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1. Zusammenfassung

Perigraftreaktion von unbeschichteten Dacron- und antibakteriell beschichteten
Silber-Dacron-GefaRprothesen. Eine quantitative Analyse am tierexperimentellen

Riuckenhautkammermodell der Maus.

Die Reduktion der GefaRprotheseninfektionen ist eine der groRen Herausforderungen in der
Gefalichirurgie. Die auflere Beschaffenheit und die Beschichtung der Oberflache der
Gefal3prothesen stellen in diesem Zusammenhang einen potentiellen praventiv wirksamen
Ansatzpunkt dar um GefaBprotheseninfektionen zu vermeiden. Die Inzidenz der
Gefal3protheseninfekte hangt dabei nicht direkt von der Oberflachenbeschichtung ab,

sondern vielmehr von der adaquaten Integration der Implantate im Gewebe des Empfangers.

Aufgrund der Vielzahl an zur Verfigung stehenden synthetischen GeféaRRprothesen mit
verschiedenen Oberflachenbeschichtungen war es das Ziel dieser Studie zu untersuchen,
wie sich eine Silberbeschichtung auf die Biokompatibilitat, Vaskularisierung der Implantate
und den Integrationsprozess als Ganzes im Gewebe auswirkt. In einem Folgeversuch
wurden Silberbeschichtungen mit unterschiedlicher Silberabgabedynamik untersucht und
miteinander verglichen. Als tierexperimentelles Modell wurde die Rickenhautkammer der
Maus verwendet. Unbeschichtete Dacronprothesen und Dacronprothesen mit verschiedenen
Silberbeschichtungen wurden in die Rickenhautkammer einer C57BL/6-Maus implantiert.
Anschlieend wurden Angiogenese und Entziindungsreaktion in der direkten Umgebung des
Implantates Uber einen Beobachtungszeitraum von 14 Tagen mittels repetitiver intravitaler
Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Nach Beendigung der In-vivo-Experimente wurden
Angiogenese, Zellproliferation, Apoptose und periprothetische Kollagensynthese histologisch
sowie immunhistochemisch analysiert.

Unsere Ergebnisse zeigten eine signifikant erhohte Kapillardichte am Implantationsrand der

Dacronprothesen mit  Silberazetatbeschichtung (Dacron  Silver'™)

TM).

verglichen  mit
unbeschichteten Dacronprothesen (Dacron Eine verstarkte leukozytére
Entzindungsreaktion im Empfangergewebe konnte nicht nachgewiesen werden. Auch in
Bezug auf Kollagenformation, Apoptose und Proliferation im Implantatbereich zeigten sich
keine Unterschiede zwischen Dacron™ und Dacron Silver'™. Im Vergleich der
silberbeschichteten Dacronprothesen war eine signifikant erhtéhte Kapillardichte in der
Umgebung des Implantats mit  Silberazetatbeschichtung feststellbar. Die
Entziindungsreaktion der Dacron Silver'™ war verglichen mit der mit metallischem Silber

eTM

vaporisierten Dacronprothese (Dacron Silver®'™) weniger stark ausgeprégt, was durch eine

signifikant verringerte Anzahl an wandstandigen Leukozyten bestéatigt wurde. Im
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Granulationsgewebe der Dacron Silver™ zeigte sich eine méaRig gesteigerte proliferative
Aktivitat. Die Anzahl apoptotischer Zellen war bei beiden Silberprothesen niedrig ohne
auffallige Unterschiede. Hinsichtlich mikrozirkulatorischer Parameter wie Gefal3durchmesser,
Blutflussgeschwindigkeit, volumetrischer Blutfluss und der Scherrate zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede.

Wie die Ergebnisse der Experimente zeigen, verbessert die Silberazetatbeschichtung der
Oberflache die Vaskularisierung der Implantate ohne dabei eine nennenswerte
Entziindungsreaktion im Gewebe des Empfangers hervorzurufen. Demzufolge kann eine
modifizierte Prothesenbeschichtung mit Silberazetat eine verbesserte Inkorporation der
Implantate im Gewebe bewirken. Die erhéhte funktionelle Kapillardichte der Dacron Silver*™
im Vergleich mit Dacron Silver*™ deutet darauf hin, dass die Inkorporation von
GefalRprothesen mit Silberbeschichtung direkt mit der Fahigkeit der Silberabgabe in das
Gewebe in Zusammenhang steht.
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Summary

Perigraft reaction of uncoated and silver coated Dacron vascular prostheses. A
guantitative analysis using the dorsal skinfold chamber of mice.

The reduction of prosthetic vascular graft infections remains to be a major challenge in
vascular surgery. Texture, coating and various material modifications of prosthetic vascular
grafts could be a promising approach to reduce the risk of prosthetic vascular graft infections.
The incidence of PVGI does not only depend on the specific coatings on the grafts surface
but also on a comprehensive integration of the implants into the surrounding host tissue.
Numerous prosthetic vascular grafts with different coatings have been introduced into clinical
practice. Therefore, it was the aim of this study to analyze how prosthetic vascular graft
coatings such as silver influence the biocompatibility, vascularization and integration of the
implants within the host tissue. In the following experiment we analyzed and compared
prosthetic vascular graft coatings with different rates of silver release into the surrounding

tissue.

As an experimental animal model we used the dorsal skinfold chamber of mice. Uncoated
Dacron prosthetic vascular grafts and Dacron vascular grafts with different silver coatings
were implanted into the dorsal skinfold chamber of C57BL/6 mice. Subsequently,
angiogenesis and leukocytic inflammation at the implantation site was examined by means of
repetitive intravital fluorescence microscopy over a 14 day period. At the end of the in-vivo-
experiments angiogenesis, apoptosis, cell proliferation and collagen formation in the
granulation tissue surrounding the implants was analyzed by histology and

immunhistochemistry.

Our results show that silver acetate coated Dacron Silver'™ exhibits an improved
vascularization as indicated by a significantly increased functional capillary density when
compared to uncoated Dacron™. This was not associated with a stronger leukocytic
inflammatory host tissue response. There was no difference between uncoated Dacron and
Dacron Silver concerning collagen formation, apoptosis and cell proliferation within the
granulation tissue. Analyzing the two different silver coatings silver acetate coated Dacron
Silver™ reveals a significantly increased functional capillary density in comparison to

M was less

vaporized Dacron Silver*™. The inflammatory response to Dacron Silver’
pronounced, as indicated by a reduced number of adherent leukocytes. This was associated
with a higher proliferative acitivity of the granulation tissue incorporating the Dacron Silver ™

implant. The number of apoptotic cells at the implantation site was low without marked
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differences. In terms of microcirculatory values such as vessel diameter, RBC velocity,
volumetric blood flow and wall shear rate there were no significant differences between the
groups indicating comparable microhemodynamic conditions within the experimental groups.

The results of our study suggest that the silver acetate coating of the prosthetic vascular
grafts surface improves the early vascularization of the implants without inducing severe
inflammatory side effects within the host tissue. Accordingly, a modified prosthetic vascular
coating with silver acetate contributes to an improved incorporation of the implants into the
tissue. The increased functional capillary density of Dacron Silver*™ compared with Dacron
Silver*™ indicates that the incorporation of silver coated prosthetic vascular grafts correlates
with the capability of silver release into the surrounding tissue.
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2. Einleitung

Die Pravalenz der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit (pAVK) in Deutschland hat
in den letzten Jahren stark zugenommen. Mehrere grol3 angelegte Studien, in den mittels
ABI-Messung das Vorliegen einer pAVK diagnostiziert wurde, beweisen, dass die Pravalenz
dieser Erkrankung mit zunehmendem Alter weiter ansteigt (Abbildung 2.1). In einem Alter
zwischen 45 und 50 Jahren betragt die Pravalenz etwa 2% (Krdger K et al., 2006). Geman
der getABI-Studie leiden bereits 18% der Uber 65 Jahrigen an einer manifesten pAVK
(Diehm et al., 2004).

¢ Crigui, 1985, USA
——Vogt; 1993; USA
—A— Newman, 1993, USA
—— Stoffers, 1996, Niederlande
—— Meijer, 1998, Niederlande
—8— Gregg, 2004, USA
——HNRS, 2006, Deutschland

50-54 55-59 60-64 65-69 70-74 75-80 80-84 >85Jahre |

Abbildung 2.1: Pravalenzzunahme der pAVK in Prozent (%) in Abhangigkeit vom Lebensalter
(Kroeger K, 2006).

Aufgrund der steigenden Lebenserwartung der Gesamtbevolkerung sowie der
Pravalenzzunahme von Atherosklerose und Diabetes in den westlichen Wohlfahrtsstaaten,
muss davon ausgegangen werden, dass infolgedessen auch die Pravalenz der pAVK weiter
ansteigen wird. Die pAVK ist bis heute eine unterdiagnostizierte Krankheit, so dass viele
Menschen, die sich in einem asymptomatischen Stadium befinden, nicht wissen, dass sie an
einer pAVK erkrankt sind (Bendermacher BL, 2007). Als Ausdruck dieser Entwicklungen
belegen aktuelle Studien, dass es in den letzten Jahren zu einem signifikanten Anstieg der
Hospitalisierungen von an pAVK leidenden Patienten gekommen ist. Des Weiteren zeigen

die epidemiologischen Daten, dass insbesondere der Anteil der pAVK-Patienten
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zugenommen hat, die bereits an einer chronischen Extremitatenischamie leiden (Malyar et

al., 2013). Hier handelt es sich um ein bereits fortgeschrittenes Stadium der pAVK.

Diese Patientengruppe mit einer chronisch kritischen Extremitatenischamie ist eine
Hochrisikogruppe mit hoher Mortalitats- und Amputationsrate. Nach der Diagnose einer CKI
mussen etwa 70% dieser Patienten entweder interventionell oder gefaf3chirurgisch
revaskularisiert werden (The Vascular Surgical Society of Great Britain and Ireland, 1995).
Auch hier ist es in der jingeren Vergangenheit zu einem deutlichen Anstieg sowohl der
interventionellen Therapieverfahren, als auch der gefafRchirurgischen Eingriffe gekommen
(Malyar et al., 2013). Der Gefal3ersatz oder die Gefalirekonstruktion sind haufig die letzten
therapeutischen Optionen, um die pAVK in einem fortgeschrittenen Stadium zu behandeln.
Der demographische Wandel und die epidemiologische Entwicklung der Atherosklerose
haben zu einem vermehrten Gebrauch von Gefal3prothesen gefiihrt (Hasse B et al., 2013;
Nagpal A et Sohail MR, 2011).

