,31 — 483,74).

Die Anzahl der GefalRverzweigungen weist in der TSP-1-defizienten Gruppe an Tag
10 einen Median von 0,00 (0,00 — 35,86), an Tag 12 einen Median von 1,15 (0,00 —
70,96) sowie an Tag 14 einen Median von 5,18 (0,00 — 87,08) auf. In der
Kontrollgruppe ergeben sich die folgenden Mediane der Anzahl an
Gefallverzweigungen im Implantat: an Tag 10 2,17 (0,00 — 49,64) und an Tag 12 9,86
(0,00 — 168,43). Der Median der Anzahl an Gefal3verzweigungen pro Implantat an Tag
14 betragt 50,37 (3,44 — 228,28).

An den Beobachtungstagen 10 und 12 treten keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Versuchsgruppen auf.

An Beobachtungstag 14 sind dagegen sowohl die Anzahl der GefalRverzweigungen
(Mann-Whitney-U-Test, P-Wert = 0,0368) als auch die Anzahl der Gefal3aste (Mann-
Whitney-U-Test, P-Wert = 0,0379) im Implantat im Wildtyp signifikant erhoht
gegenuber den TSP-1-defizienten Mausen.

Abbildung 28: Gefal3plexus im Implantat an
Versuchstag 14.

Die Abbildung wurde an Versuchstag 14
vor der intravendsen Applikation von
FITC-Dextran aufgenommen. Es handelt
sich um ein Versuchstier aus der
Kontrollgruppe. Das GefalRwachstum
orientiert sich an den Implantatporen.
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GefaBverzweigungen im Implantat
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Abbildung 29: Boxplots der Gefal3verzweigungen im Implantat.

Die Anzahl der GefaBverzweigungen pro Implantatflache wurde an den
Beobachtungstagen 10, 12 und 14 bestimmt. Die Whisker zeigen minimale und maximale
Werte an, der querverlaufende Strich markiert den Median. TSP-1 -/- (N=8), WT (N=8). P-
Wert = 0,0368.
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Abbildung 30: Boxplots der Gefal3aste im Implantat.

Die Anzahl der GefaRRaste pro Implantatflache wurde an den Beobachtungstagen 10, 12
und 14 ermittelt. Die Whisker zeigen minimale und maximale Werte an, der
guerverlaufende Strich markiert den Median. TSP-1 -/- (N=8), WT (N=8). P-Wert = 0,0379.
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6.1.2.2 GefalRverzweigungen und Gefal3aste im Implantatlager

Die Anzahl der GefaRverzweigungen und Gefal3aste pro ROl wurde im Implantatlager
analog zur fvd an den Beobachtungstagen 3, 7 und 10 bestimmt. Die erhobenen
Datensatze sind in beiden Gruppen normalverteilt.

An Beobachtungstag 3 zeigt sich in den TSP-1-defizienten Mausen ein Mittelwert von
11,15 Gefal3verzweigungen pro ROI (6,00 — 18,75) und von 22,61 Gefal3asten pro ROI
(12,90 — 34,25). Demgegenuber liegt im Wildtyp an Beobachtungstag 3 der Mittelwert
bei 13,89 GefalRverzweigungen pro ROI (2,38 — 30,91) und bei 28,41 Gefal3asten pro
ROI (5,75 — 57,09).

Sowohl in den TSP-1-defizienten Mausen als auch im Wildtyp war an
Beobachtungstag 7 eine Steigerung beider Werte nachzuvollziehen. In der
Versuchsgruppe stieg die Zahl der Gefaldverzweigungen pro ROl im Mittel auf 18,22
(9,33 — 28,50) und die der Gefallaste pro ROI auf 35,36 (19,38 — 54,50). In der
Kontrollgruppe zeigte sich an Beobachtungstag 7 der Mittelwert bei 24,47
Gefallverzweigungen pro ROI (4,20 — 60,64) und bei 46,76 Gefallasten pro ROI (10,20
- 104,82).

An Beobachtungstag 10 zeigte sich in den TSP-1-defizienten Mausen ein Mittelwert
von 20,92 GefalRverzweigungen pro ROI (14,67 — 28,75) und von 40,64 GefalRasten
pro ROI (28,17 — 54,00). In der Kontrollgruppe betrugen die Mittelwerte der
Gefallverzweigungen pro ROI 30,88 (6,40 — 64,29) und der GefalRaste pro ROI 60,69
(14,25 -109,12).

Zusammengefasst traten im Implantatlager zwischen der TSP-1-defizienten
Versuchsgruppe und der Kontrollgruppe keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich
der Anzahl der GefalRverzweigungen und der Anzahl der GefaRRaste pro ROI auf.
Auffallig ist im Vergleich beider Gruppen die gré3ere Streubreite der Werte im Wildtyp.
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Abbildung 31: Boxplots der Gefaldverzweigungen im Implantatlager.

Die Anzahl der GefaRRverzweigungen pro ROI im Implantatlager wurde in der DSC an den
Versuchstagen 3, 7 und 10 ermittelt. Die Whisker zeigen den minimalen und maximalen
Wert an. der auerlaufende Strich zeiat den Median an. TSP-1 -/- (N=8) und WT (N=8).
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Abbildung 32: Boxplots der Gefal3aste im Implantatlager.

Die Anzahl der GefaRaste pro ROl im Implantatlager wurde in der DSC an den
Versuchstagen 3, 7 und 10 ermittelt. Die Whisker zeigen den minimalen und maximalen
Wert an, der querlaufende Strich zeigt den Median an. TSP-1 -/- (N=8) und WT (N=8).
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6.1.2.3 Leukozyten-Endothelinteraktion

Die Leukozyten-Endothelinteraktion wurde an den Beobachtungstagen 3, 7 und 10
im Implantatlager untersucht.

Die Gesamtzahl der intravaskularen Leukozyten setzt sich aus den Fraktionen der
statischen, der rollenden und der sich im Blutstrom befindlichen Leukozyten
zusammen. Da die der Auswertung zugrundeliegenden Videosequenzen um wenige
Sekunden in ihrer Lange variieren, wird die intravaskulare Leukozytenzahl pro Zeit
[s*] angegeben. Im Folgenden sind jeweils die Mediane sowie in Klammern der
minimale und maximale Wert angegeben.

An Beobachtungstag 3 bewegt sich die intravaskulare Leukozytenzahl pro Zeit in der
TSP-1-defizienten Versuchsgruppe mit einem Median von 1,66s* (0,38 - 3,13s?) auf
ahnlichem Niveau wie in der Kontrollgruppe, die einen Median von 1,96s (0,29 -
4,11s1) aufweist.

An Beobachtungstag 7 ist die intravaskulare Leukozytenzahl pro Zeit in der TSP-1-
defizienten Versuchsgruppe mit einem medianen Wert von 1,59s (0,58 - 4,40s?)
gegentiiber der Kontrollgruppe mit 0,96s* (0,39 - 2,66s™) signifikant erhoht. Mittels
Mann-Whitney U-Test wird ein P-Wert von 0,0038 ermittelt.

Diese Erh6hung der intravaskularen Leukozytenzahl pro Zeit in den K.O.-Tieren
gegenuber der Kontrollgruppe ist an Beobachtungstag 10 noch besténdig, allerdings
ohne statistische Signifikanz aufzuweisen. Der Median der TSP-1-defizienten
Versuchsgruppe ist 1,10s™ (0,24 - 3,53s!) gegentiber 0,96s* (0,29 - 1,82s) in der
Kontrollgruppe.

Betrachtet man das Verhaltnis der einzelnen Fraktionen der intravaskuléren
Leukozyten zu deren Gesamtzahl und vergleicht diese zwischen den beiden
Kohorten ergeben sich die im folgenden beschriebenen Beobachtungen.

An Versuchstag 3 ist der Anteil der rollenden und statischen Leukozyten an der Zahl
der intravaskularen Leukozyten in den K.O.-Tieren mit einem Median von 0,09 (0,00
- 0,59) signifikant gegentber der Kontrollgruppe, die einen Median von 0,33 (0,00 -
0,61) aufweist, erniedrigt. Im Mann-Whitney U-Test wird ein P-Wert von 0,0105
ausgegeben. Fokussiert man den Anteil der statischen Leukozyten an der
intravaskularen Leukozytenzahl an Tag 3, so ist der Unterschied hochsignifikant. Die
TSP-1-defiziente Versuchsgruppe weist einen Median von 0,00 (0,00 - 0,22)
gegeniuber einem medianen Wert von 0,04 (0,00 - 0,21) im Wildtyp auf. Mittels
Mann-Whitney U-Test ergibt sich ein P-Wert von 0,0005.

An Versuchstag 7 nimmt der Anteil der rollenden und statischen Leukozyten an den
Gesamtleukozyten im Vergleich zu Tag 3 leicht ab und liegt in beiden Kohorten auf
ahnlichem Niveau. In der Knockout-Kohorte betragt der Median 0,15 (0,00 - 0,48)
gegenuber 0,19 (0,00 - 0,72) in der Kontrollgruppe. Vergleichbar verhalt es sich mit
dem Anteil der statischen Leukozyten an der Zahl der intravaskuléaren Leukozyten an
Tag 7, hier wird in den TSP-1-defizienten Tieren ein medianer Wert von 0,02 (0,00 -
0,36) gegenuber einem Median von 0,03 (0,00 - 0,22) im Wildtyp ermittelt.
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An Beobachtungstag 10 schliel3lich setzt sich der Riickgang des Anteils der
rollenden und statischen Leukozyten sowie des Anteils der statischen Leukozyten an
der Zahl der intravaskularen Leukozyten fort. Weiterhin ist der Anteil der rollenden
und statischen Leukozyten mit einem Median von 0,06 (0,00 - 0,45) in den K.O.-
Tieren gegentiber einem medianen Wert von 0,02 (0,00 - 0,57) in der Kontrollgruppe
und der Anteil der statischen Leukozyten mit einem Median von 0,00 (0,00 - 0,13) in
der TSP-1-defizienten Versuchsgruppe gegenuber 0,00 (0,00 - 0,24) im Wildtyp in
beiden Kohorten an Tag 10 &hnlich niedrig.

Leukozyten-Endothelinteraktion im Implantatlager
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Abbildung 33: Saulendiagramme des Anteils der statischen an den Gesamtleukozyten im
Implantatlager.

Mittelwert mit 95%-Konfidenzintervall des Anteils der statischen Leukozyten an der
Gesamtzahl der intravaskularen Leukozyten an den Beobachtungstagen 3,7 und 10 in
der DSC. TSP-1 -/- (N=8) und WT (N=8). P-Wert = 0,0005.
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Abbildung 34: Saulendiagramme des Anteils der rollenden und statischen Leukozyten an
den Gesamtleukozyten im Implantatlager.

Mittelwert mit 95%-Konfidenzintervall des Anteils der statischen Leukozyten an der
Gesamtzahl der intravaskularen Leukozyten an den Beobachtungstagen 3,7 und 10 in der
DSC. TSP-1 -/- (N=8) und WT (N=8). P-Wert = 0,0105.
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Abbildung 35: Saulendiagramme der intravaskularen Leukozyten im Implantatlager.

Mittelwert mit 95%-Konfidenzintervall der Geamtzahl der intravaskularen Leukozten, die sich
aus den statischen Leukozyten, den rollenden Leukozyten und den Leukozyten im Blutstrom
zusammensetzt, an den Beobachtungstagen 3,7 und 10 in der DSC. TSP-1 -/- (N=8) und
WT (N=8). P-Wert = 0,0038.
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6.1.3 Dynamische Desintegrationskraft

Die Ergebnisse der Messung der dynamischen Desintegrationskraft wurden in der
aufgebrachten Kraft pro Flache vermerkt. Hierbei ergab sich fur die TSP-1 K.O. Gruppe
als Mittelwert 0,290cN/mm? bei einer Standardabweichung von 0,035cN/mm?2. Der
Zeitraum vom Beginn der Kraftiibertragung bis zur Luxation des Implantats betrug in
der TSP-1 K.O. Gruppe im mittel 57s bei einer Standardabweichung von 20s.

6.1.4 Thrombozyten-Endothelinteraktion

Die Applikation mittels CFDA-SE angefarbter Thrombozyten am Beobachtungstag 14
erfolgte Uber die Punktion der Vena caudalis mediana. Die Darstellung aggregierter
Thrombozyten 10min nach Transfusion mittels Fluoreszenzmikroskopie erwies sich
ebenfalls als mdglich und gelang in beiden Versuchsgruppen.

Abbildung 36: CFDA-SE
markierte Thrombozyten im
Implantatlager unmittelbar
nach Applikation.

Die Thrombozyten wurden
einem TSP-1-defizienten
Spendertier entnommen und
in ein isogenes Tier
transfundiert.

Abbildung 37: Aggregation
CFDA-SE markierter
Thrombozyten 10min nach
Applikation.

Die Thrombozyten wurden
einer TSP-1-defizienten
Maus entnommen und in ein
isogenes Tier appliziert.

6.1.5 Histologische Fixierung

Die Auswertung der histologisch fixierten Implantate ist zum gegenwartigen Zeitpunkt
noch ausstehend.
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6.2 Versuch 2: Hen's egg test on chorioallantoic membrane

6.2.1 Funktionelle Gefal3dichte im Implantatlager

Die fvd im Implantatlager wurde an den Beobachtungstagen 7 und 10 untersucht. An
beiden Beobachtungstagen zeigen sich die Datensatze im Kolmogorow-Smirnow-Test
normalverteilt.

An Beobachtungstag 7 weist die fvd in der TSP-1-Gruppe einen Mittelwert von
10,06mm-* auf (5,66 — 17,85mm). An Beobachtungstag 10 zeigt sich ein Anstieg der
fvd-Werte in der TSP-1-Gruppe, der Mittelwert ist 13,43mm- (10,50 — 18,36mm-?). Die
Standardabweichung ist an Beobachtungstag 10 mit 2,26mm- gegeniiber einem Wert
von 3,33mm ! an Beobachtungstag 7 zudem geringer.

In der VEGF-A-Gruppe betragt die fvd an Beobachtungstag 7 im Mittel 12,74mm-*
(7,61 — 19,68mm). An Beobachtungstag 10 ergibt sich in der VEGF-A-Gruppe ein
Mittelwert der fvd von 18,27mm- (9,33 — 28,68mm-1).

In den Kontrollgruppen ist aufféllig, dass an Beobachtungstag 7 in der unbehandelten
Kontrollgruppe die Standardabweichung mit 1,22mm-? im Vergleich zu den anderen
drei Gruppen gering ausfallt bei einem Mittelwert der fvd von 10,89mm* (9,74 —
13,64mm1). Demgegenuber zeigt sich in der mit NaCl behandelten Kontrollgruppe ein
Mittelwert von 12,21mm (8,18 — 17,48mm-*). An Beobachtungstag 10 betragt die fvd
in der unbehandelten Kontrollgruppe im Mittel 13,92mm (11,85 — 17,51mm-?). In der
mit NaCl behandelten Kontrollgruppe betragt der Mittelwert der fvd an
Beobachtungstag 10 15,38mm-* (10,53 — 24,03mmY).

In der Gesamtschau zeigen sich an Beobachtungstag 7 keine statistisch signifikanten
Unterschiede hinsichtlich der fvd zwischen den Versuchsgruppen. Die Streubreiten der
TSP-1, VEGF-A und NaCl-Versuchsgruppen sind im Vergleich zur Kontrollgruppe
vergroRert.

Demgegenuber ist am Beobachtungstag 10 die fvd in der VEGF-A-Gruppe signifikant
gegenuber der Kontrollgruppe erhdht (one-way ANOVA, post-hoc Tukey HSD, P-Wert
= 0.02029; Mann-Whitney-U-Test, P-Wert = 0,0431). Zudem ist die fvd in der VEGF-
A-Gruppe signifikant hoher als in der TSP-1-Gruppe (one-way ANOVA, post-hoc
Tukey HSD, P-Wert = 0.04375; Unpaired T-Test, P-Wert = 0,0024). Die Streubreite
der Werte in der VEGF-A-Gruppe ist stark und die in der NaCl-Gruppe moderat
gegenuber der TSP-1 Gruppe und der Kontrollgruppe vergrof3ert.
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Abbildung 38: CAM Assay: Boxplots der funktionellen GefaRRdichte im Implantatlager an
Versuchstag 7.

Die Whisker zeigen den minimalen und maximalen Wert an, der querlaufende Strich zeigt
den Median an. TSP-1 (N=20), VEGF-A (N=10), NaCl (N=13) und K (N=7).

Tag 10: fvd im Implantatlager
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Abbildung 39: CAM Assay: Boxplots der funktionellen GefaRRdichte im Implantatlager an
Versuchstag 10.

Die Whisker zeigen den minimalen und maximalen Wert an, der querlaufende Strich zeigt
den Median an. TSP-1 (N=20), VEGF-A (N=10), NaCl (N=13) und K (N=7). ** P-Wert =
0,0024. * P-Wert = 0,0431.




66
6.2.2 Gefallverzweigungen und Gefal3aste im Implantatlager

Die Anzahl der GefaRverzweigungen und Gefal3aste pro ROl im Implantatlager wurde
an den Beobachtungstagen 7 und 10 ermittelt.

An Beobachtungstag 7 zeigen sich die Werte der TSP-1-Versuchsgruppe hinsichtlich
der GefalRverzweigungen und GefalRaste pro ROI nicht normalverteilt im Kolmogorow-
Smirnow-Test bei Normalverteilung der anderen Datensétze. An Beobachtungstag 10
hingegen zeigen sich alle Datensatze normalverteilt.

An Beobachtungstag 7 liegt der Mittelwert der Gefallverzweigungen pro ROI in der
TSP-1-Versuchsgruppe bei 52,65 (11 - 153) und der Mittelwert der Gefal3aste pro ROI
ist 103,15 (28 - 271).

An Beobachtungstag 10 zeigt sich in der TSP-1-Gruppe ein Anstieg der Anzahl der
Gefallverzweigungen und GefalRaste. Der Mittelwert der Gefal3verzweigungen pro
ROI in der TSP-1-Versuchsgruppe ist 77,05 (45 - 122). Der Mittelwert der Gefal3aste
pro ROI betragt 148,30 (90 - 222).

Demgegeniber betragt am  Beobachtungstag 7 der Mittelwert der
GefalRverzweigungen pro ROI in der VEGF-A-Versuchsgruppe 73,30 (31 - 176). Der
Mittelwert der Gefal3aste pro ROI liegt bei 138,70 (65 - 320).

An Beobachtungstag 10 zeigt sich in der VEGF-A-Gruppe ein deutlicher Anstieg der
Anzahl der Gefal3verzweigungen und GefalRaste. Der Mittelwert der
Gefallverzweigungen pro ROI in der VEGF-A-Versuchsgruppe ist erhdoht auf 139,80
(29 - 313). Der Mittelwert der Gefal3aste pro ROI steigt auf 246,60 (58 - 528).

In den Kontrollgruppen zeigen sich ebenfalls zwischen Beobachtungstag 7 und
Beobachtungstag 10 Anstiege der Anzahl der GefaRverzweigungen und GefaRRaste im
Implantatlager, die quantitativ mit dem Anstieg in der TSP-1-Versuchsgruppe
vergleichbar sind.

So betragt an Beobachtungstag 7 in der unbehandelten Kontrollgruppe der Mittelwert
der Gefallverzweigungen pro ROI 52,29 (39 - 68) bei einer im Gruppenvergleich
geringen Standardabweichung von 8,48, wahrend sich ein Mittelwert der Gefal3aste
pro ROI von 106,71 (83 - 128) zeigt. An Beobachtungstag 10 zeigen sich beide Werte
wie folgt verandert: der Mittelwerte der Gefal3verzweigungen pro ROI ist 76,29 (43 -
120) gegenlber einem Mittelwert der Gefal3aste pro ROI von 144,00 (93 - 210).

In der mit NaCl-modifizierten Kontrollgruppe zeigt sich an Beobachtunstag 7 der
Mittelwert der Gefalverzweigungen pro ROI bei 67,38 (28 - 125), der Mittelwert der
Gefalaste pro ROl ist 131,00 (57 - 218). An Beobachtungstag 10 betragt der Mittelwert
der Gefal3verzweigungen pro ROl in der NaCl-Gruppe 101,92 (37 - 234), der Mittelwert
der GefalRaste pro ROI steigt auf 187,62 (76 - 404).

Zusammengefasst zeigt sich an Beobachtungstag 7 weder hinsichtlich der Anzahl der
GefalRverzweigungen noch hinsichtlich der Anzahl der Gefal3aste im Implantatlager
ein signifikanter Unterschied zwischen den Versuchsgruppen. In der VEGF-A-Gruppe,
der NaCl- und der TSP-1-Gruppe zeigt sich eine gro3e Streubreite der Einzelwerte an
Beobachtungstag 7 im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe.

An Beobachtungstag 10 weist die mit VEGF-A behandelte Versuchsgruppe eine
signifikante Erhohung der Anzahl der Gefal3verzweigungen (one-way ANOVA, post-
hoc Tukey HSD, P-Wert = 0.0213576; Unpaired T-Test, P-Wert 0,0067) und der
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GefalRaste (one-way ANOVA, post-hoc Tukey HSD, P-Wert = 0.0304265; Unpaired T-
Test, P-Wert 0,0099) gegenuber der mit TSP-1 behandelten Versuchsgruppe auf. Von
der Kontrollgruppe und NaCl-Versuchsgruppe unterscheiden sich die in der VEGF-A
Versuchsgruppe gemessenen Werte dahingegen nicht signifikant. Ebenso zeigen sich
keine signifikanten Unterschiede zwischen TSP-1 und NaCl-Gruppe sowie zwischen
TSP-1 und Kontrollgruppe. An Beobachtungstag 10 weisen die VEGF-A-
Versuchsgruppe und die mit NaCl-modifizierte Kontrollgruppe im Vergleich zur TSP-1-
Versuchsgruppe und zur unbehandelten Kontrollgruppe eine gréR3ere Streubreite der
Einzelwerte auf.

Abbildung 40: CAM Assay: Uberlappung
des Implantates durch Gefalle an
Versuchstag 10.
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Abbildung 41: CAM Assay: Boxplots der Gefal3verzweigungen pro Flache im Implantatlager
an Versuchstag 7.

Die Whisker zeigen den minimalen und maximalen Wert an, der querlaufende Strich zeigt
den Median an. TSP-1 (N=20), VEGF-A (N=10), NaCl (N=13) und K (N=7).
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Abbildung 42: CAM Assay: Boxplots der GefaBverzweigungen pro Flache im
Implantatlager an Versuchstag 10.

Die Whisker zeigen den minimalen und maximalen Wert an, der querlaufende Strich zeigt
den Median an. TSP-1 (N=20), VEGF-A (N=10), NaCl (N=13) und K (N=7). * P-Wert =
0,0067.
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Abbildung 43: CAM Assay: Boxplots der GefaRaste pro Flache im Implantatlager an
Versuchstag 7.

Die Whisker zeigen den minimalen und maximalen Wert an, der querlaufende Strich zeigt
den Median an. TSP-1 (N=20), VEGF-A (N=10), NaCl (N=13) und K (N=7).
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Abbildung 44: CAM Assay: Boxplots der GefalRRaste pro Flache im Implantatlager an
Versuchstag 10.

Die Whisker zeigen den minimalen und maximalen Wert an, der querlaufende Strich
markiert den Median. TSP-1 (N=20), VEGF-A (N=10), NaCl (N=13) und K (N=7). * P-Wert
= 0,0099.




6.2.3 Qualitative Implantatintegration
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Die Auswertung der Integration der PPE-Implantate im CAM-Assay erfolgte qualitativ.
Die uber die Stitching Funktion von FIJI zusammengelegten Ubersichtsaufnahmen
wurden hierfur verblindet. Die an den Beobachtungstagen 7 und 10 entstandenen
Aufnahmen wurden dem oben genannten Bewertungssystem in funf Kategorien
eingeteilt, wobei Kategorie 1 den niedrigsten Integrationsgrad kennzeichnet und
Kategorie 5 den héchsten.

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede der Integrationsgrade zwischen den
Versuchsgruppen im Kruskal-Wallis-Test.

Tabelle 1: CAM Assay / Integrationsgrade an Versuchstag 7

Versuchstag 7: TSP-1 VEGF-A NaCl Kontrollgruppe
Integrationsgrad | (n=19) (n=10) (n=13) (n=7)

I 4 4 3 1

I 3 1 4 3

1l 5 2 4 1

\Y 1 1 2 1

\Y 6 2 0 1

Tabelle 2: CAM Assay / Integrationsgrade an Versuchstag 10

Versuchstag 10: | TSP-1 VEGF-A NacCl Kontrollgruppe
Integrationsgrad | (n=19) (n=10) (n=13) (n=7)

I 2 5 3 0

1 3 1 4 1

11 3 0 0 3

\Y 2 0 4 1

V 9 4 2 2
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Integrationsgrade der PPE-Implantate an
Beobachtungstag 7
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Abbildung 45: CAM Assay: Saulendiagramme der Integrationsgrade der PPE-Implantate
an Beobachtungstag 7.

Median mit 95%-Konfidenzintervall. TSP-1 (N=19), VEGF-A (N=10), NaCl (N=13) und K
(N=7).
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Abbildung 46: CAM Assay: Saulendiagramme der Integrationsrade der PPE-Implantate an
Beobachtungstag 10.

Median mit 95%-Konfidenzintervall. TSP-1 (N=19), VEGF-A (N=10), NaCl (N=13) und K
(N=7).
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6.2.4 Versuchsgruppenanalyse

Die TSP-1-Versuchsgruppe umfasst 95 Versuchsobjekte, die VEGF-A-
Versuchsgruppe umfasst 89 Versuchsobjekte, die NaCl-Gruppe umfasst 60
Versuchsobjekte und die Kontrollgruppe umfasst 58 Versuchsobjekte. Als
Ausfallkriterien wurde unterschieden zwischen dem Absterben der CAM, der Luxation
der Implantate und einer Fibrosierung am Beobachtungstag 10. Eine beobachtete
Luxation des Implantates fihrte zum direkten Ausschluss des betroffenen
Versuchobjektes. Es wurden somit ausschliel3lich Versuchsobjekte ausgewertet, die
am Auswertungstag 10 beanstandungslos waren.

Zu einem Absterben der CAM kam es in der TSP-1-Versuchsgruppe in 24%, in der
VEGF-A-Versuchsgruppe in 34%, in der NaCl-Versuchsgruppe in 27% und in der
Kontrollgruppe in 43%.

Eine spontane Luxation der Implantate trat in allen Versuchsgruppen etwa gleich
haufig auf, so luxierten in der TSP-1-Gruppe 42% der Implantate, in der VEGF-A-
Gruppe 44%, in der NaCl-Gruppe 42% und in der Kontrollgruppe 41%.

Zu einer Fibrosierung kam es in der TSP-1-Versuchsgruppe in 13%, in der VEGF-A-
Versuchsgruppe in 10%, in der NaCl-Versuchsgruppe in 10% und in der
Kontrollgruppe in 4%.

Somit waren am letzten Beobachtungstag in der TSP-1-Versuchsgruppe von
urspringlich 89 Versuchsobjekten 20 (21%) auswertbar, in der VEGF-A-
Versuchsgruppe von 83 Versuchsobjekten 10 (12%), in der NaCl-Gruppe von 60
Versuchsobjekten 13 (21%) und in der Kontrollgruppe von 58 Versuchsobjekten 7
(12%).
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Abbildung 47: CAM Assay: Kreisdiagramme Versuchsgruppenanalyse.

Der Anteil der auswertbaren Versuchsobjekte ist dunkelgrau dargestellt, der Anteil der
abgestorbenen Versuchsobjekte ist hellgrau dargestellt und der Anteil der aufgrund einer
Fibrosierung der CAM nicht auswertbaren Versuchsobjekte ist weil3 dargestellt. Mittels
grauer Schraffur ist der Anteil der Versuchsobjekte kenntlich gemacht, bei denen es zu
einer Luxation der PPE-Implantate kam.

6.2.5 Histologische Fixierung

Nach Abschluss der Untersuchung und Dekapitation der Embryonen wurden die
einliegenden Implantate und das Umgebende CAM-Gewebe prapariert und
histologisch fixiert. Die Analyse der histologisch fixierten PPE-Implantate ist zum
gegenwartigen Zeitpunkt noch ausstehend.
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7 Diskussion
7.1 Versuch 1: Modell der transparenten Rickenhautkammer

7.1.1 Geféal3parameter

Zur Analyse der Gefal3netzwerke im Implantatlager wurden die fvd sowie die Anzahl
der GefaRRaste und die Anzahl der Gefaldverzweigungen in den vorab definierten ROIs
ermittelt.

In beiden Versuchsgruppen zeigt sich tber die Beobachtungstage 3, 7 und 10 eine
Zunahme sowohl der fvd als auch der Anzahl der Gefal3aste und Gefal3verzweigungen
pro ROI im Implantatlager.