In der rekonstruktiven Gefal3chirurgie stehen heute verschiedene Geféal3ersatzmaterialien zur
Verfigung. Grundsatzlich wird zwischen biologischen und synthetischen Ersatzmaterialien
unterschieden. In der Untergruppe der biologischen Gefaliersatzmaterialien hat der autologe
Gefal3ersatz, insbesondere die autologe Vena saphena magna, eine grof3e klinische
Relevanz. Allogene und xenogene Gefaliersatzmaterialien spielen eher eine untergeordnete
Rolle. Kryopréservierte allogene Prothesen sind nicht in jeder Klinik verfugbar und sind
besonderen klinischen Konstellationen vorbehalten. Deshalb wird diese Prothesenart
seltener eingesetzt (Vogt PR, 2011). In der Subgruppe der synthetischen
GefalRersatzmaterialien haben sich Polyethylenterephtelat (PET) und Polytetrafluorethylen
(PTFE) als die wesentlichen alloplastischen Gefal3ersatzmaterialien etabliert (Chlupac J et
al., 2009). Bis heute werden autologe Venen bevorzugt eingesetzt, da diese im Vergleich zu
alloplastischen GefaRRprothesen niedrigere Infektionsraten und bessere Offenheitsraten
aufweisen (Swain et al., 2004). Jedoch steht nicht bei jedem Patienten eine den
Anforderungen entsprechende Vene zur Verfligung. In solch einem Fall ist die alloplastische
Gefal3prothese eine gute Alternative, um eine nicht mehr ausreichend durchblutete
Extremitat vor einer Amputation zu bewahren. Alloplastische GefaRprothesen bringen
gewisse Vorteile mit sich. Die Operationszeiten sind kirzer und das chirurgische Trauma ist
deutlich kleiner, da die aufwendige Praparation einer geeigneten Vene nicht notwendig ist.
Daruiber hinaus stehen alloplastische Gefal3prothesen in unbegrenzter Menge zur Verfigung
und kdénnen zudem mit spezifischen Eigenschaften ausgestattet werden, die dem autologen
GefalRersatz Uberlegen sind (Sayers RD et al., 1998; Klinkert P et al., 2004). Allerdings bringt

die Verwendung alloplastischen Materials auch Nachteile mit sich. Ein wesentlicher und
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entscheidender Nachteil ist das erhdhte Risiko fur eine Gefal3protheseninfektion (Biro G et
al., 2011; Leroy O et al., 2012).

Die Gefal3protheseninfektion (GPI) ist eine bekannte und geflirchtete Komplikation in der
Gefalichirurgie, die fir den Patienten verheerende Folgen haben kann (Legout L et al.,
2011). Die Infektionsrate liegt zwischen 0,5 und 6%. Die mit einem GPI einhergehende
Morbiditat und Mortalitat ist ebenfalls hoch (Ricco JB et al., 2011).

Es existieren keine einheitliche Diagnosekriterien fiur eine GPI (FitzGerald SF et al., 2005).
Eine bereits seit Jahrzehnten existierende Einteilung, die Szilagyi entwickelt hat, wird bis
heute zur Klassifikation postoperativer Infektionen nach gefaf3chirurgischen Eingriffen
angewendet. Nach Szilagyi et al. werden postoperative Wundinfektionen nach
rekonstruktiven GefaRReingriffen in drei Schweregrade eingeteilt (Tabelle 2.1). Diese
Einteilung bezieht sich auf die Eindringtiefe der Infektion. Bei Gefaliprotheseninfektionen
ersten und zweiten Grades sind nur die Dermis beziehungsweise das Subkutangewebe von
der Infektion betroffen, jedoch nicht das Implantat selbst. Infektionen Grad | und Il nach
Szilagyi sind meistens gutartig und kénnen durch eine konservative Therapie beherrscht
werden. Bei Grad lll Infektionen ist die GefaRprothese ebenfalls infiziert. Im Gegensatz zu
den oberflachlichen Wundinfektionen sind Grad Il Infektionen schwer zu behandeln (Szilagyi
et al., 1972).

Schweregrad Eindringtiefe der Infektion

Grad | Die Infektion ist auf die Dermis begrenzt. Das Implantat ist

nicht betroffen.

Grad Il Die Infektion erstreckt sich tUber die Dermis bis in das
subkutane Fettgewebe. Das Implantat ist nicht betroffen.

Grad Il Das Implantat ist in die Infektion involviert.

Tabelle 2.1: Klinische Klassifikation nach Szilagyi (Szilagyi et al., 1972)

Neben der bereits erwahnten Einteilung nach Eindringtiefe der Infektion existieren weitere
Einteilungsmoglichkeiten, um GPI zu klassifizieren. Eine dieser Moglichkeiten ist die
Einteilung nach dem zeitlichen Auftreten eines GPI nach Implantation. Hier werden Frih-

und Spatinfektion voneinander unterschieden. Eine Fruhinfektion wird definiert als eine
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Infektion, die innerhalb von vier Monaten nach Implantation einer Gefal3prothese auftritt.
Eine Spatinfektion tritt erst nach Ablauf von vier Monaten nach der Implantation auf (Bandyk
DF et al., 1994, FitzGerald SF et al., 2005). Fruhinfektionen werden in der Regel bereits in
den ersten beiden Monaten nach dem Eingriff beobachtet und sind im Vergleich zu
Spatinfektion wesentlich haufiger (Calligaro KD et al., 1995). Die Einteilung, welche von der
L’Association de Recherche en Chirurgie entwickelt wurde, ist die wohl umfassendste
Klassifikation, denn sie bertcksichtigt sowohl den Aspekt der Eindringtiefe der Infektion als

auch das zeitliche Auftreten einer Infektion (Tabelle 2.2).

I1° Grad Infektion innerhalb der ersten drei Monate

Stadium 0 | keine Infektion; normale Wundheilung

Stadium 1 | Infektion unwahrscheinlich; Prasenz eines der folgenden Kriterien bei
negativem Keimnachweis: Inflammation, Hamatom, Lymphozele,

Hautnekrose

Stadium 2 | Weichteilinfekt tber einer wahrscheinlich nicht infizierte Prothese; Prasenz
eines der folgenden Kriterien: Stadium 1 mit positiven Kulturen aus den
Weichteilen, purulenter Erguss; ohne Vorhandensein eines der Kriterien des
Stadiums 3

Stadium 3 | Infizierte Prothese: Prédsenz mindestens eines der folgenden Kriterien:
purulentes Sekret im unmittelbaren Kontakt zur Prothese, positiver
mikrobiologischer Befund aus dem periprothetischen Gewebe oder der
Prothese (direkter Nachweis und/oder Kultur), histologische Zeichen einer
Infektion im Bereich der Prothese oder des periprothetischen Gewebes

(alterierte polymorphkernige Zellen)

Il° Grad Nach dem dritten Monat postoperativ ist eine Protheseninfektion durch die

Kriterien des Stadiums 3 definiert

Tabelle 2.2: Klassifikation fur Gefaliprotheseninfektionen der 'Association Universitaire de Recherche
en Chirurgie (Knosalla C, 2000).

Die Unterscheidung zwischen Friih- und Spétinfektion steht in engem Zusammenhang mit
verschiedenen Krankheitserregern, die einen GPI verursachen konnen. 80% der

Gefalprotheseninfektionen werden durch grampositive Bakterien verursacht. Koagulase-
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positive Staphylokokken, insbesondere auch MRSA, konnten bei Fruhinfektionen (< 4
Monate) nachgewiesen werden. Bei Spatinfektionen fanden sich am haufigsten koagulase-
negative Staphylokokken, insbesondere Staphylococcus epidermidis (Stone PA et al., 2008;
Frei E et al, 2011). Des Weiteren koénnen auch Pilzinfektionen Ursache fur eine
Spatinfektion sein, treten jedoch eher selten auf (Hicks RC et al., 1997).

Die Pravalenz multiresistenter Erreger, allen voran MRSA, ist in den letzten zehn Jahren
immer weiter angestiegen. Eine MRSA-Infektion nach einem gefalichirurgischen Eingriff ist
mit hoher Mortalitdt und Morbiditat verbunden und stellt ein immer grof3er werdendes
Problem in der Geféal3chirurgie dar (Cosgrove SE, 2006). Die Verwendung von synthetischen
Implantaten ist dabei ein zuséatzlicher Risikofaktor (Murphy GJ et al., 2001). Generell kommt
der Spezies der Staphylokokken bei der Infektion synthetischer Implantate eine besondere
Bedeutung zu, da etwa zwei Drittel der Implantatinfektionen durch Staphylokokken
verursacht werden (von Eiff C et al., 2006; Darouiche RO, 2004). Die besondere Virulenz der
Staphylokokken bei Implantatinfektionen steht in engem Zusammenhang mit der Fahigkeit
dieser Spezies auf synthetischen Implantaten einen sogenannten Biofilm auszubilden. Die
Bakterien sind in der Lage im Rahmen einer passageren Bakteridmie oder durch eine
intraoperative Kontamination am Implantat anzuhaften. Die Bakterien adharieren irreversibel
an der Implantatoberflache und schlief3en sich zu kleinen Bakterienkolonien zusammen. Im
Anschluss daran beginnt der Bakterienverbund mit der Produktion einer extrazellularen
Polysaccharidmatrix (Costerton JW et al., 1999). Eingebunden in diesen schleimigen Film
aus Proteinen und Polysacchariden gelingt es den Bakterien sich langsam zu vermehren.
Der Biofilm verleiht den Bakterien eine besondere Resistenz gegeniiber verschiedenen
Antibiotika und der korpereigenen Immunabwehr, was die Therapie von
Protheseninfektionen noch zusatzlich erschwert (Stewart PS et Costerton JW, 2001; Frei E
et al., 2011; Gotz F, 2002)

Betrachtet man die Pathogenese einer GefalRprotheseninfektion, so ist davon auszugehen,
dass es entweder wahrend der Operation oder in der friihen postoperativen Phase zu einer
Kontamination der Gefal3prothese mit Bakterien kommt. In den haufigsten Fallen geschieht
dies in Form einer intraoperativen Besiedlung durch direkten Kontakt des Implantats mit der
Haut des Patienten (Hicks RC et al., 1997). Die Anwendung einer nicht ausgereiften
Operationstechnik wurde auch als eine potentielle Infektionsursache beschrieben (Lorentzen
et al., 1985).

Bis heute werden viele Ansétze verfolgt, um die Infektionsrate zu senken. Dazu zahlen zum
Beispiel die stetige Verbesserung steriler Operationstechniken und der routinemafRige

Einsatz einer perioperativen Antibiotikaprophylaxe (O’Brien T et Collin J, 1992). Trotz dieser
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MalRRnahmen sind in den letzten 25 Jahren die Infektionsraten zwischen 0,5 und 6% konstant
hoch geblieben (Mussa FF et al., 2007; Edwards WH Jr et al., 1987). Es kommt erschwerend
hinzu, dass Patienten mit einer pAVK haufig multimorbide sind. Diese fur
GefaRerkrankungen typische Multimorbiditat erschwert es zusatzlich aus den existierenden
klinischen Studien Ruckschlisse in Bezug auf die Behandlung zu treffen (Lanzer P, 2003;
Smith SM et al., 2012). Dies ist mit Sicherheit einer der Griinde, weshalb bis heute keine
Einigkeit daruber besteht, wie man einen GPI optimal behandeln sollte (Saleem BR et al.,
2010; Ducasse E et al., 2004).

Deshalb ist im Zusammenhang mit Implantat-assoziierten Infektionen die Primarpravention
solcher Infektionen in den Mittelpunkt des Interesses gerickt (Gao H et al.,, 2010). Aus
diesem Grund wird Uber verschiedene Materialmodifikationen diskutiert, die das Risiko einen
GPI zu entwickeln reduzieren koénnten. In der Vergangenheit sind hierbei grol3e
Anstrengungen unternommen worden eine antibakterielle Beschichtung zu entwickeln, die
eine Besiedlung der GefaRprothese mit Bakterien verhindert. Hierzu wurden zum Beispiel
unterschiedliche GefaRprothesen vor der Implantation in Antibiotika oder antiseptische
Ldsungen getrankt. AulRerdem wurden verschiedenartige Varianten von
Silberbeschichtungen fiir die Prothesenoberfliche entwickelt. Die Wirksamkeit dieser
Mafnahmen ist derzeit noch unklar (Gao H et al., 2012). Es bleibt jedoch festzuhalten, dass
die antimikrobielle Beschichtung der GefaRprothesenoberflache mit Silber in diesem Kontext

nach wie vor einen wichtigen Ansatzpunkt darstellt (Hardman S et al., 2004).

Uber die chemischen und physikalischen Eigenschaften von Silber und Silberionen
existieren bereits fundierte wissenschaftliche Erkenntnisse aus dem Bereich der
anorganischen Chemie (Jin X et al., 2010). Unter In-vitro-Bedingungen entwickelt Silber in
seiner ionisierten Form bakterizide und bakteriostatische Wirkungen auf fast alle Bakterien
(Hardman S et al., 2004). Silber entfaltet die antimikrobielle Wirksamkeit in einem oxidierten,
ionisierten Zustand, in Form des positiv geladenen Kations Ag® (Kumar R et Munstedt H,
2005). Die untersuchten Gefa3prothesen, die mit Silberazetat oder metallischem Silber
beschichtet sind, besitzen ebenfalls die Fahigkeit ionisiertes Silber in unterschiedlichem

Ausmal’ von der Oberflache abzugeben.

Diese Silberionen reagieren mit Thiolgruppen in Proteinen. Die bakteriellen Proteine werden
dadurch inaktiviert. Gordon et al. beschreibt zudem eine durch Silberionen hervorgerufene
Inaktivierung der Atmungskette und Enzymen des Zitronensaurezyklus. Durch die
Entstehung von freien Sauerstoffradikalen kommt es als Folge zu einer Schadigung der DNS
der Bakterien (Gordon et al., 2010). Ein weiterer Wirkmechanismus besteht darin, dass

Silberionen bewirken, dass die DNS der Bakterien in der kondensierten Form vorliegen, so
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dass eine Replikation nicht mehr mdglich ist (Feng QL et al., 2000). Eine Vermehrung der

Bakterien wird somit verhindert.

Aufgrund dieser antimikrobiellen Eigenschaften werden Oberflachen von Medizinprodukten
mit Silber beschichtet. Trotz dieser nachweislich vorhandenen antimikrobiellen Aktivitat des
Silbers konnte die antimikrobielle Wirksamkeit von Silberbeschichtungen unter In-vivo-
Bedingungen in verschiedenen Kklinischen Studien nicht einwandfrei bestatigt werden
(Goéau-Brissonniere OA, 2002). Dennoch befinden sich seit Jahren verschiedene Modelle
silberbeschichteter Gefal3prothesen von unterschiedlichen Herstellern in klinischer
Anwendung, unter anderem die in unseren Experimenten verwendeten Dacron Silver™™ und

Dacron Silver®™,

Im Gegensatz zu den bereits erwdhnten antibakteriellen Eigenschaften des Silbers bleiben in
Bezug auf die Auswirkungen des Silbers der Prothesenoberflache auf das umliegende
Gewebe noch viele Fragen offen. Es ist nicht bekannt, inwieweit das in die Umgebung
abgegebene Silber die Entziindungsreaktion und die Vaskularisierung der Prothese im
Empféangergewebe beeinflusst. Die Entzindungsreaktion und die Vaskularisierung sind
hierbei von groRem Interesse, da sie die entscheidenden Faktoren fur eine Integration der
Gefal3prothese im Empfangergewebe sind. Die friihe Vaskularisierung der Geféal3prothese ist
eine wichtige Voraussetzung daflr, dass sich die Gefal3prothese suffizient in das
Implantationsgebiet integrieren kann (Menger MD et al., 1992). Die friihe Ausbildung von
Gefalinetzwerken auf der Prothese und in ihrer unmittelbaren Umgebung ist zwingend
erforderlich, damit sich neues Granulationsgewebe ausbilden kann. Dadurch wird das Risiko
einer Infektion durch Kontamination moglicherweise reduziert. Die Bildung von neuen
GefalRen wird als wichtiger Baustein der Inkorporation angesehen, da die neuen GefalRe das
Implantat mit Sauerstoff und Nahrstoffen versorgen (Bae H et al., 2012). Es wird
angenommen, dass eine mafig ausgepragte Vaskularisierung und die damit einhergehende
insuffiziente Inkorporation der GefaRprothese im Gewebe die Entstehung eines Seroms in
direkter Nachbarschaft des Implantats mit anschlieBender Gefal3protheseninfektion
beginstigt (Menger MD et al., 1992).

Deshalb war es das Ziel dieser Studie in der Frihphase nach Implantation die
Biokompatibilitat und  Vaskularisierung einer nicht beschichteten und einer
silberbeschichteten GefaRprothese, Dacron™ und Dacron Silver™, miteinander zu
vergleichen. Bis heute ist nicht untersucht, welche angiogenen und inflammatorischen
Effekte die Silberbeschichtung im Gewebe des Empfangers auslosen. In einem weiteren
Experiment wurde die Biokompatibilitat von zwei unterschiedlichen Silberbeschichtungen mit

M

verschiedenen Silberabgabeprofilen, Dacron Silver'™ und Dacron Silver®™, miteinander


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Go%C3%ABau-Brissonni%C3%A8re%20OA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12042739
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verglichen. Aufgrund des steigenden klinischen Bedarfs an Gefal3prothesen, dem
wiederauflebenden wissenschaftlichen Interesse an Silber als antimikrobiellem Wirkstoff und
der steigenden Anzahl an Silber enthaltenden Medizinprodukten, war es ein weiteres Ziel
unserer Studie die Auswirkungen von Silber in Bezug auf das Integrationsverhalten der
Gefalprothesen zu untersuchen (Stobie N et al., 2008; Monteiro DR et al., 2009).

Das angewendete Modell der Rickenhautkammer der Maus, das mit einer intravitalen
Fluoreszenzmikroskopie kombiniert wurde, ermdglichte es die Bildung von Blutgefaf3en und

die Entziindungsreaktion im Verlauf von zwei Wochen quantitativ zu analysieren.
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3. Material und Methoden
3.1. Versuchstiere

Die Experimente wurden an C57BL/6-Mausen (Charles River Laboratories GmbH, Sulzfeld,
Deutschland) durchgefihrt. Die Mause hatten ein Kdrpergewicht zwischen 24 und 26 g und
waren zwischen 8 und 12 Wochen alt. Die Tiere wurden in Einzelk&figen gehalten. Sie hatten
stets Zugang zu Standardlaborfutter (Altromin, Lage, Deutschland) und Wasser ad libitum.
Die Méause wurden bei konstanter Temperatur und Luftfeuchtigkeit sowie unter Einhaltung
eines 12-Stunden Hell- und Dunkelzyklus in der Versuchstierhaltung des Instituts fur
Klinisch-Experimentelle Chirurgie des Universitatsklinikums des Saarlandes gehalten. Die
Eingriffe und Behandlungen wurden gemaR dem in Deutschland geltenden § 10 des
Tierschutzgesetzes und den aktuellen Tierschutzrichtlinien fir Versuchstiere (NIH Guidelines
for the Care and the Use of Laboratory Animals) durchgefiihrt. Die Experimente wurden

durch das Landesamt fir Gesundheit und Verbraucherschutz genehmigt.

3.2. Praparation der Rickenhautkammer

Zuerst wurde die Maus gewogen und anschlieRend wurde eine dem Korpergewicht der Maus
entsprechende Analgosedierung durchgefiihrt. Hierbei wurde der Maus eine zuvor
zubereitete Narkoseldsung mit 75mg/kg Ketaminhydrochlorid (Ketavet™: Parke Dauvis,
Freiburg, Deutschland) und 25mg/kg Xylazinhydrochlorid (Rompun™; Bayer, Leverkusen,
Deutschland) mit einer 26 G Injektionskanile intraperitoneal injiziert. Nachdem die Wirkung
der Narkose eingesetzt hatte, wurde mit der Enthaarung der Maus begonnen. Die
Narkosetiefe wurde vor Beginn der Manipulation und auch wahrend des gesamten
Praparationsprozesses regelmafig tberprift. Hierzu wurde mit einer feinen anatomischen
Pinzette ein Schmerzreiz an einer der Hinterpfoten der Maus ausgelost. Gegebenenfalls

wurde bei nicht ausreichender Narkosetiefe 0,1 ml der Narkoseldsung nachinjiziert.

Das Fell und die Haare mussten im Praparationsgebiet vollstandig entfernt werden. Zuerst
erfolgte eine Elektrorasur und anschlieBend eine chemische Depilation unter Zuhilfenahme
einer Enthaarungscreme (asid®-med; Asid Bonz GmbH, Herrenberg, Deutschland), um die
restlichen Haare vollstdndig zu entfernen. Die Enthaarungscreme wurde nach einer 10
mindtigen Einwirkzeit mit lauwarmem Wasser abgespiilt. Dabei war es wichtig darauf zu
achten, dass die Ohren der Maus nicht mit Wasser in Kontakt kamen. Danach wurde eine
feuchtigkeitsspendende Augensalbe (Bepanthen Augen- und Nasensalbe™: Bayer,
Leverkusen, Deutschland) in die Augen der Maus appliziert, um einer Schadigung der Horn-

und Bindehaute durch Austrocknung vorzubeugen.
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Die depilierte Ruckenhaut der Maus wurde vor Beginn der Praparation mit einer
Alkohollésung (74,1% Ethanol, 10% 2-Propanolol) (Softasept®N™; Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland) desinfiziert. Wahrend der Préparation wurde die Maus auf einem
Warmekissen gebettet, um einer perioperativen Auskiihlung des Tieres entgegenzuwirken.