Wahrend sich an Beobachtungstag 3 die Boxplots der TSP-1-defizienten
Versuchsgruppe und der Kontrollgruppe @hneln, ist an den Beobachtungstagen 7 und
10 zu beobachten, dass in der Kontrollgruppe deutlich h6here Spannweiten auftreten.
Gleichwohl zeigt sich im Gruppenvergleich kein signifikanter Unterschied zwischen
den TSP-1-defizienten M&usen und der Kontrollgruppe hinsichtlich der Absolutwerte
der GefalRparameter.

In einer kleinen Versuchsgruppe sind im tierexperimentellen Setting gerade bei so
individuellen und dynamischen Parametern wie der Gefalinetzanalyse zwangslaufig
hohe Streubreiten zu erwarten (Aban and George, 2015, Dell et al., 2002).

Der uber die Beobachtunstage 3, 7 und 10 in beiden Versuchsgruppen beobachtete
Anstieg der fvd, der GefalBverzweigungen und der Gefal3aste pro Flache im
Implantatlager lasst sich durch eine Stimulation der Angiogenese durch eine gegen
den Implantatkorper gerichtete Inflammationsreaktion vom Fremdkorpertyp erklaren
(Ehrmantraut et al., 2010).

Grundsatzlich muss in der Interpretation der Ergebnisse auch den Storfaktoren, denen
die DSC, ebenso wie andere Angiogenese-Modelle, und der gewahlte Versuchsaufbau
ausgesetzt sind, Rechnung getragen werden. Einen systematischen und beide
Versuchsgruppen betreffenden Storfaktor stellen phototoxische durch die
Fluoreszenzmikroskopie hervorgerufene Effekte dar. Um diese zu minimieren, wurde
auf die genaue Einhaltung der vorgegebenen Expositionszeiten geachtet (Icha et al.,
2017). Aufgrund der exponierten, rumpffernen Lage des in der Rickenhautkammer
einsehbaren Gewebes liegt die Temperatur im Untersuchungsfeld unterhalb der
Korpertemperatur der Mause (Moy et al., 2011). Dieser methodenimmanente
Storfaktor, dem beide Versuchsgruppen ausgesetzt sind, beeintrachtigt die
Durchblutungsparameter im Beobachtungsfeld und lasst sich durch eine Erhéhung der
Raumtemperatur minimieren (Endrich et al., 1979). Die mit einer permanenten
Erhohung der Raumtemperatur einhergehende Beeintrachtigung des Tierwohls wurde
als schwerwiegender betrachtet, sodass im Versuchsprotokoll eine artgerechte
Haltung bei einer Raumtemperatur von 21 Grad Celsius festgelegt wurde.

Der sowohl im Wildtyp als auch in den TSP-1-defizienten Mausen beobachtete Anstieg
der vaskularen Parameter im Implantatlager spielt eine zentrale Rolle fur die vaskulare
Integration des Implantats. In hinsichtlich des Versuchsaufbaus vergleichbaren
Experimenten, in welchen die Biomaterialintegration von PPE-Implantaten aber auch
von Implantaten aus PLGA in der DSC untersucht wurde, zeigte sich, dass die
vaskulare Integration der Implantate von den Randzonen des Implantates aus
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angestossen wird (Hessenauer et al., 2018, Laschke et al., 2014, Reichel et al., 2015,
Spater et al., 2021, Strieth et al., 2010, Rucker et al., 2006).

Auch wenn die Absolutwerte der Gefal3parameter im Implantatlager keinen starken
Einfluss der TSP-1-Defizienz auf die vaskulare Integration der PPE-Implantate
suggerieren, zeigt sich im Wildtyp an den Beobachtungstagen 10,12 und 14 eine im
Vergleich zur TSP-1-defizienten Versuchsgruppe im Mittelwert erhdhte fvd im
Implantat. Zudem zeigt sich der Anstieg der fvd im Implantat von Beobachtungstag 10
auf Beobachtungstag 14 im Wildtyp signifikant erhéht. Zudem sind die Anzahl an
GefalRasten pro Implantat und die Anzahl an Gefaliverzweigungen pro Implantat im
Wildtyp an Beobachtungstag 14 auf dem festgelegten Signifikanzniveau gréf3er als in
der TSP-1-defizienten Versuchsgruppe.

Gerade im Rahmen einer explorativen Fragestellung kann angesichts der
Beobachtungen ein férdernder Einfluss des endogenen TSP-1 auf die Vaskularisation
von PPE-Implantaten angenommen werden.

Diese Schlussfolgerung kontrastiert die in der Literatur vielfach vertretene Position,
TSP-1 als potenten endogenen Inhibitor der Angiogenese aufzufassen (Iruela-Arispe
et al., 1999, Lawler and Lawler, 2012, Nor et al., 1997).

7.1.2 Leukozyten-Endothelinteraktion

Die Analyse der Leukozyten-Endothelinteraktion zeigt in der Kontrollgruppe an
Beobachtungstag 3 eine signifikant gesteigerte Anzahl rollender und statischer
Leukozyten. An den Folgetagen sind hinsichtlich des Leukozytenaktivierung keine
signifikanten Unterschiede nachweisbar.

In der Literaturdiskussion ist unter dem Kapitel ,Biomaterialintegration“ die Reaktion
des Korpers auf eingebrachtes Fremdmaterial ausfuhrlich dargelegt. Unmittelbar mit
der Implantateinbringung und dem damit verbundenen Gewebeschaden finden sich
neutrophile Granulozyten und andere Zellen des angeborenen Immunsystem im
Implantatlager ein. Die akute Immunreaktion auf eingebrachte Fremdkorper wird somit
vor allem vom angeborenen Immunsystem getragen und durch den Gewebeschaden
sowie die Gegenwart des Fremdmaterials ausgeldst (Boehler et al., 2011). Als
matrizellulares Protein stimuliert TSP-1 insbesondere Uber CD47 vermittelt die
Expression von Zelladhasionsmolekulen. Dadurch fordert TSP-1 die Bindung von
Monozyten an Endothelzellen (Narizhneva et al., 2005). Uber diesen Mechanismus
verstarkt TSP-1 in vivo die durch das angeborene Immunsystem vermittelte
Entzindungsreaktion, die Aktivierung inflammatorischer Makrophagen und die
Rekrutierung polymorphkerniger Leukozyten (Martin-Manso et al., 2012).

Zudem aktiviert TSP-1 Makrophagen in Abhangigkeit von TLR4 Uber den
Transkriptionsfaktor NF- xB. Ferner induziert TSP-1 die Bildung von TNF-a Uber TLR4
(Li et al., 2013). Uber diese Mechanismen koénnte sich die signifikant reduzierte
Leukozytenaktivierung in TSP-1 defizienten Mausen gerade in der frihen Phase nach
Implantatintegration erklaren.

Durch Selektine vermittelt entstehen zwischen den Endothelzellen und Leukozyten
lose Bindungen, die bewirken, dass sich die Leukozyten langsam — was als rollen
beschrieben wird - entlang des Endothels bewegen. Durch Chemokine auf der
luminalen Seite des Endothels kommt es nun zur Aktivierung der Leukozyten,
woraufhin es durch leukozytéare Integrine vermittelt zum Anhalten der Leukozyten
kommt. Diese statischen Leukozyten migrieren nun entweder transzellular oder
parazellular durch das Endothel (Langer and Chavakis, 2009, Petri et al., 2008).



76

Die Oberflachenbeschaffenheit des eingebrachten Biomaterials hat groRen Einfluss
auf das Ausmald der Immunreaktion (Zhou and Groth, 2018). Durch die Anlagerung
von Fibrinogen und Komplementfragmenten aus dem Blutplasma an die Oberflache
von Biomaterialien kommt es uber Integrin-Rezeptoren vermittelt zur Adh&asion von
Leukozyten. Adharente Monozyten schitten dann Cytokine und Wachstumsfaktoren
aus, die die Anlagerung und die Aktivitat von anderen Zelltypen regulieren, was
letztlich die Grundlage fur die fibrovaskuldre Integration der eingebrachten
Biomaterialien darstellt, aber bei einer dysregulierten Aktivierung auch die Grundlage
einer AbstoRung bedingen kann (Keselowsky et al., 2007).

Der Anteil rollender und statischer Leukozyten an den Gesamtleukozyten bewegt sich
in der Kontrollgruppe am Beobachtungstag 7 auf ahnlichem Niveau wie an
Beobachtungstag 3. In der TSP-1-defizienten Gruppe gleicht sich der Anteil der
rollenden und statischen Leukozyten an Beobachtungstag 7 der Kontrollgruppe an. An
Beobachtungstag 10 sinkt der Anteil der rollenden und statischen Leukozyten an den
Gesamtleukozyten in beiden Versuchsgruppen deutlich ab. Dies lasst sich als
Abschwachung der Entziindungsreaktion in beiden Versuchsgruppen interpretieren.
Dass im Wildtyp im Vergleich zu TSP-1-defizienten Mausen die frihe
Entzindungsreaktion gesteigert ist, sich dann aber im Verlauf der
Entzindungsreaktion keine weiteren signifikanten Unterschiede mehr detektieren
lassen, lasst sich mit der in der Literatur berichteten Verknipfung der Expressionsrate
von TSP-1 mit Gewebeschaden in Korrelation setzen. So weist unbeschadigte Haut
nahezu kein TSP-1 auf. Die Expression von TSP-1 wird akut durch Gewebeschaden
induziert und fallt mit der abklingenden Entziindungsreaktion ab (Kyriakides and
MacLauchlan, 2009). Die Arbeitsgruppe um DiPietro berichtet, dass TSP-1
messenger-Ribonukleinsaure (MRNA) bereits 10 Tage nach Setzung einer dermalen
Wunde im Wundgebiet in Mausen nicht mehr detektierbar ist und dass ein wesentlicher
Anteil des im Wundbett nachgewiesenen TSP-1 von Makrophagen produziert wird. Die
Arbeitsgruppe zeigt ferner, dass die lokale Einbringung von TSP-1 Antisense-RNA —
wodurch eine Beeintrdchtigung der TSP-1 Synthese erreicht wird — ein Stérung der
Wundheilung hervorruft (DiPietro et al., 1996).

An Versuchstag 7 zeigt sich die Gesamtzahl der intravaskularen Leukozyten in den
TSP-1-defizienten Versuchstieren gegentber dem Wildtyp signifikant erhdht. Wie
oben ausgefihrt, zeigen sich mit Ausnahme von Versuchstag 3 jedoch keine
Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen hinsichtlich der statischen und
rollenden Leukozyten. Somit zeigt sich bei erhdhter Gesamtleukozytenzahl kein
Hinweis auf eine an Versuchstag 7 in den TSP-1-defizienten Tieren verstarkte
Leukozytenaktivierung. Die Beobachtung der erhohten Leukozytenzahl steht in
Einklang mit der Literatur hinsichtlich des Phanotyps von TSP-1 K.O.-Mausen. So
berichten Lawler et al., dass TSP-1-defiziente Mause signifikant erhdhte
Leukozytenzahlen im Vergleich zum Wildtyp aufweisen (Lawler et al., 1998). Diese
Erhohung der Zellzahl betrifft alle Leukozyten-Subpopulationen, wobei die Anzahl der
Monozyten und eosinophilen Granulozyten am starksten erhoht ist (Lawler et al.,
1998).

Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen nun auch die Relevanz, die endogenes TSP-1
in der Initierung der Immunreaktion bei der Einbringung eines alloplastischen
Fremdmaterials einnimmt.



77

7.1.3 Explorative Thrombozytentransfusion und Evaluation der
Thrombozyten-Endothelinteraktion

Sowohl das Verfahren der Katheterisierung der Vena jugularis als auch die Punktion
der Vena caudalis mediana stellen suffiziente Verfahren zur Thrombozytentransfusion
dar.

Die Katheterisierung der Vena jugularis bietet den Vorteil der genauen
Kontrollierbarkeit des applizierten Volumens und der exakten Regulationsméglichkeit
der Applikationsgeschwindigkeit. Zudem bietet sich der liegende Katheter auch zur
Applikation anderer Substanzen wie beispielsweise von Fluorophoren an. Nachteilig
ist die Erforderlichkeit der Narkosefuhrung, da diese die Thrombozytenaktivitat (Laux
and Seiffge, 1993) und die hamodynamischen Parameter beeinflusst (Menger et al.,
2002). Zudem ist die Einbringung des Katheters operationstechnisch anspruchsvoll
und die Verwendung im Kontext von Versuchsprotokollen, die Applikationen an
mehreren Tagen vorsehen, erscheint unter hygienischen, das Tierwohl betreffenden
und praktischen Gesichtspunkten nicht erstrebenswert.

Die Vena caudalis mediana stellt einen Standardzugangsweg zur intravendsen
Applikation dar, ist aber hinsichtlich der Quantifzierung der applizierten Menge
fehleranfallig (Groman and Reinhardt, 2004) und stellt daher ebenfalls Anforderungen
an die praktischen Fertigkeiten des Experimentators (Schoch et al., 2014). Dafur
Bedarf diese Applikationsform weder der Narkosefiihrung noch der lokalen
Anésthesie. Zudem lasst sich Gber den Einsatz von Hilfsmitteln wie Restrainer und
Warmelampe die Punktierbarkeit der Vene verbessern (Tsai et al., 2015).

Im Rahmen dieser Experimentation erfolgte die Thrombozytentransfusion
ausschliel3lich Uber die Vena caudalis mediana.

Die CFDA-SE markierten Thrombozyten lie3en sich 10min nach Applikation in den
TSP-1 K.O.-Mausen sowie in der Kontrollgruppe intravitalmikroskopisch darstellen.
Zudem  gelang in beiden  Versuchsgruppen der  Nachweis  von
Thrombozytenaggregaten, allerdings ohne dass eine quantitative Analyse zielfiihrend
erschien.

7.1.4 Dynamische Desintegrationskraft

Die dynamische Desintegrationskraft dient als Parameter der Beurteilung der
biomechanischen Integration von Implantaten, dem autorenibergreifend eine hohe
Aussagekraft zugemessen wird. Gleichwohl wird tUber eine hohe Fehleranfalligkeit und
eine grol3e Varianz der erhobenen Werte berichtet (Hessenauer et al., 2018, Hussain
et al., 2016, Reichel et al., 2015, Strieth, 2013).

Die im Versuch im Wildtyp gemessenen Werte unterscheiden sich nicht signifikant von
denen, die in den TSP-1-defizienten Mausen (n=3) ermittelt wurden. Allerdings hat
diese Beobachtung aufgrund der geringen Zahl an unbeanstandeten Messvorgangen
eine geringe Gultigkeit.

So konnten in der Experimentation mehrere Fehlerquellen identifiziert werden.
Beispielsweise kam es zur akzidentellen Subluxation des PPI-Implantats durch
ungewollte Kraftaustiibung bei der Fadenanbringung, was zu falsch-niedrigen
Messergebnissen fluhrte. Durch eine fehlerhafte Fadenanbringung, die eine
Beteiligung des Hautgewebes hervorrief, kam es zur Messung falsch-hoher Werte.
Ferner erwies sich die Absenkung des mechanischen Hubtisches als nur
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eingeschréankt geeignet, eine glatte Steigerungskurve der Zugkraft Gber die Zeit zu
reproduzierbar zu erzeugen.

Um die interne Validitat des Verfahrens zu verbessern, konnte die Vorlage einer
Schlaufe im Implantat vor dessen Einbringung in das Beobachtungsfeld sowie die
Verwendung eines hydraulischen Hubtisches hilfreich sein. Gleichwohl wiirde mit einer
vorgelegten Schlaufe ein zweites Fremdmaterial und damit ein zusatzlicher Stdrfaktor
in die Rickenhautkammer eingebracht.

7.2 Versuch 2: Hen’s egg test on chorioallantoic membrane

7.2.1 Gefal3parameter

Die zur Beurteilung der vaskuléren Netzwerke herangezogenen Parameter der fvd, der
Anzahl der GefalRverzweigungen sowie der Anzahl der Gefaliaste im Implantatlager
sind etablierte Parameter zur Angiogenese-Quantifizierung im CAM Assay (Miller et
al., 2004, Nowak-Sliwinska et al., 2014). Die als Positivkontrolle vorgesehene
Behandlung mit VEGF-A, das im CAM Assay in unterschiedlichen Versuchsprotokollen
vaskulare Parameter positiv beeinflusst (Rumney et al., 2019, Singh et al., 2012),
unterstreicht durch die signifikante Erhéhung der fvd gegentiber der Kontrollgruppe an
Beobachtungstag 10 die Tauglichkeit des Versuchsaufbaus. Zudem zeigen die
vergleichbaren Ergebnisse der NaCl-behandelten Versuchsgruppe und der
Kontrollgruppe, dass der als Storfaktor anzusehende Applikationsprozess, wenn
Uberhaupt nur geringe Auswirkung auf die Bildung vaskuldrer Netzwerke in
Implantatnéhe hat.

Mechanischen Kréfte, die in geringem Mal3e durch den Implantatkorper auf die CAM
wirken, férdern sowohl Intussuszeption als auch Vessel Sprouting in der CAM (Belle
et al., 2014). Da die Implantatkorper in den Versuchsgruppen einheitlich sind, tritt
dieser mechanisch induzierte Effekt in gleichem Mal3 in den einzelnen Gruppen auf.

Abbildung 48: CAM Assay: Einzelaufnahme
des Implantatrandes nach TRITC-Dextran-
Applikation an Versuchstag 10.

Die Aufnahme wurde nach intravendser
Applikation von TRITC-Dextran im CAM
Assay. Das abgebildete Implantat wurde mit
VEGF-A modifiziert. Die abgebildeten Gefalle
sind speichenartig zum Implantat ausgerichtet,
was auf eine proangiogene Stimulation
hinweist.

Bei der Interpretation der im CAM Assay beobachteten Veranderung der Angiogenese-
Parameter muss diskutiert werden, ob die von einigen Autoren beschriebenen und als
Hinweis auf einen proangiogenen Stimulus interpretierte speichenartige Ausrichtung
der vaskuldren Netzwerke nicht im Wesentlichen durch das Implantat bedingt sein
konnten und nur geringgradig durch die Art der Oberflachenmodifizierung. So
beschreiben Jakob et al. bereits 1978, dass die CAM auf unterschiedliche organische
und anorganische Materialien mit der Proliferation ektodermaler Zellen und
Fibroblasten sowie der Ausbildung von typischerweise speichenartig zum
Fremdmaterial hin orientierter vaskularer Netze reagiere (Jakob et al., 1978). Diese
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speichenartige Anordnung der Blutgefal3e sowie eine Steigerung der fvd, der Anzahl
der Gefallverzweigungen sowie der Gefal3aste wurde im Versuch in allen Gruppen
beobachtet. Dennoch waren trotz gleicher PPE-Implantate hinsichtlich funktioneller
Gefalldichte und der Anzahl an GefalRverzweigungen und Gefal3asten pro
Beobachtungsfeld signifikante Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen
messbar. Diese messbaren Unterschiede erlauben den Ruckschluss auf das
proangiogene respektive antiangiogene Potenzial der Oberflachenmodifizierungen.

Die Beobachtungen, dass die Applikation von TSP-1 im Vergleich zur Kontrollgruppe
keinen messbaren Einfluss auf die vaskularen Netzwerke im Implantatlager hat und
dass die Anzahl der Gefal3verzweigungen und Gefal3aste pro Flache in der VEGF-A
behandelten Versuchsgruppe sogar signifikant gegeniber der mit TSP-1 behandelten
Gruppe erhoht sind, lassen unterschiedliche Rickschlisse zu.

Ein Erklarungsansatz hierfur ist, dass das applizierte TSP-1 im CAM Assay endogene
Wachstumsfaktoren zu einem gewissen Mal3e antagonisieren konnte und somit deren
Aktivitatsentfaltung in Implantatndhe behindert. VEGF nimmt eine zentrale Bedeutung
in der embryonalen Vaskulo- und Angiogenese ein (Harry and Paleolog, 2003, Flamme
et al., 1995). Es ist gesichert, dass im CAM Assay hohe Konzentrationen des
Wachstumsfaktors intrinsisch vorliegen (Casanova et al., 2020). Iruela-Arispe et al.
untersuchten im CAM Assay den Einfluss von TSP-1 und von TSP-1 Subdomanen auf
die durch Wachstumsfaktoren stimulierte Angiogenese. Das vertikale GefalBwachstum
in ein mit VEGF und / oder FGF-2 angereichertes und auf die CAM aufgebrachtes
Kollagen-Gel Pellet, wurde durch TSP-1 um 35% reduziert. Wurde der Versuch ohne
Wachstumsfaktoranreicherung durchgeftihrt, konnte keine signifikante Reaktion durch
TSP-1 hervorgerufen werden (Iruela-Arispe et al., 1999). Im Tube formation assay
(TFA), einer in vitro-Methode zur Beurteilung angiogener Prozesse auf Zellebene,
reagieren Human mammary epithelial cells (HMEC) zeigt sich das proangiogene
Potenzial von VEGF durch die Ausbildung von Zellverbindungen zwischen den
einzelnen HMECs. Durch die Kombination von VEGF mit TSP-1 wird dieser Effekt
aufgehoben. Durch die alleinige Applikation von TSP-1 zeigt sich sogar ein
antiangiogener Effekt im TFA mit HMECs (Koch, 2012).

Dass TSP-1 auf verschiedenen Wegen mit VEGF und FGF-2 interagiert und diese
partiell auch antagonisiert, gilt als gesichert (Rusnati et al., 2010). Ferner kdnnte die
endogen im Rahmen der Embryonalentwicklung gesteigerte Konzentration
proangiogener Wachstumsfaktoren die Wirkung von TSP-1 auf das GefalRnetz der
CAM gewissermalien Uberdecken.

Ein weiterer Erklarungsansatz greift die HOhe der eingesetzten Dosierung auf.
Demnach kénnte die TSP-1 Dosis zu niedrig gewahlt sein, um einen messbaren Effekt
auf die Angiogenese im CAM Assay zu entfalten. Diesbezuglich ist anzumerken, dass
sich die gewahlte Zieldosis von 550ng TSP-1 an der Literatur orientiert und bewusst
aquimolar zur VEGF-A Dosis gewahlt wurde, die im Versuch eine signifikante
Steigerung der vaskularen Parameter bewirkt (BenEzra et al., 1993, Iruela-Arispe et
al., 1999).

Diskutiert werden sollte zudem, ob sich Form, Zeitpunkt und Art der Applikation des
TSP-1 nachteilig auf die Biomaterialintegration der PPE-Implantate ausgewirkt haben
kénnten. Die Plasma-Clearance von humanem TSP-1 folgt nach Switalska et al. einem
biphasischen exponentiellem Verlauf, sodass die half-life fast mit 29,9min und die half-
life slow mit 190min angegeben wird (Switalska et al., 1985). Dawes et al. berichten
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dagegen von einer Halbwertszeit von 9h in vivo (Dawes et al., 1983). Gleichwohl
ergeben sich fir die unterschiedlichen Spaltprodukte des Makromolektils nochmals
abweichende Werte. So liegt beispielsweise die biologische Halbwertszeit des anti-
angiogen-wirksamen Heptapeptid Fragments des second type-1 repeats von TSP-1
bei weniger als einer Minute (Haviv et al., 2005).

Die Oberflachenmodifizierung mittels TSP-1 wurde unmittelbar nach der Implantation
vorgenommen und es wurde auf wiederholte Applikationen verzichtet, um der
klinischen Praxis der Einbringung von alloplastischen Grafts (Buhr et al., 2020, Eckrich
et al., 2020) Rechnung zu tragen, in der wiederholte Applikationen in das Wundbett
und Implatatlager postoperativ nicht praktikabel erscheinen. Zudem ist die biologische
Halbwertszeit von VEGF-A, das im Versuch an Tag 10 die fvd im Implantatlager
signifikant steigerte, kirzer als die des TSP-1. Nach intraventser Applikation liegt sie
bei 13min und nach intraperitonealer Applikation bei 3,6h (Rennel et al., 2008).
Letztlich muss bedacht werden, dass sowohl TSP-1 als auch VEGF-A im Versuch
weder intravends noch intraperitoneal oder subkutan appliziert wurden. Somit |asst
sich die Konzentration der Wachstumsfaktoren tber die Zeit im Implantatkérper und
Implantatlager im CAM Assay nur bedingt tber die oben genannten Halbwertszeiten
abschatzen.

Die in den TSP-1-K.O.-Mausen in der DSC beobachtete und gegentber der
Kontrollgruppe eingeschréankte Vaskularisation der Implantatkdrper ist aufgrund der
umfassenden modulatorischen Eigenschaften von TSP-1 wahrscheinlich multifaktoriell
bedingt. Allerdings legt die beobachtete Einschrankung der initialen Phase der
Entzindungsreaktion in der TSP-1-defizienten Versuchsgruppe eine immunvermittelte
Genese der Unterschiede des Vaskularisationsmusters nahe.

Das im CAM Assay eingesetzte Huhnerei verfugt Gber ein unvollstandig ausgereiftes
Immunsystem. Erst nach Entwicklungstag 18 kann der Huhnerembryo als
immunkompetent angesehen werden. T-Zellen treten frilhestens ab dem 11.
Entwicklungstag auf, B-Zellen frihestens ab dem 12. Entwicklungstag und
funktionsfahige Makrophagen, die wie oben ausgefliihrt von besonderer Bedeutung in
der initialen Immunreaktion gegenuber einem Fremdkérper sind, sind ab dem 14.
Entwicklungstag nachweisbar (Mangir et al., 2019).

Uber eine Immunreaktion vermittelte proangiogene Prozesse sind daher im CAM
Assay aufgrund des entwicklungsbedingt unausgereiften Immunsystems nicht
homolog zum Mausmodell interpretierbar. Im Umkehrschluss allerdings untermauert
die gewonnene Erkenntnis einer ausbleibenden proangiogenen Wirkung einer
Oberflachenmodifizierung mit TSP-1 im CAM Assay die Vermutung, dass der Einfluss
von endogenem TSP-1 auf die vaskulare Integration vom Fremdmaterialien Gber das
Immunsystem vermittelt wird.

7.2.2 Qualitative Implantatintegration

Die qualititative Auswertung der Implantatintegration ergiebt keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen.

7.2.3 Versuchsgruppenanalyse

Eine spontane Luxation der PPE-Implantate trat unabhéngig von der Behandlung in
allen Gruppen in zwischen 41 und 44% der Versuchsobjekte auf und erscheint
dementsprechend unbeeinflusst durch die Art der Behandlung und auch unabhénigg
davon, ob eine Behandlung der Implantate vorgenommen wurde. Interessanterweise
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zeigen sich zwischen den Versuchsgruppen Unterschiede hinsichtlich der Haufigkeit
des Auftretens von Fibrosierung und der Haufigkeit des Absterbens der CAM. In der
Kontrollgruppe treten die meisten Ausfélle aufgrund eines Absterbens der CAM (43%)
und die wenigsten Ausfalle aufgrund einer Fibrosierung (4%) auf, wahrend in der TSP-
1-Gruppe im Vergleich die wenigsten Ausfalle durch ein Absterben der CAM auftraten
(24%) und prozentual die intensivste Fibrosierung der CAM (13%). Setzt man diese
Beobachtungen in Bezug zu den Ausfallzahlen der VEGF-A und NaCl-
Versuchsgruppe, so fallt auf, dass in diesen Fibrosierung in der VEGF-A-Gruppe mit
10% und in der NaCl-Gruppe mit 10% auftrat und somit prozentual ahnliche Werte wie
in der TSP-1-Gruppe (13%) liegen. Im Bezug auf die durch das Absterben der CAM-
bedingten Ausfalle liegt der prozentuale Anteil der Ausfalle in der NaCIl-Gruppe mit
27% ebenfalls in einem ahnlichen Bereich wie in der TSP-1-Gruppe (24%), wéhrend
der Anteil der VEGF-A-Gruppe mit 34% zwischen TSP-1-Gruppe und NaCl-Gruppe
einerseits und Kontrollgruppe (43%) andererseits liegt. Die Uberlebensraten liegen
damit Gber alle Versuchsgruppen in einem Bereich von 76 — 57%, was sich mit den in
der Literatur angegebenen Uberlebensraten deckt (Lokman et al., 2012). Festzuhalten
ist, dass es durch eine Oberflachenmodifizierung der eingebrachten PPE-Implantate
mit TSP-1 zu Kkeiner signifikanten Verschlechterung hinsichtlich Ausfall- und
Auswertbarkeit gekommen ist, was fir eine gute Vertraglichkeit des matrizellularen
Proteins spricht.

Um sicherzustellen, dass alle Versuchsgruppen vergleichbaren systemischen
Einflissen wie etwa wechselnden Aul3entemperaturen — welcher die Versuchsobjekte
beispielsweise im Rahmen der Uberfiihrung aus dem Bebriter zum Mikroskop
ausgesetzt sind — ausgesetzt sind, liefen die Versuchsdurchlaufe parallel.