Im ersten Praparationsschritt wurde die zuvor enthaarte elastische Rickenhaut der Maus
entlang der dorsalen Medianlinie mittels Haltefaden senkrecht zum Ricken an einer
Haltevorrichtung aufgespannt. Die Hauptgefal3stamme der Rickenhaut (Abbildung 3.1 B,
Pfeile) wurden unter Durchleuchtung mit einer Kaltlichtquelle aufgesucht. Diese Gefalie
dienten als Orientierungspunkte fur die korrekte Positionierung der Haltefaden. Im Anschluss
daran konnte die erste Komponente des Titangestells (Gesamtgewicht 3.2 g) an der
Rickenhaut der Maus befestigt werden. Dies gelang, indem der Titanrahmen mit sechs
Einzelknopfndhten an der aufgespannten Rickenhaut an der Umschlagsfalte fixiert wurde.
Zusatzlich wurden zwei Stichinzisionen in der Rickenhaut vorgenommen und zwei
Schrauben durch den entstandenen Inzisionsspalt hindurchgeftihrt. An diesen Schrauben

konnte zu einem spateren Zeitpunkt die Gegenseite des Titangestells befestigt werden.

Titanrahmen
Cutis
Subcutis
M.camosus panniculus
M.retractor
M.retractor
Fettgewebe

M.camosus panniculus
Subcutis

Cutis

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der unterschiedlichen Gewebeschichten einer
Ruckenhautkammer (A). Implantiertes Titangestell mit Sprengring und Deckglas. Auf3erdem sind die
HauptgefalRstamme (Pfeile) der Riickenhaut gut zu erkennen (B).

Im nachsten Arbeitsschritt wurde die Maus in Seitenlage unter einem Operationsmikroskop

positioniert. Unter Verwendung eines mikrochirurgischen Operationsbestecks wurde der
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obere Layer der Ruckenhaut mit einem Durchmesser von 15 mm kreisrund komplett
exzidiert. Die einzelnen Gewebeschichten wurden mit einer Mikroschere sorgfaltig prapariert,
bis die entsprechende Muskelschicht erreicht war (Abbildung 3.1 A).

Die Wunde wurde anschlieBend mit steriler Kochsalzlésung gespult. Danach wurde die zuvor
bereits erwahnte zweite Komponente des Titanrahmens an Schrauben befestigt, die zuvor
durch die oben beschriebenen Stichinzisionen entstandenen Offnungen hindurchgefihrt
wurden. Zwischen den beiden Titanrahmen wurden zwei Stahlmuttern als Platzhalter
installiert. Diese Platzhalter sollten verhindern, dass die versorgenden Blutgefal3e zwischen
den Titanrahmen zu stark komprimiert werden. Zuletzt wurden die nach der
mikrochirurgischen Praparation verbleibenden Gewebeschichten (Epidermis,
Subkutangewebe und diinne quergestreifte Muskulatur) erneut gespilt und mit einem
Deckglaschen sowie Sprengring luftdicht verschlossen (Abbildung 3.1 A und B).

Im Anschluss an die Praparation wurde die Maus in einen Einzelkafig gelegt. Die
Aufwachphase verbrachte die Maus unter einer Warme spendenden Rotlichtlampe, die
verhindern sollte, dass die Maus bei noch nachwirkender Narkose postoperativ auskihit.
Nach Abklingen der Narkose wurde die Maus zuriick in die Versuchstierhaltung gebracht.
Danach bekam die Maus 48 Stunden Zeit, um sich an das Titangestell zu gewthnen und um
sich von der Narkose und dem chirurgischen Trauma im Bereich des Rickenhautgewebes
zu erholen. Bereits nach Ablauf der 48 Stunden zeigten die Tiere eine Gewdhnung an die
Riuckenhautkammer, was an normalem Ess- und Trinkverhalten sowie zunehmendem

Bewegungsdrang zu erkennen war.
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3.3. Implantierte alloplastische Gefal3prothesen
3.3.1. Dacron™

Bei dieser Gefal3prothese handelt es sich um ein gewirktes Polyestertransplantat, welches
auf seiner AuRenseite zusatzlich mit Kollagen beschichtet ist (Abbildung 3.2 A). Laut
Hersteller soll eine sogenannte Flachprofil-Velours-Beschichtung auf der &ul3eren
Prothesenoberflache die Einheilung fordern (Maquet Holding B.V. & Co. KG, Rastatt,
Deutschland).

3.3.2. Dacron Silver'™

Die Dacron Silver'™ ist ebenfalls eine gewirkte kollagenbeschichtete Polyesterprothese. Die
Gefal3prothese ist jedoch zusatzlich mit Silberazetat impragniert, um dem Transplantat auch
antimikrobielle Eigenschaften zu verleihen (Abbildung 3.2 B). Das Silber befindet sich sowohl
in der Kollagenschicht als auch innerhalb der Prothesenstruktur (Ricco JB et al., 2006). Die
Silberbeschichtung an der Oberflache des Transplantats ermdglicht eine Abgabe von
Silberionen an das Gewebe, nachdem sie implantiert wurde. Die Silberprothese besitzt ein
spezielles Silberabgabeprofil, wonach innerhalb der ersten 24 Stunden nach Implantation
besonders viele Silberionen in das Gewebe gelangen. Nach 24 Stunden erfolgt eine
kontinuierliche Abgabe von Silberionen bis 30 Tage nach der Implantation (Ricco JB et al.,
2006). Die Silberkonzentration auf der Oberflache betragt 0,06 bis 0,18 mg/cm? (Maquet
Holding B.V. & Co. KG, Rastatt, Deutschland).

3.3.3. Dacron Silver®™

Auch bei dieser Prothese handelt es sich um eine gewirkte Polyesterprothese aus
Polyethylenterephtelat. Diese Gefal3prothese wurde zusatzlich mit Polygelin, einer
resorbierbaren modifizierten Gelatine bovinen Ursprungs impragniert. Die antimikrobiellen
Eigenschaften erhdlt das Transplantat durch eine Silberbeschichtung der &ulReren
Prothesenoberflache (Abbildung 3.2 C). Diese Beschichtung gibt Gber einen Zeitraum von
mehreren Jahren kontinuierlich kleine Mengen von Silberionen an die Umgebung ab. Wie in
Abbildung 3.2 D veranschaulicht, verringert sich die Silberkonzentration auf der Oberflache
laut Herstellerangaben innerhalb eines Jahres um 2%. Auf der Oberflache besitzt die
Prothese eine Silberkonzentration von 0,07 bis 0,16 mg/cm2 (Braun Melsungen AG, Vascular

Systems, Berlin, Deutschland).
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Abbildung 3.2: Lichtmikroskopische Aufnahmen der untersuchten GefaRprothesentypen: Dacron™
(A), Dacron Silver'™ (B) und Dacron Silver™ (C). Das Diagramm (D) veranschaulicht die
unterschiedlichen Silberabgabeprofile der silberbeschichteten Gefal3prothesenoberflachen.
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3.4. Implantation des Gefal3prothesenfragments

Die steril verpackte Rohrprothese wurde vor der Implantation in eine GréRe und Form
gebracht, die das Einsetzen in die Rickenhautkammer erlaubte. Hierzu wurden unter dem
Operationsmikroskop in 10-facher VergroRerung mit einem Skalpell 2 mm2 grol3e
Gefal3prothesenfragmente zugeschnitten. Eine Schablone als Unterlage gewahrleistete die

mafdgerechte Anfertigung der Prothesenfragmente.

48 Stunden nach Praparation der Rickenhautkammer wurde die Maus erneut mit 75mg/kg
Ketaminhydrochlorid (Ketavet™; Parke Davis, Freiburg, Deutschland) und 25mg/kg
Xylazinhydrochlorid (Rompun™; Bayer, Leverkusen, Deutschland) anasthesiert.

Abbildung 3.3: C57BL/6 Maus nach Préparation und Implantation des Gefal3prothesenfragments (A).
Das Implantat wird zentral in die Rickenhautkammer eingebracht. Die &uRere Oberflache der
Prothese kommt auf dem Muskelgewebe der Rickenhautkammer zum Liegen. Wie in Abbildung B
und C zu erkennen, wird im Anschluss die Rickenhautkammer mit Deckglas und Sprengring ohne
Lufteinschliisse wieder verschlossen.
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Die Maus wurde in horizontaler Lage auf einer Kunststoffplatte unter dem
Operationsmikroskop positioniert. Der Sprengring und das Deckglas mussten vor Beginn der
Implantation wieder entfernt werden. Nach Er6ffnen der Rickenhautkammer wurde das
vorbereitete Prothesenfragment mit der Prothesenauf3enseite zentral auf das Muskelgewebe
in der Ruckenhautkammer platziert. Bei diesem Arbeitsschritt galt es das Risiko einer
Kontamination oder der mechanischen Irritation des Gewebes auf ein Minimum zu
reduzieren. Bei korrekter Lage des Implantats konnte die Ruckenhautkammer umgehend
wieder mit Deckglas und Sprengring verschlossen werden (Abbildung 3.3, A, B und C). Die
Maus wurde im Anschluss an die Implantation der ersten intravitalen

Fluoreszenzmikroskopie zugeftihrt.
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3.5. Intravitale Fluoreszenzmikroskopie

Zur intravitalen fluoreszenzmikroskopischen Analyse wurde die narkotisierte Maus in
Seitenlage auf einer Plexiglasplatte fixiert. Vor Beginn der Mikroskopie wurde der Maus 0,1
ml eines Gemischs aus zwei Fluoreszenzfarbstoffen intravends in den retrobulbaren
Venenplexus injiziert. Die Fluoreszenzfarbstoffe wurden in einer 1-ml-Feindosierungsspritze
im Verhaltnis 1:1 gemischt. Der Fluoreszenzfarbstoff 5% Fluoreszein-lsothiocyanat-
markiertes Dextran (FITC-Dextran, Molekulargewicht 150.000 Da, Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, Deutschland) bewirkt eine Kontrastverstarkung des Blutplasmas. So kénnen die
Intravasalraume dargestellt werden. Der Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin 6G (Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, Deutschland) kann durch direkte Farbung Granulozyten und Monozyten
sichtbar machen (Baatz H et al., 1995). Die Farbung ermdglicht die Beurteilung der

Leukozyteninteraktion mit dem GefaRendothel.

Die Maus wurde mit einer Plexiglasbihne auf den Objekttisch eines modifizierten Zeiss
Axiotech Mikroskops (Zeiss; Oberkochen, Deutschland) gelegt (Abbildung 3.4 B). Das
Axiotech Mikroskop wurde zusatzlich mit einer 100 W HBO Quecksilberhéchstdrucklampe,
einem Auflichtilluminator und einem Reflektorschieber modifiziert. Der Reflektorschieber
enthielt drei unterschiedliche Filterblécke, die eine Anregung mit blauem (450-490nm
Anregungswellenlange/ 520nm Emissionswellenlange), grinem (530-560nm/580nm) und

ultraviolettem Licht (330-390nm/430nm) erma@glichten.