7.3 Ausblick

An TSP-1 defizienten Mausen konnte gezeigt werden, dass in Abwesenheit von
endogenem TSP-1 die Biomaterialintegration von PPE-Implantaten beeintrachtigt
ablauft. Diese Beeintrachtigung zeigt sich an einer signifikant abgeschwachten frihen
Entzindungsreaktion und einer signifikant eingeschrankten Ausbildung vaskularer
Netzwerke im Implantat. Im CAM Assay zeigten sich zwar eine gute Vertraglichkeit
einer Oberflachenmodifikation mit TSP-1, aber es konnte kein Einfluss auf die
Vaskularisation des Implantatlagers nachgewiesen werden, wahrend sich durch eine
Oberflachenmodifizierung mit VEGF-A ein signifikant positiver Effekt in Form einer
Steigerung der funktionellen GefalRdichte im Implantatlager zeigt.

In Zusammenschau der Ergebnisse zeigt die reduzierte mikrovaskulare Integration der
Implantate in TSP-1-defizienten Mausen, dass in Anwesenheit eines funktionierenden
Immunsystems, TSP-1 Einfluss auf Neoangiogenese und mikrovaskulare Integration
ausubt. Signifikante Unterschiede hinsichtlich der Leukozyten-Endothelzellinteraktion
zu frihen Beobachtungszeitpunkten nach Implantateinbringung legen nahe, dass die
proangiogenen Einfliisse vor allem durch die frihe Immunreaktion vermittelt sind. Dies
wird ferner durch die Erkenntnis gestitzt, dass bei Immundefizienz kein gesteigerter
Einfluss von TSP-1 auf das Gefal3netz beobachtet werden konnte.

TSP-1 ist in diesem Sinne weder als rein angiogenesférdernder noch als rein
angiogenesehemmender Faktor einzuordnen. Die Biomaterialintegration muss als
multifaktorieller Prozess verstanden werden, in welchem Angiogenese, Inflammation,
Remodellierung und bindegewebige Integration in engem Wechselspiel miteinander
stehen. Die im Riuckenhautkammermodell gewonnen Erkenntnisse unterstreichen
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dabei die Bedeutung der Leukozytenaktivierung fur die Biomaterialintegration von
PPE-Implantaten. Sie deuten an, dass endogenes TSP-1 durch eine Férderung der
Leukozytenaktivierung die vaskulare Integration von PPE-Implantaten positiv
beeinflusst.

Die Verwendung von TSP-1 als kontextabhangigen Angiogenesemodulator zur
Oberflachenmodifizierung von PPE-Implantaten erscheint in Szenarien der plastisch-
rekonstruktiven Chirurgie zur Korrektur von Malignom bedingten Knochen- und
Knorpeldefekten im Kopf-Hals-Bereich interessant, aufgrund der in der Literatur
beschriebenen Antagonisierung der im Rahmen der Tumorangiogenese relevanten
Faktoren VEGF und FGF-2.
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8 Zusammenfassung

Durch Tissue Engineering konnte bereits tiber unterschiedliche Modifikationen in vitro
und in vivo gezeigt werden, dass sich die Biomaterialintegration von Implantaten aus
porosem Polyethylen (PPE) optimieren lasst. Besonders praktikabel erscheinen
Strategien, die eine Umhullung der Implantate mit bioaktiven Stoffen beinhalten.

Das matrizellulare Protein Thrombospondin-1 (TSP-1) wurde vor dem Hintergrund
seiner modulierenden Funktion in der Ausbildung vaskularer Netzwerke, seiner
unterschiedlichen  Beeinflussung der extrazellularen Matrix und seiner
immunmodulatorischen Eigenschaften auf seine Rolle bei der Biomaterialintegration
von PPE-Implantaten untersucht.

Mittels der Methode der transparenten Ruckenhautkammer, die ein etabliertes
Angiogenese-Modell darstellt und repetitive intravital-mikroskopische Beobachtung
zulasst, wurde der Prozess der Biomaterialintegration von PPE-Implantaten in
C57/BI6J (Kontrollgruppe) Mausen (n=8) im Vergleich mit TSP-17(Thbsl™wn/J)
Knockout Mausen (n=8) uber einen Zeitraum von 14 Tagen untersucht.

Um valide Ergebnisse zu erzielen, wurde noch ein zweites Angiogenesemodell — der
Hen’s egg test on chorioallantoic membrane (CAM Assay) - verwendet.

Es konnte gezeigt werden, dass in Abwesenheit von TSP-1 die Ausbildung vaskularer
Netzwerke im Rahmen der Biomaterialintegration von PPE-Implantaten hinsichtlich
der Zahl der GefaRRaste und Gefal3verzweigungen pro Flache im Implantatkorper an
Tag 14 und des Anstiegs der funktionellen GefaRdichte (fvd) im Implantat von Tag 10
auf Tag 14 signifikant beeintrachtigt ist. Ferner konnte gezeigt werden, dass die friihe
gegen den Fremdkdrper gerichtete Immunreaktion in Abwesenheit von TSP-1
schwacher ausfallt, was sich in einem signifikant erhohten Anteil der Fraktionen der
statischen Leukozyten und der rollenden Leukozyten an den intravaskularen
Leukozyten in der Kontrollgruppe an Beobachtungstag 3 ausdruickt.

Diese beiden Beobachtungen lassen den Schluss zu, dass endogenes TSP-1 die
Biomaterialintegration von PPE-Implantaten stimuliert. Daran anknipfend wurde die
Hypothese aufgestellt, dass eine Oberflachenmodifikation von PPE-Implantaten mit
TSP-1 die Biomaterialintegration gtinstig beeinflussen kénnte.

Im CAM Assay wurden zwei weitere Versuchsgruppen gebildet, in welchen eine
Oberflachenmodifizierung der PPE-Implantate entweder mit TSP-1 (n=20) oder
Vascular endothelial growth factor A (VEGF-A) (n=10) erfolgte. Zudem wurden zwei
Kontrollgruppen gebildet, die entweder mit 0,9% Kochsalzlosung (NaCl) (n=13)
modifiziert wurden oder unbehandelt blieben (n=7).

In allen Versuchsgruppen war eine proangiogene Reaktion auf die PPE-Implantate
nachweisbar. Eine Behandlung mit VEGF-A bewirkte eine signifikante Erh6hung der
fvd im Implantatlager gegenuber der Kontrollgruppe an Beobachtungstag 10.
Demgegeniber zeigte eine Behandlung mit TSP-1 keinen vergleichbaren Effekt, die
fvd entsprach weitgehend den in der mit 0,9% NaCl-Losung behandelten
Kontrollgruppe und den in der unbehandelten Kontrollgruppe gemessenen Werten. Die
gualitative Auswertung der Implantatintegration und die Ausfallanalysen der
Versuchsgruppen deuten eine gute Vertraglichkeit einer Oberflachenbeschichtung mit
TSP-1 an.
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Die Ergebnisse unterstreichen insgesamt die Bedeutung der initialen
Entztindungsreaktion fir die erfolgreiche Biomaterialintegration von PPE-Implantaten.
Zudem deuten sie an, dass endogenes TSP-1 in vivo Einfluss auf die
Leukozytenaktivierung in  der initialen Inflammationsreaktion  gegeniber
alloplastischen Fremdmaterialien nimmt.

Die ausgebliebene Stimulation der Angiogenese durch eine Oberflachenmodifizierung
mit TSP-1 im methodenimmanent immundefizienten CAM Assay veranschaulicht,
dass der zellular-vermittelten Immunitdt eine Schlisselrolle im Prozess der
Biomaterialintegration von PPE-Implantaten zukommen konnte. Aus der
Gesamtschau der Ergebnisse lasst sich ableiten, dass TSP-1 wahrscheinlich vor allem
Uber das Immunsystem vermittelt Einfluss auf die Implantatvaskularisation ausuibt.
Diese Effekte konnten langfristig im Feld des Tissue Engineering ausgenutzt werden,
gerade weil fur TSP-1 gleichzeitig eine Hemmung der Tumorangiogenese beschrieben
ist.
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Tabelle 3: DSC / Exemplarischer Dokumentationsbogen Tierversuch

99

Versuchstier BRI-283 OP erfolgreich? | Ja

Ohr Nr. C57BL/6
J

Datum der OP | 07.08.18

KG pra-OP [g] | 32

KG post-Op [+ | 33

Kammer]

Versuchstag -

1

Tier lebendig | Gewicht | Appl-Dos. | Dosis Auffalligkeiten | Bemerkunge
[a] Fluxinin Marbofloxacin ? n

[ml] [mi]

Ja 34 0,001 0,003 Nein

Versuchstag 0

Tier lebendig | Gewicht | Fluxinin Marbofloxacin Auffalligkeiten | Bemerkunge
[a] [ml] [ml] ? n

Ja 34 0,001 0,003 Nein

Polyethylen erfolgreich Ja

implantiert?

Versuchstag 1

Tier lebendig | Gewicht | Fluxinin Marbofloxacin Aufféalligkeiten | Bemerkunge
[a] [ml] [ml] ? n

Ja 31 0,001 0,003 Nein

Versuchstag 2

Tier lebendig | Gewicht | Fluxinin Marbofloxacin Auffalligkeiten | Bemerkunge
[a] [ml] [ml] ? n

Ja 32 0,001 0,003 Nein

Versuchstag 3

Tier lebendig | Gewicht | Fluxinin Marbofloxacin Aufféalligkeiten | Bemerkunge
[a] [ml] [ml] ? n

Ja 33 0,001 0,000 Nein

Versuchstag 4

Tier lebendig | Gewicht | Fluxinin Marbofloxacin Auffalligkeiten | Bemerkunge
[a] [ml] [ml] ? n

Ja 31 0,001 0,000 Nein
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Versuchstag 5

Tier lebendig | Gewicht | Fluxinin Marbofloxacin Auffalligkeiten | Bemerkunge
[0] [mi] [ml] ? n

Ja 31 0,001 0,000 Nein

Versuchstag 6

Tier lebendig | Gewicht | Fluxinin Marbofloxacin Auffalligkeiten | Bemerkunge
[0] [mi] [ml] ? n

Ja 30 0,001 0,000 Nein

Versuchstag 7

Tier lebendig | Gewicht | Fluxinin Marbofloxacin Auffalligkeiten | Bemerkunge
[0] [mi] [ml] ? n

Ja 33 0,001 0,000 Nein

Versuchstag 8

Tier lebendig | Gewicht | Fluxinin Marbofloxacin Auffalligkeiten | Bemerkunge
[0] [ml] [ml] ? n

Ja 31 0,001 0,000 Nein

Versuchstag 9

Tier lebendig | Gewicht | Fluxinin Marbofloxacin Aufféalligkeiten | Bemerkunge
[a] [ml] [ml] ? n

Ja 31 0,001 0,000 Nein

Versuchstag 10

Tier lebendig | Gewicht | Fluxinin Marbofloxacin Aufféalligkeiten | Bemerkunge
[a] [ml] [ml] ? n

Ja 32 0,001 0,000 Nein

Versuchstag 11

Tier lebendig | Gewicht | Fluxinin Marbofloxacin Aufféalligkeiten | Bemerkunge
[0] [ml] [ml] ? n

Ja 31 0,001 0,000 Nein

Versuchstag 12

Tier lebendig | Gewicht | Fluxinin Marbofloxacin Auffalligkeiten | Bemerkunge
[a] [ml] [ml] ? n

Ja 31 0,001 0,000 Nein

Versuchstag 13
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Tier lebendig | Gewicht | Fluxinin Marbofloxacin Auffalligkeiten | Bemerkunge
[a] [ml] [ml] ? n

Ja 31 0,001 0,000 Nein

Versuchstag 14

Tier lebendig | Gewicht | Fluxinin Marbofloxacin Auffalligkeiten | Bemerkunge
[0] [ml] [ml] ? n

Ja 32 0,001 0,000 Nein

Gewichtsverlust im Ja Versuch Ja

Rahmen des Versuches < erfolgreich?

20%

Tier nach Ja Totungsmethod | Terminale

Versuchsende e Sedierung +

getotet? zervikale

Dislokation

Tabelle 4: DSC / TSP-1-K.O. / funktionelle Gefalidichte im Implantat

TSP-1 -/-

Versuchstier Tag 10 fvd [mm™] Tag 12 fvd [mm™] Tag 14 fvd [mm™]
WAL-2445 0 0,08 0,04
WAL-2514 0,01 0,04 0,32
WAL-2519 0 0,05 0,24
WAL-2555 0 0,08 0,37
WAL-2572 0 0 0,31
WAL-2573 1,46 2,50 3,82
WAL-2521 0,47 1,32 1,01
WAL-2541 0 0 0

Tabelle 5: DSC / Wildtyp / funktionelle GefalRdichte im Implantat

WT
Versuchstier Tag 10 fvd [mm™] Tag 12 fvd [mm™] Tag 14 fvd [mm™]
BRI-223 0,06 0,29 0,99
BRI-225 2,34 4,70 4,79
BRI-244 0 0 0,22
BRI-252 0,16 0,41 2,85
BRI-254 0,15 1,21 2,09
BRI-283 0,11 0,33 0,95
BRI-284 0,17 0,29 0,71
BRI-288 1,26 2,04 2,81




Tabelle 6: DSC / TSP-1-K.O. / GefalRverzweigungen und GefalRaste im Implantat

102

TSP-1 -/-

5 |- 5 |- 5 |-

g | g a g o

5o |ge 52 |8 52 | 8¢
, 258 | 22 (38 22 |33
b= 3c8 | O® S OB T O
S S€¢§ |25 |S¢5 |9§ Se5 |35
5 22| RF |R3F | 2% g2 | BE
> O X == O X == O XL = =
WAL-2445 0 0 3,66 9,75 0 1,22
WAL-2514 0 0,93 0 1,83 8,14 23,51
WAL-2519 0 0 2,31 6,92 6,40 18,14
WAL-2555 0 0 0 3,37 1,25 7,51
WAL-2572 0 0 0 0 3,95 12,64
WAL-2573 35,90 78,40 70,96 161,63 87,08 178,08
WAL-2521 6,58 20,48 30,19 79,15 28,12 65,61
WAL-2541 0 0 0 0 0 0

Tabelle 7: DSC / Wildtyp / GefalRverzweigungen und Gefal3aste im Implantat

WT
= = =
(D) ~ ] -~ Q -~
= o < o & Q
52| ge 52 |Se 52 | 8o
Qc © O ) © O QG QO
ks RS |58 RS o RS DS
z ocg | O o (O o 0w
) o€ | o€ N 2T N E <t 2 € < €
> — c&ts S | 9 & — % a —A & - c&U < —A &
5 S22 |88 |R3g |®% g2 | BE
> ~O0E | FE ~oE ~ E ~oE ~ E
BRI-223 | 2,26 5,27 10,08 20,88 47,59 96,69
BRI-225 49,64 115,43 168,433694 326,96 228,28 483,74
BRI-244 0 0 0 0 3,44 10,31
BRI-252 0 4,92 6,69 17,56 114,43 260,70
BRI-254 2,08 8,32 18,06 43,48 79,62 177,97
BRI-283 0,66 3,32 451 17,30 21,03 55,58
BRI-284 3,87 15,49 9,64 27,00 12,49 41,04
BRI-288 41,36 100,21 52,93 121,66 53,16 134,66