Abbildung 3.4: Intravitalmikroskop (A) und eine C57BL/6 Maus auf einer Plexiglasbihne wéhrend
einer intravitalmikroskopischen Aufnahme in Grinlicht-Epi-lllumination (B).
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Als weitere Module wurden ein Videotimer (VTG 33; FOR-A Company Limited, Tokio, Japan)
und eine CCD Videokamera (FK6990; Pieper, Schwerte, Deutschland) an die Apparatur
angeschlossen. Der Videotimer diente der Dokumentation der Versuchstiernummer und des
Untersuchungstages im linken oberen Bildrand. Die wahrend der Mikroskopie entstandenen
Bilder wurden mit einem DVD-Recorder (DVD-R121; Samsung Electronics GmbH,
Schwalbach, Deutschland) auf ein Speichermedium aufgezeichnet. Das gespeicherte

Bildmaterial konnte dann zu einem spateren Zeitpunkt ausgewertet werden.
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3.5.1. Analyse der Mikrozirkulation

A
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Abbildung 3.5: Schematische Darstellung der standardisiert durchgefihrten intravitalmikroskopischen
Untersuchung (A) mit den verschiedenen Analysearealen. Zur Bestimmung der funktionellen
Kapillardichte wurden 8 Analysefelder (A; rote Quadrate) im direkten Randbereich des Implantats
aufgezeichnet. Leukozytenadhasion und Mikrohdmodynamik wurde an Venolen gemessen, die sich in
unmittelbarer Umgebung des Implantats befanden (A; gepunktete Quadrate). Intravitalmikroskopische
Aufnahmen in Blaulicht-Epi-lllumination (B) und Grinlicht-Epi-lllumination (C) zeigen beispielhaft ein
Analysefeld im direkten Randbereich (B) und ein Analysefeld, das eine Venole in enger Nachbarschaft
des Implantats zeigt (C). Zur Untersuchung der Mikrohamodynamik und der Leukozyten-Endothel-
Interaktion wurden vier weitere ,Regions of Interest” (ROI) in enger Nachbarschaft zur Gefal3prothese
selektiert (Abbildung 3.5 A und C). Innerhalb der Analysefelder befanden sich ausgewahite
postkapillare Venolen oder Sammelvenolen. An diesen Venolen wurden die mikrohamodynamischen
Messungen durchgefihrt. Die Analyse der Mikrohdmodynamik erfolgte an den postkapillaren Venolen.
Diese wurden auch zur Beurteilung der Leukozyten-Endothel-Reaktion verwendet.

Die quantitative Analyse der mikrozirkulatorischen Parameter wurde an dem in der

Mikrozirkulationsforschung etablierten Bildanalyseprogramm Cap-lmage (Zeintl, Heidelberg,
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Deutschland) durchgefiihrt. Durch die Anwendung dieser Software konnten die
Angiogenese, Leukozyten-Endothelinteraktion und Mikrohamodynamik im Verlauf quantitativ

beurteilt werden.

Die Analyse der Neovaskularisierung erfolgte standardisiert an acht sogenannten ,Regions
of Interest” (ROI), die sich im direkten Randbereich der Gefaliprothese befanden (Abbildung
3.5 A und B). Ein ROI hatte eine Flache von 0,4 mm2,

3.5.1.1. Funktionelle Kapillardichte

Neugebildete und durchflossene Kapillaren wurden in den acht ROl im Rahmen der Cap-
Image Bildanalyse mit einer Computermaus nachgezeichnet. Die funktionelle Kapillardichte
errechnete sich, indem die gemessene Gesamtlange der neugebildeten bzw.
nachgezeichneten Kapillaren durch die zu analysierende Flache des Beobachtungsfeldes
dividiert wurde (cm/cm2) (Menger MD et al., 1992).

3.5.1.2. GefaRdurchmesser (d)

Der GefalRdurchmesser der postkapillaren Venolen wurde computerassistiert gemessen.
Dabei wurden am Computer zwei gegeniiberliegende Randpunkte einer Venole festgelegt
und miteinander verbunden. Die direkte Verbindungslinie der beiden Randpunkte stellte die
GefalRdurchmesserstrecke d dar. Die Gefal3durchmesserstrecke d sollte rechtwinklig zum

Gefallverlauf ausgerichtet sein und wird in um angegeben.

3.5.1.3. Blutzellgeschwindigkeit (v)

Zur Bestimmung der FlieRgeschwindigkeit der Erythrozyten wurde die Line-Shift-Diagramm-
Methode verwendet. Dabei wurde mit der Cap-Image-Software eine zur Flussrichtung
parallel verlaufende Linie in die Mitte des GefaRlumens der Venole gelegt. Danach wurde die
auf DVD aufgezeichnete Mikroskopie fur 10 Sekunden in Echtzeit abgespielt. Wahrend
dieser Messperiode erstellte die Software zu verschiedenen Messzeitpunkten
unterschiedliche Grauwertprofile, die in einem Bildspeicher abgelegt wurden. Das
Computerprogramm erstellte auf der Grundlage dieser Grauwertprofile ein sogenanntes
Line-Shift-Diagramm. Die Blutzellgeschwindigkeit v wurde dann aus dem Line-Shift-

Diagramm abgelesen (Klyscz et al., 1997).



Material und Methoden 27

3.5.1.4. Mikrovaskularer Blutfluss (Q)
Der Volumenfluss Q wurde mit folgender Formel berechnet:
Q =1 x (d/2)? * v/1,6 [pl/s]

d= GefalRdurchmesser, 1,6(pl/s)= Baker-Wayland-Faktor

Innerhalb der Venolen mit einem Innendurchmesser zwischen 20 und 40 ym unterliegt die
darin flieBende Flissigkeit einem parabolen Geschwindigkeitsprofil. Dies bedeutet, dass im
Zentralstrom eine hohere Blutzellgeschwindigkeit als im Randbereich vorherrscht. Der
Baker-Wayland-Faktor wurde in die Berechnung des Volumenflusses Q miteinbezogen, um
die Diskrepanz zwischen gemessener Blutzellgeschwindigkeit im Zentralstrom und der

durchschnittlichen Blutzellgeschwindigkeit auszugleichen (Baker M, Wayland L et al., 1974).

3.5.1.5. Scherrate (y)

Die Scherrrate wurde auf der Grundlage der Newton’schen Definition mit folgender Formel

berechnet:
y=8*v/d
d= GefalRdurchmesser, v= Blutzellgeschwindigkeit
3.5.1.6. Leukozyten-Endothel-Interaktion

Leukozyten wurden entsprechend ihrer Interaktion mit dem GefaRRendothel in frei flie3ende,
rollende und wandstandige Leukozyten eingeteilt (Ricker M et al., 2001). Wandstandige
Leukozyten wurden definiert als Leukozyten, die wahrend eine Beobachtungszeit von 20
Sekunden sich nicht bewegten bzw. sich nicht vom GefalRendothel I6sen konnten. Die
Anzahl der wandstandigen Leukozyten wurde in Anzahl von Zellen pro Quadratmillimeter
(mm?) Endotheloberflache angegeben (Anzahl Zellen/mm?). Die Flache des Endothels
berechnete sich aus dem GefalRdurchmesser und der Lange der analysierten Venole unter
der Annahme, dass die ausgewdahlte Venole eine zylindrische Form besitzt. Rollende
Leukozyten wurden definiert als Zellen, die sich innerhalb des Gefalles mit einer
Geschwindigkeit fortbewegen, die weniger als 2/5 der gemessenen Blutzellgeschwindigkeit v
betragt. Die Angabe erfolgte als Anzahl von Zellen, die innerhalb einer Minute einen

Bezugspunkt in der Venole passieren (Anzahl Zellen/min; Menger MD et al., 1992).
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3.6. Histologie und Immunhistochemie

Am Ende der Versuchsreihe wurde das Implantat sowie das umgebende Gewebe der
Ruckenhautkammer entnommen und in Formaldehyd 4% fixiert (Abbildung 3.6 A). Nach 24
Stunden wurden die Praparate in Paraffin eingebettet und Serienschnitte mit Schichtdicken
von 3 ym angefertigt. Die Analyse der histologischen und immunhistochemischen Praparate
erfolgte im Hellfeld und wurden an einem konventionellen Durchlichtmikroskop (BX 60;
Olympus, Hamburg, Deutschland) in 40-facher VergroRerung durchgefihrt. Die
lichtmikroskopische Auswertung der Gewebeschnitte erfolgte anhand des in Abbildung 3.6 B

schematisch dargestellten Mikroskopieschemas.

Implantat

Abbildung 3.6: Das in (A) gekennzeichnete Areal (rotes Rechteck) der Ruckenhautkammer wurde
post mortem exzidiert. Nach histologischer Aufarbeitung wurde der Querschnitt entsprechend dem in
(B) dargestellten Schema lichtmikroskopisch ausgewertet. Innerhalb des Gewebeschnitts wurden
neun HPF’s (rote Quadrate) auf der Prothese und deren unmittelbarer Nachbarschaft ausgewertet (B).

3.6.1. Konventionelle Histologie

Die Gewebeschnitte wurden zur ersten orientierenden lichtmikroskopischen Begutachtung
mit Hamatoxylin und Eosin nach histologischem Standardprotokoll gefarbt. Hamatoxylin farbt

saure Strukturen blau und Eosin basische Strukturen rot an.
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Weitere Gewebeproben wurden mit einer Siriusrot-Farbung behandelt, um neuentstandene
Kollagenfasern innerhalb des neugebildeten Granulationsgewebes zu identifizieren.

Des Weiteren wurde eine Chlor-Acetat-Esterase Farbung angefertigt. Bei der Chlor-Acetat-
Esterase-Reaktion werden neutrophile Granulozyten rot angefarbt. Die Leukozyten, die sich

rot anfarbten, wurden in funf Gesichtsfeldern (HPF) im Implantatbereich ausgezahlt.

3.6.2. Immunhistochemie: Caspase-3 und PCNA

Zur immunhistochemischen Analyse von apoptotischen Zellen im Gewebe der
Ruckenhautkammer wurde eine Caspase-3-Immunhistochemie durchgefihrt. Zum
spezifischen Nachweis einer Caspase-3 abhéngigen Apoptose wurden die Gewebeschnitte
mit einem polyklonalen Kaninchen anti-casp-3 Antikdrper (1:100, New England Biolabs,
Frankfurt, Deutschland) als Primarantikdrper inkubiert, der aktive cleaved Caspase-3 in der
Maus erkennt. Ein mit Biotin konjugierter Ziege anti-Kaninchen Antikérper diente als
Sekundarantikorper (abcam; Cambridge, UK), der an den Kaninchen Antikdrper bindet.

Zur ldentifikation von proliferierenden Zellen wurde ein monoklonaler Maus anti-proliferating
cell nuclear antigen (PCNA)-Antikdrper (1:100; Dako GmbH, Hamburg, Germany) als
Primarantikbrper verwendet. Ein Ziege anti-Maus Antikérper, der mit Streptavidin- oder
Meerrettich-Peroxidase konjugierte wurde, wurde als Sekundarantikorper verwendet um die
PCNA-positive Zellen sichtbar zu machen. Als Chromogen wurde 3,3° Diaminobenzidin

benutzt.