Tabelle 8: DSC / TSP-1-K.O. / funktionelle Gefal3dichte im Implantatlager

TSP-1 /-
Versuchstier | Tag 3 fvd [mm™?] | Tag 7 fvd [mm™] | Tag 10 fvd [mm™]
WAL-2445 6,21 6,33 7,12




WAL-2514 5,60 5,66 5,85
WAL-2519 4,25 6,31 7,63
WAL-2555 3,86 4,61 5,68
WAL-2572 3,42 5,00 5,98
WAL-2573 591 7,94 6,22
WAL-2521 6,30 7,31 7,85
WAL-2541 5,17 7,19 7,78

Tabelle 9: DSC / Wildtyp / funktionelle Gefal3dichte im Implantatlager

WT
Versuchstier | Tag 3 fvd [mm™] | Tag 7 fvd [mm™] | Tag 10 fvd [mm™]
BRI-223 7,86 8,78 9,36
BRI-225 4,36 9,81 12,48
BRI-244 3,26 4,80 8,59
BRI-252 5,22 6,94 8,76
BRI-254 8,06 11,94 9,67
BRI-283 2,99 3,45 4,31
BRI-284 5,80 4,16 3,80
BRI-288 3,56 4,34 6,33

Tabelle 10: DSC / TSP-1-K.O. / GefalRverzweigungen und Gefal3aste im

Implantatlager
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TSP-1 -/-

= = =

(O] ] (]

2 s | & s | & 5

> x > x > x
o ‘O c ‘O c ‘O c
ko) = ~ = ~ = ~
% N & N = N =
) ToXL S SO 30 ToX S
> O c O O c O O c O
WAL-2445 18,75 34,25 18,38 34,25 25,13 47,38
WAL-2514 12,2 25,4 13,8 27,4 15 29,8
WAL-2519 7,75 16,25 21,25 41,5 28,75 54
WAL-2555 6,5 14,83 9,33 19,83 14,67 28,17
WAL-2572 6 12,9 13,8 26,9 18,9 37
WAL-2573 13 26,5 28,5 54,5 16,5 37
WAL-2521 15,33 31,17 21,33 42 24,67 48
WAL-2541 9,67 19,58 19,33 36,5 23,75 43,75

Tabelle 11: DSC / Wildtyp / Gefal3verzweigungen und GefalRaste im Implantatlager

WT
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O O 0

T T x

[ e c

= = =

() —~ (] )

2 o) = 5 g 5

> o -] x - x

=) =4 =) v =) x
— (5] -~ (] c () [
5 S S = = = =
c :cu H H
S 3 wE | ~3 ~S |98 S
5 2% 28 | 2% 2% | 8% 2%
> O = O O O O O
BRI-223 30,67 54,67 36,17 64,67 37,83 68,5
BRI-225 9,43 19,57 46,29 80,86 64,29 109,14
BRI-244 2,38 5,75 8,5 16,5 29,5 52,5
BRI-252 10,89 23 22,44 41,56 38,56 66,78
BRI-254 30,91 57,09 60,64 104,82 40,91 72,09
BRI-283 4.4 10,1 4,2 10,2 6,4 14,9
BRI-284 15,75 29,75 8 17,5 6,75 14,25
BRI-288 6,67 27,33 9,5 38 22,83 87,33

Tabelle 12: DSC / TSP-1-K.O. / Leukozyten-Endothelinteraktion an Versuchstag 3

TSP-
1-/-
g e B o
S S 0 O = ) °
izl E3 &g : :
5 2| g 3 & g
g b 3 £3 =7 3 g
° — - o < =)
8 | 5 >
)

Tag 3 0 13 9 33 29

Tag 3 4 4 41 84 28

Tag 3 1 21 78 277 29

Tag 3 0 0 31 91 28

Tag 3 3 14 29 56 28

Tag 3 0 0 39 37 28

Tag 3 0 0 20 56 27

Tag 3 0 2 8 48 26

Tag 3 5 4 14 46 28

Tag 3 2 6 66 61 28

Tag 3 0 0 29 64 28

Tag 3 2 5 27 88 31

Tag 3 0 2 26 37 29

Tag 3 0 5 32 142 28
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Tag 3 0 4 19 43 32
Tag 3 1 20 79 202 26
Tag 3 2 22 64 161 28
Tag 3 2 28 54 218 27
Tag 3 5 7 72 139 28
Tag 3 2 7 86 103 28
Tag 3 2 19 79 154 28
Tag 3 0 7 72 50 28
Tag 3 4 11 53 41 28
Tag 3 3 7 71 183 28
Tag 3 0 0 40 63 28
Tag 3 0 0 37 57 28
Tag 3 1 0 36 78 28
Tag 3 0 1 47 75 29
Tag 3 1 9 35 93 29
Tag 3 0 1 22 45 28
Tag 3 0 0 50 62 28
Tag 3 0 1 38 53 28
Tag 3 0 0 21 20 28
Tag 3 0 0 51 52 28
Tag 3 0 4 51 35 28
Tag 3 0 0 67 63 28
Tag 3 0 0 47 70 28
Tag 3 0 0 55 57 27

Tabelle 13: DSC / TSP-1-K.O. / Leukozyten-Endothelinteraktion an Versuchstag 7

TSP-1 -/-
=3
o =1
g =
5 £ g @
f% SR S 3 5 3
o] R-Lan~7 QO X 4 H} (O]
5 S 3 S 3 = ko z
m N Y a0 ) >
Tag 7 3 13 33 69 28
Tag 7 4 6 29 79 26
Tag 7 3 15 30 86 30
Tag 7 2 1 31 56 28
Tag 7 1 1 26 36 28
Tag 7 6 4 41 54 28
Tag 7 0 5 17 45 28
Tag 7 0 2 18 40 28
Tag 7 0 1 33 54 28
Tag 7 5 0 55 70 28
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Tag 7 0 0 18 42 29
Tag 7 3 5 19 150 28
Tag 7 0 3 15 41 31
Tag 7 2 27 49 256 29
Tag 7 3 22 107 150 30
Tag 7 1 44 98 220 35
Tag 7 0 7 55 141 31
Tag 7 4 33 74 78 28
Tag 7 10 5 34 170 28
Tag 7 4 18 48 49 28
Tag 7 1 0 40 60 28
Tag 7 9 3 13 264 12
Tag 7 0 4 44 81 29
Tag 7 2 5 37 64 28
Tag 7 8 1 66 64 28
Tag 7 0 0 55 52 28
Tag 7 4 1 39 65 28
Tag 7 1 22 31 43 28
Tag 7 0 6 30 46 29
Tag 7 0 2 38 87 28
Tag 7 2 1 18 a7 28
Tag 7 0 0 49 52 29
Tag 7 0 3 25 58 29
Tag 7 1 11 33 61 29
Tag 7 0 2 30 80 28
Tag 7 0 0 53 43 28

Tabelle 14: DSC / TSP-1-K.O. / Leukozyten-Endothelinteraktion an Versuchtstag 10

TSP-1 -/-
5 5 £ =
) I3 s = =1
IS o o » =
2 E e E g @
S 4 Q9 c 2 )
= - [} S >
= Q [ =, 8 c
S 5 = S 3 5
o s S 2 5 S
[a4] n o | Q p
Tag 10 3 7 32 81 28
Tag 10 2 0 38 88 30
Tag 10 3 11 41 85 48
Tag 10 0 1 9 57 19
Tag 10 0 0 9 39 19
Tag 10 0 1 19 54 19
Tag 10 0 0 11 44 19
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Tag 10 0 0 18 52 19
Tag 10 0 0 21 77 19
Tag 10 0 0 12 62 19
Tag 10 0 0 15 42 33
Tag 10 2 3 36 145 28
Tag 10 0 0 19 44 31
Tag 10 0 2 20 252 28
Tag 10 0 0 7 140 29
Tag 10 0 4 31 254 29
Tag 10 0 0 27 144 28
Tag 10 2 6 51 63 28
Tag 10 2 6 42 46 28
Tag 10 0 0 27 47 28
Tag 10 0 2 17 132 30
Tag 10 0 0 24 65 19
Tag 10 6 0 61 40 19
Tag 10 2 0 23 47 19
Tag 10 0 2 20 76 19
Tag 10 4 21 30 59 19
Tag 10 0 0 25 51 19
Tag 10 1 4 15 108 28
Tag 10 2 2 11 64 28
Tag 10 0 0 33 50 30
Tag 10 2 0 30 71 31
Tag 10 4 12 31 64 28
Tag 10 0 0 40 60 28
Tag 10 0 0 44 68 29

Tabelle 15: DSC / Wildtyp / Leukozyten-Endothelinteraktion an Versuchstag 3

WT
2 g
g 25 | o5 £ 5 2
£ £ | g% gc i S
> n N N > O _C
& < = S S 2w % 3
o n o o > 2 °
o — — Q G =2
8 - Hq_) >
O
Tag 3 1 7 16 36 28
Tag 3 2 12 33 97 28
Tag 3 1 6 108 130 28
Tag 3 1 0 11 40 28
Tag 3 1 1 71 139 28
Tag 3 2 0 68 46 29
Tag 3 16 33 31 39 28
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Tag 3 0 0 66 51 28
Tag 3 4 22 35 127 29
Tag 3 4 15 36 182 28
Tag 3 7 13 41 138 29
Tag 3 0 5 6 36 28
Tag 3 1 0 32 44 29
Tag 3 5 17 30 60 28
Tag 3 1 1 59 95 28
Tag 3 0 3 5 56 28
Tag 3 5 8 11 59 28
Tag 3 2 9 16 41 28
Tag 3 3 0 85 86 28

Tabelle 16: DSC / Wildtyp / Leukozyten-Endothelinteraktion an Versuchstag 7

WT
g g 5 E

g |8 S 3 =

% E E = g )

s |4 3 5 = 3

= ) () 14 8 c

2 E g 3 3 2

2 = 2 = £ 3

e & 2 9 O S

Tag 7 4 7 14 97 28
Tag 7 2 5 11 131 28
Tag 7 1 4 14 40 28
Tag 7 1 3 23 118 28
Tag 7 9 12 31 47 29
Tag 7 0 2 34 39 28
Tag 7 1 12 42 44 28
Tag 7 0 2 31 150 28
Tag 7 0 0 25 177 28
Tag 7 1 2 74 187 29
Tag 7 1 0 17 36 28
Tag 7 1 6 22 131 28
Tag 7 0 0 11 61 28
Tag 7 4 9 5 62 28
Tag 7 2 11 22 137 28
Tag 7 1 0 17 108 28
Tag 7 1 7 25 48 34
Tag 7 0 5 22 64 28
Tag 7 0 0 51 76 28




Tabelle 17: DSC / Wildtyp / Leukozyten-Endothelinteraktion an Versuchstag 10
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WT

5 : e =
I S S ? =
2 E E = 5 @
c <] ) = (<5}
5 - — [ = oy
< 2 ) = 8 c
- g 3 2
g g g E E g

@ 3 5 ko)
& & & 3 o) S
Tag 10 0 2 8 40 28
Tag 10 0 0 8 88 28
Tag 10 0 0 32 26 29
Tag 10 6 0 21 41 28
Tag 10 0 0 40 26 29
Tag 10 0 0 7 181 19
Tag 10 0 0 30 228 28
Tag 10 0 1 32 145 28
Tag 10 0 1 14 33 28
Tag 10 0 0 17 137 28
Tag 10 0 0 13 46 28
Tag 10 1 4 22 36 28
Tag 10 0 4 12 97 28
Tag 10 9 12 16 40 28
Tag 10 2 1 36 71 30
Tag 10 0 0 51 54 28

Tabelle 18: DSC / TSP-1-K.O. / Dynamische Desintegrationskraft

TSP-1 -/-

Versuchstier cN / mm? Videolange [s]
WAL-2464 0,24 33
WAL-2501 0,33 83
WAL-2519 0,29 54

Tabelle 19: DSC / Versuchsgruppenanalyse

WT Histologische TSP-1-/- | Histologische
Fixierung Fixierung
BRI-223 Ja WAL-2445 | Ja
BRI-225 Ja WAL-2464 | Ja
BRI-227 Ja WAL-2501 | Ja
BRI-229 Ja WAL-2514 | Ja
BRI-230 Ja WAL-2519 | Ja
BRI-242 Nein WAL-2521 | Ja
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BRI-243 Nein WAL-2533 | Ja
BRI-244 Nein WAL-2535 | Nein
BRI-245 Nein WAL-2541 | Nein
BRI-246 Nein WAL-2555 | Ja
BRI-247 Nein WAL-2571 | Ja
BRI-248 Ja WAL-2572 | Ja
BRI-249 Nein WAL-2573 | Ja
BRI-252 Ja WAL-2574 | Ja
BRI-253 Ja
BRI-254 Ja
BRI-273 Ja
BRI-279 Ja
BRI-283 Ja
BRI-284 Ja
BRI-288 Ja
BRI-289 Ja
Anzahl 22 14
Auswertbar 8 8
Auswertbarkeit [%] 36% 57%




CAM Assay:
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Tabelle 20: CAM Assay / TSP-1 / funktionelle Gefalidichte, Gefal3verzweigungen und

Gefallaste im Implantatlager an Versuchstag 7

TSP-1 - Tag
7
Ei Gefaldlange Flache der fvd Gefaldver- Gefal3-
[um] ROI [um?] zweigungen aste
T-51 5930 1004773 0,005902101 11 28
T-55 5682 1003974 0,005659294 15 34
T-59 6406 1002067 0,006392982 20 45
T-61 7866 1005692 0,007821028 30 63
T-62 9445 1002505 0,009421561 37 78
T-77 10190 1005209 0,010137189 40 78
T-79 8838 1002166 0,008818452 43 103
T-82 9322 1004876 0,009276925 35 77
T-86 8410 1006115 0,008359133 38 73
T-87 8739 1003167 0,008711075 33 74
T-89 12696 1003206 0,01265509 61 129
T-90 7921 1004682 0,007883849 28 62
T-63 17818 1005704 0,017716855 141 242
T-68 12849 1004820 0,012787733 88 155
T-1 7005 1005096 0,006969509
(10.09.19) 36 68
T-3 11040 1002214 0,01101555
(10.09.19) 59 115
T-15 12916 1003655 0,012868835
(10.09.19) 86 165
T-25 11476 1003426 0,011436754
(10.09.19) 51 101
T-26 9580 1002611 0,009554741
(10.09.19) 48 102
T-18 17968 1006568 0,017851041
(30.07.19) 153 271

Tabelle 21: CAM Assay / TSP-1 / funktionelle Gefalidichte, Gefal3verzweigungen und
GefalRaste im Implantatlager an Versuchstag 10

TSP-1 - Tag
10
Ei Gefallange [um] Flache der fvd Gefalver- Gefal3-
ROI [um?] zweigungen aste
T-51 11761 1002611 0,011730054 53 105
T-55 10548 1004820 0,010497273 48 93
T-59 11102 1002067 0,01107894 56 112
T-61 12417 1004497 0,012361614 59 124
T-62 16281 1002373 0,016242705 62 116
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T-77 15681 1006326 | 0,015582396 70 137
T-79 12823 1005795 | 0,012749302 74 149
T-82 12478 1002792 | 0,012443193 71 145
T-86 10565 1003789 | 0,010525245 45 90
T-87 12908 1005209 | 0,012841176 94 179
T-89 14479 1004393 | 0,014415341 76 132
T-90 14576 1005636 | 0,014494101 99 185
T-63 15030 1003720 | 0,014974338 89 169
T-68 17085 1005209 | 0,016996008 107 211
T-1 10577 1003116 | 0,010544024

(10.09.19) 70 135
T-3 11193 1005636 | 0,011130096

(10.09.19) 51 112
T-15 12092 1003310 | 0,01205181

(10.09.19) 58 116
T-25 18423 1003426 | 0,018359898

(10.09.19) 119 214
T-26 15280 1002235 | 0,015245458

(10.09.19) 118 220
T-18 14362 1003543 | 0,014311258

(30.07.19) 122 222

Tabelle 22: CAM Assay / VEGF-A / funktionelle GefaRdichte, Gefaliverzweigungen
und Gefallaste im Implantatlager an Versuchstag 7

VEGF-A -
Tag 7
Ei Gefadlange [um] Flache der fvd Gefaliver- GefaR-
ROI [um?] zweigungen aste
V-95 9318 1004909 0,009272546 31 65
V-97 7635 1003375 0,007609175 36 73
V-107 11657 1004112 0,011608894 55 110
V-116 9368 1005843 0,00931367 41 75
V-122 10834 1005286 0,010777148 53 126
V-126 10885 1005498 0,010825464 52 102
V-9 14171 1003098 0,014127012
(10.09.19) 74 136
V-9 19060 1003823 0,018987493
(30.07.19) 120 223
V-15 19715 1001719 0,019681144
(30.07.19) 176 320
V-20 15300 1003772 0,015242617
(30.07.19) 95 157

Tabelle 23: CAM Assay / VEGF-A / funktionelle GefaRRdichte, Gefallverzweigungen
und Gefal3aste im Implantatlager an Versuchstag 10

VEGF-A -
Tag 10
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Ei Gefallangen Flache der fvd Gefalver- Gefal3-
[um] ROI [um?] zweigungen aste
V-95 16382 1004909 0,016302463 99 177
V-97 9347 1002235 0,009326091 29 58
V-107 16681 1004941 0,016599036 105 189
V-116 17284 1005079 0,017197086 108 198
V-122 14267 1004773 0,014199193 82 155
V-126 15962 1004345 0,015892737 77 150
V-9 19494 1005032 0,019396791
(10.09.19) 166 286
V-9 26780 1002662 0,026709215
(30.07.19) 280 481
V-15 28824 1005135 0,028676739
(30.07.19) 313 528
V-20 18501 1004786 0,018412598
(30.07.19) 139 244

Tabelle 24: CAM Assay / NaCl / funktionelle Gefal3dichte, Gefal3verzweigungen und

Gefallaste im Implantatlager an Versuchstag 7

NaCl - Tag
7
Ei Gefallangen Flache der fvd Gefaliver- GefaR-
[um] ROI [um?] zweigungen aste

N-17 11376 1003655 0,011334339 46 88
N-19 9888 1004134 0,00984693 33 73
N-26 9311 1003655 0,009276672 38 76
N-28 12584 1005895 0,012510275 73 160
N-38 10559 1005511 0,010500986 76 157
N-40 8217 1004773 0,008177671 28 57
N-41 12137 1003448 0,012095148 60 112
N-43 15810 1003012 0,015762794 116 218
N-44 11875 1002598 0,011844159 52 101
N-47 8314 1005187 0,00827107 45 93
N-2 17105 1005450 0,017011846

(10.09.19) 125 214
N-14 17582 1005795 0,017480725

(10.09.19) 100 192
N-20 14692 1003931 0,014634316

(10.09.19) 84 162

Tabelle 25: CAM Assay / NaCl / funktionelle Gefal3dichte, GefalRverzweigungen und
GefalRaste im Implantatlager an Versuchstag 10

NaCl - Tag
10
Ei GefalRlangen Flache der fvd GefalRver- Gefal-
[um] ROI [um?] zweigungen aste
N-17 15058 1002235 0,015024249 86 156
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N-19 10579 1004665 0,010530232 42 87
N-26 11222 1004773 0,011168849 53 112
N-28 13582 1005795 0,013504102 66 124
N-38 12135 1003655 0,012091085 88 152
N-40 12084 1004820 0,012025596 37 76
N-41 15570 1002205 0,015535775 105 198
N-43 16093 1005187 0,016009752 119 230
N-44 16241 1004807 0,016162954 87 168
N-47 13196 1004665 0,013134818 70 159
N-2 24111 1003012 0,02403863

(10.09.19) 234 404
N-14 23890 1004665 0,023779563

(10.09.19) 213 362
N-20 16975 1003655 0,016913541

(10.09.19) 125 211

Tabelle 26: CAM Assay / Kontrollgruppe / funktionelle GefaRRdichte,
Gefallverzweigungen und GefalRaste im Implantatlager an Versuchstag 7

Kontrollgruppe - Tag 7
Ei Gefallangen Flache der fvd GefalRver- Gefal3-
[um] ROI [um?] zweigungen aste
K-3 13721 1005912 0,013639905
(16.09.19) 68 128
K-4 11171 1004941 0,011116494
(16.09.19) 56 116
K-7 9861 1003892 0,009823131
(16.09.19) 47 99
K-11 9790 1004807 0,009743295
(16.09.19) 47 96
K-3 10934 1006244 0,010865794
(16.07.19) 55 121
K-4 10317 1005014 0,010265206
(16.07.19) 54 104
K-4 10843 1005286 0,010785544
(30.07.19) 39 83
Tabelle 27: CAM Assay / Kontrollgruppe / funktionelle Gefal3dichte,
Gefallverzweigungen und GefalRaste im Implantatlager an Versuchstag 10
Kontrollgruppe
Tag 10
Ei Gefalllangen Flache der fvd Gefalver- | Gefal-
[um] ROI [um?] zweigungen | aste
K-3(16.09.19) 17590 1004682 0,01750833 120 210
K-4 (16.09.19) 12511 1006063 0,01243599 84 162
K-7 (16.09.19) 14140 1003892 0,014085044 91 161
K-11 12473 1005511 0,01240433
(16.09.19) 60 119
K-3(16.07.19) 14308 1006220 0,014219685 43 93
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K-4 (16.07.19)

11918

1005895

0,011847728 57

115

K-4 (30.07.19)

14985

1004393

0,014919096

79

148

Tabelle 28: CAM Assay / TSP-1 / Versuchsgruppenanalyse

TSP-1
Lfd. Ei-Nr. Auswertbarkeit | Grund des | Tag des Histologische
Nr. (Charge) Ausfalls Ausfalls Fixierung
1 T-51 Ja Ja
(16.09.19)
2 T-55 Ja Ja
(16.09.19)
3 T-59 Ja Ja
(16.09.19)
4 T-61 Ja Ja
(16.09.19)
5 T-62 Ja Ja
(16.09.19)
6 T-77 Ja Ja
(16.09.19)
7 T-79 Ja Ja
(16.09.19)
8 T-82 Ja Ja
(16.09.19)
9 T-86 Ja Ja
(16.09.19)
10 T-87 Ja Ja
(16.09.19)
11 T-89 Ja Ja
(16.09.19)
12 T-90 Ja Ja
(16.09.19)
13 T-63 Ja Ja
(16.09.19)
14 T-68 Ja Ja
(16.09.19)
15 T-1 Ja Ja
(10.09.19)
16 T-3 Ja Ja
(10.09.19)
17 T-15 Ja Ja
(10.09.19)
18 T-25 Ja Ja
(10.09.19)
19 T-26 Ja Ja
(10.09.19)
20 T-18 Ja Ja
(30.07.19)
21 T-1 Nein fibrosiert 10 Ja
(30.07.19)
22 T-2 Nein PPE 7 Nein
(30.07.19) luxiert




23 T-3 Nein tot 1 Nein
(30.07.19)

24 T-4 Nein tot 2 Nein
(30.07.19)

25 T-5 Nein fibrosiert 10 Ja
(30.07.19)

26 T-6 Nein PPE 3 Nein
(30.07.19) luxiert

27 T-7 Nein PPE 3 Nein
(30.07.19) luxiert

28 T-8 Nein PPE 7 Nein
(30.07.19) luxiert

29 T-9 Nein PPE 3 Nein
(30.07.19) luxiert

30 T-10 Nein tot 6 Nein
(30.07.19)

31 T-11 Nein PPE 7 Nein
(30.07.19) luxiert

32 T-12 Nein PPE 3 Nein
(30.07.19) luxiert

33 T-13 Nein tot 1 Nein
(30.07.19)

34 T-14 Nein PPE 3 Nein
(30.07.19) luxiert

35 T-15 Nein tot 6 Nein
(30.07.19)

36 T-16 Nein tot 6 Nein
(30.07.19)

37 T-17 Nein tot 1 Nein
(30.07.19)

38 T-19 Nein tot 1 Nein
(30.07.19)

39 T-52 Nein PPE 3 Nein
(16.09.19) luxiert

40 T-53 Nein PPE 3 Nein
(16.09.19) luxiert

41 T-54 Nein PPE 3 Nein
(16.09.19) luxiert

42 T-56 Nein fibrosiert 10 Ja
(16.09.19)

43 T-57 Nein PPE 3 Nein
(16.09.19) luxiert

44 T-58 Nein tot 7 Nein
(16.09.19)

45 T-60 Nein PPE 3 Nein
(16.09.19) luxiert

46 T-64 Nein tot 10 Nein
(16.09.19)

47 T-65 Nein tot 3 Nein
(16.09.19)

48 T-66 Nein PPE 3 Nein
(16.09.19) luxiert

49 T-67 Nein PPE 3 Nein
(16.09.19) luxiert

50 T-69 Nein PPE 3 Nein
(16.09.19) luxiert
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51 T-70 Nein PPE 3 Nein
(16.09.19) luxiert

52 T-71 Nein PPE 3 Nein
(16.09.19) luxiert

53 T-72 Nein PPE 3 Nein
(16.09.19) luxiert

54 T-73 Nein PPE 3 Nein
(16.09.19) luxiert

55 T-74 Nein PPE 3 Nein
(16.09.19) luxiert

56 T-75 Nein tot 3 Nein
(16.09.19)

57 T-76 Nein PPE 3 Nein
(16.09.19) luxiert

58 T-78 Nein PPE 3 Nein
(16.09.19) luxiert

59 T-80 Nein fibrosiert 10 Ja
(16.09.19)

60 T-81 Nein PPE 3 Nein
(16.09.19) luxiert

61 T-83 Nein tot 7 Nein
(16.09.19)

62 T-84 Nein PPE 3 Nein
(16.09.19) luxiert

63 T-85 Nein PPE 3 Nein
(16.09.19) luxiert

64 T-88 Nein PPE 10 Nein
(16.09.19) luxiert

65 T-91 Nein tot 3 Nein
(16.09.19)

66 T-92 Nein fibrosiert 10 Nein
(16.09.19)

67 T-93 Nein PPE 7 Nein
(16.09.19) luxiert

68 T-94 Nein fibrosiert 10 Nein
(16.09.19)

69 T-2 Nein PPE 3 Nein
(10.09.19) luxiert

70 T-4 Nein tot 3 Nein
(10.09.19)

71 T-5 Nein tot 1 Nein
(10.09.19)

72 T-6 Nein fibrosiert 10 Ja
(10.09.19)

73 T-7 Nein fibrosiert 10 Ja
(10.09.19)

74 T-8 Nein tot 1 Nein
(10.09.19)

75 T-9 Nein PPE 1 Nein
(10.09.19) luxiert

76 T-10 Nein tot 4 Nein
(10.09.19)

77 T-11 Nein fibrosiert 10 Ja
(10.09.19)

78 T-12 Nein PPE 7 Nein
(10.09.19) luxiert
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79 T-13 Nein tot 3 Nein
(10.09.19)

80 T-14 Nein PPE 10 Ja
(10.09.19) luxiert

81 T-16 Nein PPE 1 Ja
(10.09.19) luxiert

82 T-17 Nein tot 2 Nein
(10.09.19)

83 T-18 Nein PPE 1 Nein
(10.09.19) luxiert

84 T-19 Nein PPE 10 Ja
(10.09.19) luxiert

85 T-20 Nein PPE 3 Nein
(10.09.19) luxiert

86 T-21 Nein PPE 1 Nein
(10.09.19) luxiert

87 T-22 Nein PPE 3 Nein
(10.09.19) luxiert

88 T-23 Nein PPE 3 Nein
(10.09.19) luxiert

89 T-24 Nein tot 1 Nein
(10.09.19)

90 T-27 Nein fibrosiert 10 Ja
(10.09.19)

91 T-28 Nein tot 3 Nein
(10.09.19)

92 K-2 Nein tot 1 Nein
(10.09.19)

93 T-34 (K-4) Nein fibrosiert 10 Ja
(10.09.19)

94 K-6 Nein PPE 4 Nein
(10.09.19) luxiert

95 T-33 (K-7) Nein fibrosiert 10 Ja
(10.09.19)

Tabelle 29: CAM Assay / VEGF-A / Versuchsgruppenanalyse

(10.09.19)

VEGF
Lfd. Ei-Nr. Auswertbarkeit | Grund des | Tag des Histologische
Nr. (Charge) Ausfalls Austfalls Fixierung
1 V-95 Ja Ja
(16.09.19)
2 V-97 Ja Ja
(16.09.19)
3 V-107 Ja Ja
(16.09.19)
4 V-116 Ja Ja
(16.09.19)
5 V-122 Ja Ja
(16.09.19)
6 V-126 Ja Ja
(16.09.19)
7 V-9 Ja Ja
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8 V-9 Ja Ja
(30.07.19)