Die Gewebeschnitte wurden nach Mayer mit Hemalaun gegengefarbt. Die Caspase-3 und
PCNA-positiven Zellen wurden in 9 verschiedenen Analysefeldern (HPF) in 40-facher
VergroBerung beurteilt. Die Anzahl der positiven Zellen wurde als Prozent der absoluten

Zellzahl eines HPF angegeben.
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3.7. Versuchsprotokoll
3.7.1. Versuchsgruppen

Im Rahmen des Versuchs wurde an 24 C57BL/6-Mausen (Charles River Laboratories
GmbH, Sulzfeld, Deutschland) eine Rickenhautkammerpraparation durchgefihrt.

AnschlieRend wurden die Tiere drei unterschiedlichen Gruppen zugeordnet:
1. Gruppe Dacron™ (n=8)
2. Gruppe Dacron Silver*™ (n=8)

3. Gruppe Dacron Silver*™ (n=8)

3.7.2. Versuchsablauf

Nach Ablauf von 48 Stunden nach Praparation der Rickenhautkammer erfolgte die
Implantation eines Gefal3prothesenfragments in die Rickenhautkammer. Am Tag der
Implantation (Tag 0) sowie an den Tagen 3, 6, 10 und 14 wurde eine
intravitalmikroskopische Fluoreszenzmikroskopie durchgefuhrt. Angiogenese, Leukozyten-
Endothel-Interaktion und mikrohdmodynamische Parameter wurden zu einem spateren
Zeitpunkt computerassistiert analysiert. Nach Beendigung der In-vivo-Experimente wurden
die Tiere mit einer Uberdosis eines Anasthetikums euthanasiert. Danach wurden das
Implantat und das umliegende Gewebe vorsichtig exzidiert, um das Préaparat fir

histologische und immunhistochemische Untersuchungen nutzen zu kénnen (Abbildung 3.7).

IVM Tag 0 IVM Tag 3 IVM Tag 6 IVM Tag 10 IVM Tag 14

Préaparation . . .
RHK Implantation Histologie

Abbildung 3.7: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs mit Zeitpunkt der Pré&paration,
Implantation, der intravitalmikroskopischen Untersuchungen und der Gewinnung der histologischen
Proben.
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3.7.3. Statistik

Die gewonnenen Daten wurden auf Normalverteilung und Varianz uberprift. Unterschiede
zwischen den verschiedenen Gruppen wurden mit einem ungepaarten Student’s t-Test
untersucht (SigmaStat; Jandel Coporation, San Rafael, CA, USA). Eine statistische
Signifikanz lag vor bei einem P-Wert < 0,05. Die Werte wurden als Mittelwert mit

Standardfehler des Mittelwerts (SEM) angegeben.
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4. Ergebnisse
4.1. Vaskularisierung der Gefal3prothese
4.1.1. Dacron™im Vergleich mit Dacron Silver'™

Sowohl die Dacron™- als auch Dacron Silver'™-Implantate induzierten eine angiogene
Gewebereaktion innerhalb der Rulckenhautkammer des Empfangers. Die angiogene
Gewebereaktion zeigte sich durch die Bildung von mikrovaskularen Sprouts. Die Sprouts, die
von Venolen und Kapillaren in der direkten Grenzzone ausgingen, waren bereits drei Tage
nach der Operation sichtbar. An den folgenden Untersuchungstagen wuchsen die Sprouts
zunehmend weiter in die Umgebung des Implantats ein und bildeten Netzwerke aus
neugebildeten Gefal3en (Abbildung 4.1 A und B).

Abbildung 4.1: Intravitalmikroskopische Aufnahme der neugebildeten Gefal3netzwerke (Pfeile) im
Bereich eines intravitalmikroskopischen Analysefeldes (A). In der Ubersichtsaufnahme (B) ist zu
erkennen, dass es im gesamten Randbereich des Dacron SiIver+TM—ImpIantats zu einer Neubildung
von Gefalinetzwerken gekommen ist.

Die Bildung mikrovaskularer Netzwerke konzentrierte sich auf die direkte
Prothesenumgebung. Im Zentrum der Implantate fand in keiner der Gruppen wéhrend des
14-tdgigen Beobachtungszeitraumes eine Vaskularisierung der Prothese statt. Die
Angiogenese und Vaskularisierung des Implantats waren in der Dacron Silver'™-Gruppe
starker ausgepragt (Abbildung 4.2 A und B). Dies zeigte sich an einer signifikant erhdhten

funktionellen Kapillardichte in der Grenzzone des Prothesenfragments an den
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Untersuchungstagen 3, 6, 10 und 14 verglichen mit der unbeschichteten Dacron™
(Abbildung 4.2 C).
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Abbildung 4.2: A und B zeigen intravitalmikroskopische Aufnahmen in Blaulicht-Epi-lllumination unter
Kontrastverstarkung mit 5% FITC-markiertem Dextran. Auf den Bildern sind die Randbereiche eines
unbeschichteten Dacron™-Implantats (A) und eines Dacron Silver'™-Implantats (B) 14 Tage nach
Implantation in die Ruckenhautkammer einer C57BL/6 Maus zu erkennen. Die funktionelle
Kapillardichte (cm/cm2) an den unterschiedlichen Untersuchungszeitpunkten im unmittelbaren
Randbereich des Dacron™-Implantats (weiBer Balken) und des Dacron Silver'™-Implantats
(schwarzer Balken), die mittels Intravitalmikroskopie und computergestitzter Bildanalyse bestimmt
wurde, kommt in diesem Balkendia%ramm (C) zur Darstellung. Es zeigte sich eine signifikant erhdhte
Kapillardichte in der Dacron Silver "-Gruppe an den Untersuchunstagen 3, 6, 10 und 14 im Vergleich
zu Dacron™ (C). Die Daten sind als Mittelwerte + SEM angegeben. *P<0,05 vs. DacronTM-ImpIantate.
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4.1.2. Dacron Silver*™ im Vergleich mit Dacron Silver®™

Die beiden Prothesenimplantate, Dacron Silver'™ und Dacron Silver*™ mit unterschiedlichen
Silberbeschichtungen, induzierten ebenfalls eine angiogene Gewebereaktion in der

Rickenhautkammer am dritten Tag nach der Implantation.
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Abbildung 4.3: A und B zeigen intravitalmikroskopische Aufnahmen in Blaulicht-Epi-lllumination unter
Kontrastverstarkung mit 5% FITC-markiertem Dextran im Randbereich der GefaRprothesenimplantate
der Versuchsgruppen Dacron Silver'™ (A) und Dacron Silver®™ (B) an Tag 14 nach Implantation in die
Ruckenhautkammer von C57BL/6 Mausen. Man beachte die hohe Dichte der neugebildeten
MikrogefaRe im Randbereich des Dacron Silver+TM-ImpIantats (A), die die Kapillaren des
quergestreiften Muskelgewebes der Rickenhautkammer Uberwuchern (A, weile Pfeile). Im
Grenzbereich des Dacron SilvereTM-ImpIantats sieht man vergleichsweise wenige neue Mikrogeféalie
ohne dass die ortsstandigen vaskuldaren Strukturen Uberwachsen werden (B). Die parallel
angeordneten autochthonen Kapillaren des Muskelgewebes sind jedoch deutlich sichtbar (B, weil3e
Dreiecke). Das Balkendiagramm zeigt die mittels Intravitalmikroskopie und computergestiutzer
Bildanalyse ermittelte funktionelle Kapillardichte (cm/cm2) im Randbereich der Dacron Silver'™ (C,
weiRe Balken) und Dacron Silver*™ (C, schwarze Balken) an den Untersuchungstagen 0, 3, 6, 10 und
14. Die Daten sind als Mittelwerte £+ SEM angegeben. *P<0,05 vs. Dacron Silver*™.
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Im Vergleich der beiden Silberprothesen zeigte sich eine verstarkte Angiogenese und

+TM

Vaskularisierung im Implantatbett der DacronSilver™ “-Gruppe. Die funktionelle Kapillardichte

+TM M

in der Dacron Silver'™-Gruppe war im Vergleich zu DacronSilver®

(Abbildung 4.3 C).

signifikant erhoht

4.2. Mikrohamodynamik in der Umgebung der Gefal3prothese
4.2.1. Dacron™im Vergleich mit Dacron Silver'™

Die analysierten Venolen der Dacron™- und Dacron Silver*™-Gruppe, welche sich in
Nahe der
GefalRdurchmesser zwischen 24 und 28 pm

unmittelbarer Gefal3prothesenimplantate hatten  einen

(Tab.1).
Erythrozyten (v) in diesen Venolen innerhalb des gesamten Beobachtungszeitraumes betrug

befanden,
Die FlieRgeschwindigkeit der

150 bis 320 pm/s. Die daraus errechneten Werte fiir volumetrischen Blutfluss und die
Scherrate betrugen 59-120 pL/s beziehungsweise 51-104 s™. Innerhalb der Dacron™- und
Dacron Silver'™-Gruppe konnten in Bezug auf die Mikrohamodynamik keine signifikanten

Unterschiede festgestellt werden.

Tag O Tag 3 Tag 6 Tag 10 Tag 14

GefaRdurchmesser (um)

Dacron™ 26,2+1,0 248+1,6 240+1,1 256 +1,1 245+1,1

Dacron Silver™™ 27,0+1,5 28,3+25 258+19 26,6 £1,8 26,0+1,8
Blutzellgeschwindigkeit (um/s)

Dacron™ 165,7 £ 20,8 299,9+22,2 | 308,4+289 | 283,4+32,3 225,1 £43,7

Dacron Silver™ 150,1 + 26,8 250,7 £ 9,6 283,9+179 | 321,2+229 311,8 +20,0
Mikrovaskularer Blutfluss (pL/s)

Dacron™ 58,8+11,4 | 920+13,0 | 91,1+180 | 949+193 | 67,6+18,3

Dacron Silver™™ 62,1 +17,3 103,3 £16,5 97,6 14,9 120,2+£21,9 103,5+19,9
Scherrate (s™7)

Dacron™ 50,5+5,3 98,8 +8,0 103,6 £7,3 88,5+7,6 74,2+129

Dacron Silver™ 51,9 + 10,7 75,6 +8,3 86,6 + 9,0 98,1+7,4 949+6,9
Tabelle 4.1: Die Tabelle zeigt GefaRdurchmesser (um), Blutzellgeschwindigkeit (um/s),

volumetrischer Blutfluss (pL/s) und Wandscherrate (s'l) in den ausgewahlten postkapillaren Venolen
und Sammelvenolen im Grenzbereich der GefaRprothesenimplantate Dacron™ (n=8) und Dacron
Silver ™ (n=8) an den Untersuchungstagen 0, 3, 6, 10 und 14 nach Implantation in die
Ruckenhautkammer von C57BL/6 M&usen. Die Daten werden angegeben als Mittelwerte + SEM.
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Dies deutete darauf

hin, dass

innerhalb  der

Versuchsgruppen

vergleichbare

mikrohamodynamische Bedingungen herrschten. Dies war die Grundlage fur die weitere

Analyse der Leukozyten-Endothel-Interaktion, die wir als charakteristische Eigenschaft fur

die Entzindungsreaktion des Empfangergewebes auf die Implantate interpretierten.

4.2.2. Dacron Silver'™im Vergleich mit Dacron Silver®™

Die mikrohamodynamischen Parameter in den Gruppen Dacron Silver'’

M

und Dacron

Silver®™ zeigten keine signifikanten Unterschiede innerhalb der beiden Versuchsgruppen in

Bezug auf GefalRdurchmesser

volumetrischem Blutfluss (32-115 pL/s) und Wandscherrate (26-111 s™).

(23-30 um) Blutzellgeschwindigkeit (109-323 pm/s),

Tag O Tag 3 Tag 6 Tag 10 Tag 14

GefaRdurchmesser (pm)

Dacron Silver'™ 28,1+14 30,1+2,0 27,2+15 278+1,6 245+11

Dacron Silver®™ 24,4+0,7 23,1+0,5 23,3x1,1 23,2+1,2 254+1,0
Blutzellgeschwindigkeit (um/s)

Dacron Silver™™ 1741 £ 15,4 259,4 £5,2 272,0+£15,9 336,6 £ 20,1 323,5+19,9

Dacron Silver®™ 108,6 £10,5 | 2335+16,8 | 262,9+16,1 | 312,8+19,6 | 3153+30,3
Mikrovaskularer Blutfluss (pL/s)

Dacron Silver™™ 71,6 £ 18,7 115,2+ 14,0 85,9+10,9 103,6 £17,0 84,5+6,8

Dacron Silver®™ 324+31 63,1+4,8 76,1 +11,8 85,8 +9,8 113,7+6,1
Scherrate (s™)

Dacron Silver™ 61,3+6,8 81,0+7,7 798+7,1 940+7,3 89,0+4,9

Dacron Silver®™ 36,445 81,9+6,3 91,2+4,6 110,8 £10,4 98,1+11,4

Tabelle 4.2: Die Tabelle zeigt wie zuvor bei Tabelle 4.1. bereits erwahnt die mikrohdmodynamischen
Parameter in ausgewahlten Venolen und im Grenzbereich der Gefal3prothesenimplantate Dacron
Silver'™ (n=8) und Dacron Silver®™ (n=8) an den Tagen 0, 3, 6, 10 und 14 nach Implantation in die
Rickenhautkammer von C57BL/6 M&usen. Die Daten werden angegeben als Mittelwerte + SEM.

Auch innerhalb dieser beiden Versuchsgruppen konnte auf der Grundlage vergleichbarer
Mikrohdmodynamik in den Venolen die Leukozyten-Endothel-Reaktion analysiert werden,
um eine Aussage uber eine inflammatorische Reaktion auf das Implantat im Gewebe der

Rickenhautkammer nachweisen zu kdnnen.
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4.3. Leukozyten-Endothel-Interaktion in der Umgebung der Gefal3prothese

4.3.1. Dacron™im Vergleich mit Dacron Silver'™
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Abbildung 4.4: Die Diagramme A und B zeigen die Anzahl rollender Leukozyten [min™] und
adharenter Leukozyten [mm™] in postkapillaren bzw. Sammelvenolen im Randbereich von Dacron'"-
(weiRer Balken) und Dacron SiIver+TM-ImpIantaten (schwarzer Balken) an. Die Werte wurden mittels
IVM und computergestutzter Bildanalyse gewonnen. Die Diagramme zeigen keine relevanten
Unterschiede innerhalb der Dacron™ und Dacron Silver+TM-Gruppe in Bezug auf rollende (A) oder
wandstandige Leukozyten (B) an den Untersuchungstagen 0, 3, 6, und 14. Die Daten sind als
Mittelwerte £+ SEM angegeben. *P<0,05 vs. DacronTM-ImpIantate.
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Wihrend des gesamten 14-tagigen Beobachtungszeitraums wurden 4,0 bis 8,0 min™

rollende Leukozyten und 91-218 wandstandige Leukozyten pro mm? in Sammelvenolen und
postkapillaren Venolen gemessen. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen Dacron™ und der Dacron Silver'™. Die gemessenen Werte zeigten eine
physiologische Leukozyten-Endothel-Interaktion, wie sie in einer nicht entzindlichen
Ruckenhautkammer anzufinden ist (Ricker M et al., 2006; Laschke MW et al., 2007).
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4.3.2. Dacron Silver*™im Vergleich mit Dacron Silver®™
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Abbildung 4.5: A und B zeigen intravitalmikroskopische Aufnahmen von Sammelvenolen in
unmittelbarer N&he von Dacron Silver'™ (A) und Dacron Silver*™ (B) in Griinlicht-Epi-lllumination zur
Erkennung der mit Rhodamin 6G markierten adhéarenten Leukozyten (Pfeile, A und B). Die
Diagramme (C und D) zeigen die Anzahl rollender Leukozyten (min™) und adharenter Leukozyten
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(mm'z) in ausgewdhlten Venolen im Randbereich der Implantate Dacron Silver ™ (weil3e Balken, C
und D) und Dacron Silver®™ (schwarze Balken, C und D). Die Daten sind als Mittelwerte + SEM
angegeben. *P<0,05 vs. Dacron Silver'™-Implantate.

M

Die Anzahl der rollenden Leukozyten in der Dacron Silver'™ und Dacron Silver®™ lag

zwischen 4.8-8.9 min™. Die Anzahl der gemessenen wandstandigen Leukozyten war in der
Dacron Silver*™ im Vergleich zu DacronSilver*™ signifikant erhoht. Dies deutete darauf hin,

eTM

dass im umliegenden Gewebe des Dacron Silver® "-Implantats eine starkere

inflammatorische Aktivierung der Leukozyten stattgefunden hat (Abbildung 4.5: A-D).
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4.4. Inkorporation der Implantate: Dacron™ und Dacron Silver'™

Die histologische Untersuchung des Riickenhautkammergewebes nach 14 Tagen zeigte,
dass sowohl die Dacron™ als auch die Dacron Silver'™ von neugebildetem,

vaskularisiertem Granulationsgewebe umgeben waren.

Abbildung 4.6: Die Abbildungen A und B zeigen einen mit Hamatoxylin und Eosin geféarbten
Querschnitt des Riickenhautkammergewebes mit einer implantierten Dacron Silver*™-Prothese auf
quergestreiftem Muskelgewebe (Pfeile, A) 14 Tage nach Implantation in die RHK einer C57BL/6
Maus. Eine DetailvergroRerung (B) der Grenzflache zwischen Implantat und dem umliegenden
Gewebe (A, schwarzes Rechteck) zeigt die dichte Vaskularisierung, die Bildung von
Granulationsgewebe und die Migration von vereinzelten Zellen zwischen den Dacronfasern
(Sternchen) des Implantats. Die Kapillaren und neugebildeten Geféaf3e sind gefullt mit zahlreichen
Erythrozyten.
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Das Granulationsgewebe wuchs in die Zwischenrdume der Fasern der gewirkten Dacron™-
und Darcon Silver*™-Prothesenimplantate ein. Dieser Prozess der Migration von Zellen in
das Implantat forderte die Inkorporation der GefalR3prothesen in das Gewebe des
Implantatbettes der Rickenhautkammer.
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4.5. Kollagenbildung, Regeneration und Apoptose: Dacron™ im Vergleich mit Dacron
Silver™

Dacron™ Dacron Siver™ Dacron™ Dacron Siver ™

Abbildung 4.7 zeigt histologisch und immunhistochemisch aufgearbeitete Gewebeschnitte aus dem
Randbereich von Dacron™- (A, C und E) und Dacron Silver*™-Implantaten (B, D und F) 14 Tage nach
Implantation in die Riuckenhautkammer von C57BL/6 Mausen. Die Praparate wurden mit Siriusrot (A
und B) gefarbt, um neugebildete Kollagenfasern im Randbereich des Implantats sichtbar zu machen.
AuRerdem wurden die Gewebeschnitte mit Antikdrpern gegen PCNA (C und D) und Antikérpern
gegen Caspase-3 (E und F) markiert, um sowohl proliferierende als auch apoptotische Zellen
innerhalb der Auswertungsbereiche erkennen zu kdnnen. Die Diagramme zeigen die Menge PCNA-
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positiver Zellen (G, angegeben in %) und die Menge Caspase-3-positiver Zellen (H, angegeben in %)
innerhalb der Analysefelder der Dacron™- (weiBe Balken, n=8; G und H) und Dacron Silver*™-
GefaBprothesen an Tag 14 nach Implantation (schwarze Balken, n=8; G und H). Die Daten werden als
Mittelwerte £+ SEM angegeben.

Eine Siriusrot-Farbung an Tag 14 nach Implantation konnte nachweisen, dass es in der
direkten Implantationsumgebung zu einer Bildung von Kollagenfasern gekommen war. Es
zeigten sich keine Unterschiede zwischen Dacron™ und DacronSilver'™. Die
immunhistochemischen Nachweise von PCNA und Caspase-3 zeigten einen Anteil von 11-
15% proliferierenden und 1-2% apoptotischer Zellen innerhalb des neugebildeten
Granulationsgewebes. Die Anzahl apoptotischer Zellen zeigte keine signifikanten

Unterschiede innerhalb der beiden Gruppen.
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4.6. Zellproliferation und Apoptose: Darcon Silver*™ im Vergleich mit Darcon Silver®™

Die Analyse der PCNA Immunhistochemie zeigte eine signifikant erhohte Anzahl PCNA-