9 V-15 Ja Ja
(30.07.19)

10 V-20 Ja Ja
(30.07.19)

11 V-96 Nein PPE 7 Nein
(16.09.19) luxiert

12 V-98 Nein PPE 3 Nein
(16.09.19) luxiert

13 V-99 Nein tot 3 Nein
(16.09.19)

14 V-100 Nein PPE 3 Nein
(16.09.19) luxiert

15 V-101 Nein PPE 10 Ja
(16.09.19) luxiert

16 V-102 Nein PPE 7 Nein
(16.09.19) luxiert

17 V-103 Nein PPE 3 Nein
(16.09.19) luxiert

18 V-104 Nein PPE 3 Nein
(16.09.19) luxiert

19 V-105 Nein PPE 3 Nein
(16.09.19) luxiert

20 V-106 Nein fibrosiert 10 Nein
(16.09.19)

21 V-108 Nein PPE 3 Nein
(16.09.19) luxiert

22 V-109 Nein PPE 7 Nein
(16.09.19) luxiert

23 V-110 Nein PPE 7 Nein
(16.09.19) luxiert

24 V-111 Nein tot 3 Nein
(16.09.19)

25 V-112 Nein tot 7 Nein
(16.09.19)

26 V-113 Nein PPE 3 Nein
(16.09.19) luxiert

27 V-114 Nein tot 3 Nein
(16.09.19)

28 V-115 Nein PPE 3 Nein
(16.09.19) luxiert

29 V-117 Nein PPE 10 Nein
(16.09.19) luxiert

30 V-118 Nein PPE 3 Ja
(16.09.19) luxiert

31 V-119 Nein PPE 3 Nein
(16.09.19) luxiert

32 V-120 Nein tot 3 Nein
(16.09.19)

33 V-121 Nein tot 8 Nein
(16.09.19)

34 V-123 Nein fibrosiert 10 Ja
(16.09.19)

35 V-124 Nein PPE 3 Nein
(16.09.19) luxiert
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36 V-125 Nein PPE 3 Nein
(16.09.19) luxiert

37 V-127 Nein PPE 3 Ja
(16.09.19) luxiert

38 V-1 Nein tot 5 Nein
(10.09.19)

39 V-2 Nein PPE 3 Nein
(10.09.19) luxiert

40 V-3 Nein tot 3 Nein
(10.09.19)

41 V-4 Nein PPE 1 Nein
(10.09.19) luxiert

42 V-5 Nein PPE 3 Nein
(10.09.19) luxiert

43 V-6 Nein PPE 1 Nein
(10.09.19) luxiert

44 V-7 Nein PPE 7 Nein
(10.09.19) luxiert

45 V-8 Nein PPE 10 Ja
(10.09.19) luxiert

46 V-10 Nein PPE 3 Nein
(10.09.19) luxiert

47 V-11 Nein PPE 3 Nein
(10.09.19) luxiert

48 V-12 Nein PPE 7 Ja
(10.09.19) luxiert

49 V-13 Nein fibrosiert 10 Ja
(10.09.19)

50 V-14 Nein PPE 3 Nein
(10.09.19) luxiert

51 V-15 Nein fibrosiert 10 Nein
(10.09.19)

52 V-16 Nein tot 3 Nein
(10.09.19)

53 V-17 Nein tot 9 Nein
(10.09.19)

54 V-18 Nein fibrosiert 10 Nein
(10.09.19)

55 V-19 Nein PPE 3 Nein
(10.09.19) luxiert

56 V-20 Nein tot 3 Nein
(10.09.19)

57 V-21 Nein tot 3 Nein
(10.09.19)

58 V-22 Nein tot 2 Nein
(10.09.19)

59 V-23 Nein PPE 10 Nein
(10.09.19) luxiert

60 V-24 Nein tot 5 Nein
(10.09.19)

61 V-25 Nein tot 1 Nein
(10.09.19)

62 V-26 Nein tot 3 Nein
(10.09.19)

63 V-27 Nein PPE 1 Nein
(10.09.19) luxiert
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64 V-28 Nein tot 5 Nein
(10.09.19)

65 V-29 Nein fibrosiert 10 Ja
(10.09.19)

66 V-30 Nein fibrosiert 10 Ja
(10.09.19)

67 V-1 Nein tot 6 Nein
(30.07.19)

68 V-2 Nein tot 3 Nein
(30.07.19)

69 V-3 Nein tot 3 Nein
(30.07.19)

70 V-4 Nein tot 1 Nein
(30.07.19)

71 V-5 Nein tot 8 Nein
(30.07.19)

72 V-6 Nein PPE 3 Nein
(30.07.19) luxiert

73 V-7 Nein tot 2 Nein
(30.07.19)

74 V-8 Nein PPE 3 Nein
(30.07.19) luxiert

75 V-10 Nein fibrosiert 10 Ja
(30.07.19)

76 V-11 Nein tot 3 Nein
(30.07.19)

77 V-12 Nein tot 2 Nein
(30.07.19)

78 V-13 Nein tot 1 Nein
(30.07.19)

79 V-14 Nein PPE 7 Nein
(30.07.19) luxiert

80 V-16 Nein PPE 3 Nein
(30.07.19) luxiert

81 V-17 Nein tot 2 Nein
(30.07.19)

82 V-18 Nein tot 1 Nein
(30.07.19)

83 V-19 Nein PPE 3 Nein
(30.07.19) luxiert

Tabelle 30: CAM Assay / NaCl / Versuchsgruppenanalyse

(16.09.19)

NacCl
Lfd. Ei-Nr. Auswertbarkeit | Grund des | Tag des Histologische
Nr. (Charge) Ausfalls Ausfalls Fixierung
1 N-17 Ja Ja
(16.09.19)
2 N-19 Ja Ja
(16.09.19)
3 N-26 Ja Ja
(16.09.19)
4 N-28 Ja Ja
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5 N-38 Ja Ja
(16.09.19)
6 N-40 Ja Ja
(16.09.19)
7 N-41 Ja Ja
(16.09.19)
8 N-43 Ja Ja
(16.09.19)
9 N-44 Ja Ja
(16.09.19)
10 N-47 Ja Ja
(16.09.19)
11 N-2 Ja Ja
(10.09.19)
12 N-14 Ja Ja
(10.09.19)
13 N-20 Ja Ja
(10.09.19)
14 N-15 Nein PPE 3 Nein
(16.09.19) luxiert
15 N-16 Nein PPE 3 Nein
(16.09.19) luxiert
16 N-18 Nein PPE 3 Nein
(16.09.19) luxiert
17 N-20 Nein PPE 3 Nein
(16.09.19) luxiert
18 N-21 Nein PPE 3 Nein
(16.09.19) luxiert
19 N-22 Nein PPE 3 Nein
(16.09.19) luxiert
20 N-23 Nein PPE 3 Nein
(16.09.19) luxiert
21 N-24 Nein fibrosiert 10 Ja
(16.09.19)
22 N-25 Nein fibrosiert 10 Ja
(16.09.19)
23 N-27 Nein PPE 10 Nein
(16.09.19) luxiert
24 N-29 Nein tot 3 Nein
(16.09.19)
25 N-30 Nein PPE 7 Nein
(16.09.19) luxiert
26 N-31 Nein PPE 3 Nein
(16.09.19) luxiert
27 N-32 Nein tot 3 Nein
(16.09.19)
28 N-33 Nein PPE 3 Nein
(16.09.19) luxiert
29 N-34 Nein PPE 3 Nein
(16.09.19) luxiert
30 N-35 Nein tot 10 Nein
(16.09.19)
31 N-36 Nein tot 3 Nein
(16.09.19)
32 N-37 Nein PPE 3 Nein
(16.09.19) luxiert
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33 N-39 Nein tot 3 Nein
(16.09.19)

34 N-42 Nein PPE 3 Nein
(16.09.19) luxiert

35 N-45 Nein PPE 3 Nein
(16.09.19) luxiert

36 N-46 Nein tot 3 Nein
(16.09.19)

37 N-48 Nein tot 3 Nein
(16.09.19)

38 N-49 Nein tot 3 Nein
(16.09.19)

39 N-50 Nein PPE 3 Ja
(16.09.19) luxiert

40 N-1 Nein tot 1 Nein
(10.09.19)

41 N-3 Nein fibrosiert 10 Ja
(10.09.19)

42 N-4 Nein PPE 3 Nein
(10.09.19) luxiert

43 N-5 Nein fibrosiert 10 Nein
(10.09.19)

44 N-6 Nein PPE 1 Nein
(10.09.19) luxiert

45 N-7 Nein PPE 3 Nein
(10.09.19) luxiert

46 N-8 Nein PPE 1 Nein
(10.09.19) luxiert

47 N-9 Nein PPE 7 Nein
(10.09.19) luxiert

48 N-10 Nein fibrosiert 10 Ja
(10.09.19)

49 N-11 Nein PPE 3 Nein
(10.09.19) luxiert

50 N-12 Nein PPE 3 Nein
(10.09.19) luxiert

51 N-13 Nein tot 6 Nein
(10.09.19)

52 N-15 Nein tot 1 Nein
(10.09.19)

53 N-16 Nein tot 2 Nein
(10.09.19)

54 N-17 Nein tot 9 Nein
(10.09.19)

55 N-18 Nein fibrosiert 10 Ja
(10.09.19)

56 N-19 Nein PPE 7 Nein
(10.09.19) luxiert

57 N-21 Nein tot 3 Nein
(10.09.19)

58 N-22 Nein PPE 3 Nein
(10.09.19) luxiert

59 N-23 Nein tot 2 Nein
(10.09.19)

60 N-24 Nein tot 5 Nein

(10.09.19)
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Tabelle 31: CAM Assay / Kontrollgruppe / Versuchsgruppenanalyse

(10.09.19)

K
Lfd. Ei-Nr. Auswertbarkeit Grund Tag des Histologische
Nr. (Charge) des Ausfalls Fixierung
Ausfalls
1 K-3 Ja Ja
(16.09.19)
2 K-4 Ja Ja
(16.09.19)
3 K- Ja Ja
7(16.09.19)
4 K-11 Ja Ja
(16.09.19)
5 K-3 Ja Ja
(16.07.19)
6 K-4 Ja Ja
(16.07.19)
7 K-4 Ja Ja
(30.07.19)
8 K-1 Nein PPE 3 Nein
(16.09.19) luxiert
9 K-2 Nein tot 7 Nein
(16.09.19)
10 K-5 Nein PPE 3 Nein
(16.09.19) luxiert
11 K-6 Nein PPE 3 Nein
(16.09.19) luxiert
12 K-8 Nein PPE 3 Nein
(16.09.19) luxiert
13 K-9 Nein PPE 4 Nein
(16.09.19) luxiert
14 K-10 Nein tot 3 Nein
(16.09.19)
15 K-12 Nein PPE 4 Nein
(16.09.19) luxiert
16 K-13 Nein tot 3 Nein
(16.09.19)
17 K-14 Nein tot 8 Nein
(16.09.19)
18 K-1 Nein tot 2 Nein
(10.09.19)
19 K-3 Nein tot 3 Nein
(10.09.19)
20 K-5 Nein PPE 7 Nein
(10.09.19) luxiert
21 K-8 Nein tot 7 Nein
(10.09.19)
22 K-9 Nein tot 3 Nein
(10.09.19)
23 K-10 Nein PPE 7 Nein
(10.09.19) luxiert
24 K-11 Nein tot 10 Nein
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25 K-12 Nein PPE 3 Nein
(10.09.19) luxiert

26 K-13 Nein fibrosiert 10 Ja
(10.09.19)

27 K-14 Nein fibrosiert 10 Ja
(10.09.19)

28 K-15 Nein PPE 3 Nein
(10.09.19) luxiert

29 K-16 Nein tot 10 Nein
(10.09.19)

30 K-17 Nein tot 10 Nein
(10.09.19)

31 K-18 Nein PPE 7 Nein
(10.09.19) luxiert

32 K-19 Nein PPE 3 Nein
(10.09.19) luxiert

33 K-20 Nein PPE 7 Nein
(10.09.19) luxiert

34 K-1 Nein PPE 10 Ja
(30.07.19) luxiert

35 K-2 Nein PPE 7 Nein
(30.07.19) luxiert

36 K-3 Nein tot 1 Nein
(30.07.19)

37 K-5 Nein PPE 8 Nein
(30.07.19) luxiert

38 K-6 Nein tot 3 Nein
(30.07.19)

39 K-7 Nein PPE 7 Nein
(30.07.19) luxiert

40 K-8 Nein PPE 8 Nein
(30.07.19) luxiert

41 K-9 Nein tot 1 Nein
(30.07.19)

42 K-10 Nein tot 1 Nein
(30.07.19)

43 K-11 Nein tot 8 Nein
(30.07.19)

44 K-12 Nein PPE 3 Nein
(30.07.19) luxiert

45 K-1 Nein tot 4 Nein
(22.07.19)

46 K-2 Nein tot 3 Nein
(22.07.19)

47 K-3 Nein tot 4 Nein
(22.07.19)

48 K-4 Nein tot 1 Nein
(22.07.19)

49 K-5 Nein tot 4 Nein
(22.07.19)

50 K-6 Nein PPE 4 Nein
(22.07.19) luxiert

51 K-1 Nein tot 2 Nein
(16.07.19)

52 K-2 Nein PPE 3 Nein
(16.07.19) luxiert
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53 K-5 Nein tot 8 Nein
(16.07.19)

54 K-6 Nein tot 1 Nein
(16.07.19)

55 K-7 Nein PPE 3 Nein
(16.07.19) luxiert

56 K-8 Nein PPE 7 Nein
(16.07.19) luxiert

57 K-9 Nein PPE 10 Nein
(16.07.19) luxiert

58 K-10 Nein tot 8 Nein
(16.07.19)

10.2 Anzeige vorveroffentlichter Ergebnisse
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Gemal 89, Absatz 4 der Promotionsordnung der Universitdtsmedizin der Johannes

Gutenberg-Universitat Mainz vom 23. Oktober 2017 wurde die Vorveroffentlichung
von Ergebnissen aus der Dissertation angezeigt.

Die Tatsache, dass es sich um Ergebnisse aus der Dissertation handelt, wurde
jeweils als Fu3note kenntlich gemacht und mein Name ist als Autor genannt.
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Es befindet sich zudem eine Publikation der Ergebnisse dieses Promotionsprojektes
in Arbeit.
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