+TM

positiver, proliferierender Zellen in der Dacron Silver” "-Gruppe im Vergleich mit der Dacron

eTM

Silver®"™-Gruppe an Tag 14 nach Implantation (Abbildung 4.8 A-C).
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Abbildung 4.8: A und B zeigen Ausschnitte immunhistochemisch bearbeiteter Querschnitte einer
Ruckenhautkammer aus dem Randbereich eines Dacron Silver*™- (A) und eines Dacron Silver®™-
Implantats (B) 14 Tage nach Implantation auf die quergestreifte Muskulatur innerhalb der
Ruckenhautkammer von C57BL/6 Mausen. Zur Erkennung proliferierender Zellen (Pfeile, A) wurden
die Gewebeschnitte mit Antikbrpern gegen PCNA markiert. Das Diagramm (C) zeigt die Anzahl
PCNA-positiver Zellen (angegeben in %) innerhalb der Analysefelder von Dacron Silver'™ (weil3er
Balken; n=8) und Dacron Silver®™ (schwarzer Balken, n=8) 14 Tage nach Implantation. Die Werte
sind als Mittelwerte + SEM angegeben. *P<0.05 vs. Dacron Silver™.
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Im Gegensatz dazu ergab die immunhistochemische Auswertung der Caspase-3 positiven
Zellen im Ruckenhautkammergewebe keine signifikanten Unterschiede innerhalb der
Gruppen Dacron Silver*™ und Dacron Silver®™ (Abbildung 4.9 A-C). Die Anzahl der
apoptotischen Zellen waren im Durchschnitt mit 2-3% als niedrig einzustufen.
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Abbildung 4.9: A und B zeigen Ausschnitte immunhistochemisch bearbeiteter Querschnitte einer
Ruckenhautkammer aus dem Randbereich eines Dacron Silver*™- (A) und eines Dacron Silver®™-
Implantats (B) 14 Tage nach Implantation auf die quergestreifte Muskulatur innerhalb der
Rickenhautkammer von C57BL/6 Méausen. Die Gewebeschnitte wurden mit einem Casp-3-Antikorper
markiert um apoptotische Zellen innerhalb der Analyseareale erkennen zu kénnen (Pfeile). Das
Diagramm (C) zeigt die Anzahl PCNA-positiver Zellen (angegeben in %) innerhalb der Analysefelder
von Dacron Silver™™ (weiRer Balken; n=8) und Dacron Silver*™ (schwarzer Balken, n=8) 14 Tage
nach Implantation. Die Werte sind als Mittelwerte + SEM angegeben.
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5. Diskussion

Wir verwendeten flir unsere Experimente das in der Mikrozirkulationsforschung etablierte
Ruckenhautkammermodell der Maus. Das Rickenhautkammermodell hat sich nachweislich
als eine geeignete Methode herausgestellt um die In-vivo-Performance von GefalR3prothesen
zu untersuchen. In einer Studie von Menger MD et al. wurden bereits verschiedene
Gefal3prothesen (Solco®, Omniflow®, e-PTFE®) am Rulckenhautkammermodell des
Syrischen  Goldhamsters  untersucht (Menger MD et al, 1992). Das
Ruckenhautkammermodell ermdoglicht mittels intravitaler Fluoreszenzmikroskopie eine
Beurteilung der Angiogenese und der frihen Entziindungsreaktion im Gewebe der
Ruckenhautkammer. Somit kann die Reaktion des Gewebes auf die Implantation von
verschiedenen Biomaterialien tUber einen Zeitraum von zwei Wochen an ausgewahlten
Untersuchungstagen am lebenden Tier repetitiv untersucht werden (Laschke MW et al.,
2011). Das Modell besitzt im Gegensatz zu histologischen Untersuchungen von Geweben
den Vorteil, dass das Riuckenhautkammermodell als In-vivo-Verfahren einen direkten
Einblick in die dynamischen Prozesse gewahrt, die im Gewebe im Bereich der
Gefal3prothesenimplantate ablaufen. Gefal3neubildung, Mikrohdmodynamik kénnen nicht nur
am Ende eines Versuches, sondern wahrend eines Zeitraumes von 14 Tagen im Verlauf
gemessen und beurteilt werden. Da das Gefal3prothesenimplantat mit einer Oberflache von
2 mmz2 in das Zentrum der Rickenhautkammer gelegt wird, entgeht das unter dem Implantat
gelegene Gewebe der intravitalmikroskopischen Mitbeurteilung, obwohl dieser
subprothetische Bereich von grof3em Interesse ware. Das subprothetische Areal ist lediglich
durch histologische Gewebeproben beurteilbar. Das Implantat wurde mit der auf3eren
Prothesenoberflache auf das Rickenhautkammergewebe aufgebracht, um einerseits die
Oberflache und die unterschiedlichen Beschichtungen direkt mit dem Gewebe in Kontakt zu
bringen. Dies entspricht somit noch am ehesten der Situation im Organismus, ist jedoch von
einer Implantation End-zu-End wie es bei einer Rohrprothese der Fall ist weit entfernt. Die
intravitalmikroskopische Analyse der Vaskularisierung und Inflammation ist auf einen
Zeitraum von 14 Tagen begrenzt. Flr Zeitraume, die darlber hinausgehen ist das Modell

nicht geeignet.

5.1. Dacron™ im Vergleich mit Dacron Silver'™

Nach Implantation einer Gefa3prothese beginnt der Prozess der Integration des
Fremdmaterials im Gewebe des Empfangers. Im Rahmen dieses Einheilungsprozesses sind

die rasche und mdglichst ausgedehnte Entstehung von GefalRaussprossungen und
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GefalRneubildungen von zentraler Bedeutung. Die neugebildeten GeféalRe schlieRen sich zu
Netzwerken aus GefadRen zusammen, die den Grenzbereich des Implantats und das
Implantat selbst bedecken. Die addquate Vaskularisierung ist eine wichtige Voraussetzung
und ein Baustein bei der Verhinderung von Gefal3protheseninfektionen. Denn eine nicht
ausreichende Inkorporation einer Prothese, die mit einer nur schwach ausgepragten
Vaskularisierung in Zusammenhang steht, wurde schon héufig als eine der Griinde fur die
Entstehung von Gefal3protheseninfektion diskutiert (Menger MD et al., 1992). Bereits
Gristina beschrieb die Inkorporation und Integration von Fremdmaterial im Gewebe als einen
Wettlauf zwischen bakterieller Adhasion und der Gewebeintegration der Oberflache des
Fremdmaterials. Eine mit Zellen bedeckte und gut integrierte Implantatoberflache bietet
Schutz und besitzt weniger Angriffsflache fir Bakterien. Die Besiedlung des Implantats durch
Bakterien wird dadurch erschwert (Gristina AG, 1987).

Zahlreiche Faktoren konnen den Integrationsprozess von Gefal3prothesenimplantaten
beeinflussen. Es konnte bereits gezeigt werden, dass zum Beispiel die Pordsitat der
GefalRprothese ein wichtiger Einflussfaktor bei der Einheilung darstellt. Pordse
Gefal3prothesen sind besser vaskularisiert als Implantate mit glatter Oberflache (Wu MH et
al., 1996).

In unserer Studie konnte gezeigt werden, dass die Vaskularisierung einer Dacron™-
Gefalprothese durch die Beschichtung der Oberflache mit Silberazetat zusatzlich verbessert
werden kann. Unsere Ergebnisse zeigen, dass das Silberazetat, welches von der
Implantatoberflache an das Gewebe abgegeben wird, die Angiogenese fordert ohne dadurch

eine relevante Entzlindungsreaktion im Gewebe des Empfangers auszultsen.

Uber den Zusammenhang zwischen Silberbeschichtung und erhohter Kapillardichte im
Gewebe ist bis heute wenig bekannt. Deshalb ist es wichtig die chemischen Vorgange im
Gewebe in Anwesenheit des Silbers besser zu verstehen. Silberazetat ist ein Silbersalz und
ein hydrophiles Kation mit Redoxpotential. In einem feuchten Millieu entsteht durch Oxidation
positiv geladene Silberionen Ag®. Diese Silberionen sind sehr reaktiv und kénnen mit
anderen lonen interagieren. Durch diese Eigenschaften kénnen Silberionen Zellfunktionen
veréndern, in den Zellmetabolismus und auch in biologische Ablaufe eingreifen und diese
beeinflussen beziehungsweise verédndern. Die Silberionen besitzen die Fahigkeit an
unterschiedliche Molekile wie zum Beispiel Phospholipide in Zellmembranen, Enzyme oder
Nukleinsduren zu binden. Die Aktivierung von Ilonenkandlen oder anderen
Signaltransduktionswegen sind ebenfalls Ansatzpunkte fur die Wirkungsweise von
Silberionen (Mourifio V et al., 2012). Silberazetat wird in erster Linie aufgrund der bereits

erwahnten antibakteriellen Wirkungen gemeinhin als Beschichtung fiir Dacronprothesen



Diskussion 49

verwendet. Es steht zur Diskussion, ob Silber auch unter In-vivo Bedingungen die gleiche
antibakterielle Effektivitat besitzt wie das in vitro bereits nachgewiesen werden konnte. Ricco
JB et al. geht davon aus, dass aufgrund veranderter Bedingungen im lebenden Organismus
und biologischer Vorgénge die antimikrobielle Aktivitat der Silberionen deutlich herabgesetzt
ist (Ricco JB et Assadian O, 2011). Unter biologischen Voraussetzungen lagern sich
Proteine, wie etwa Albumin auf der Prothesenoberflache ab und binden an Silberionen, die
dadurch ihre antibakterielle Wirksamkeit verlieren (Williams RL et Wiliams DF, 1988).
Zudem kommt es aufgrund hoher Chloridkonzentrationen im menschlichen Koérper zu einer
verstarkten Umwandlung von Silberazetat zu Silberchlorid was wiederum die Verfligbarkeit
von Silberionen herabsetzt (Weast RC et al., 1983).

Indes weild man bis heute wenig Uber die Auswirkungen der Silberazetatbeschichtung auf
das Einwachsverhalten der Implantate, sieht man von den antibakteriellen Eigenschaften des
Silbers einmal ab (Gordon O et al.,, 2010; Peetsch A et al., 2012). Interessanterweise
konnten wir herausfinden, dass die Silberazetatbeschichtung der Dacron Silver*™-Prothesen

das Einwachsen von Mikrogeféal3en in die Implantate stimuliert.

Dieser Befund kénnte moglicherweise durch einen proangiogenen Effekt des Silbers erklart
werden. Kang et al. konnte bereits nachweisen, dass Silbernanopartikel (AgNPs) in der Lage
sind in vivo und in vitro angiogene Effekte zu induzieren. In vivo zeigte sich dies durch die
verstarkte Bildung von GefaRen auf einem in C57/Black6é Mause injiziertem Matrigel und
durch den Nachweis endothelialer Zellen innerhalb des Matrigels. Auch unter in vitro
Bedingungen kam es durch die AgNPs zu einer verstarkten Angiogenese auf

Wachstumsfaktor-reduzierten Matrigel (Kang et al., 2011).

Weiter beschreibt Kang et al., dass AgNPs die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS) sowie die Freisetzung von vaskularem endothelialem Wachstumsfaktor und
Stickstoffmonoxid (NO) aus endothelialen SVEC4-10 Zellen induzieren (Kang et al., 2011).

AgNPs geben von ihrer Oberflache ebenfalls Silberionen ab und unter In-vivo-Bedingungen
stellt sich in der Regel ein chemisches Gleichgewicht zwischen elementarem und ionisiertem
Zustand von Silber ein (Wijnhoven S et al., 2009). Somit kdnnten einige der beschriebenen
Effekte der AgNPs auf ionisiertes Silberazetat Gbertragbar sein und eine mégliche Erklarung
dafir, weshalb es im Gewebe der Gruppe Dacron Silver'™ zu einer verstéarkten

Gefalineubildung in Anwesenheit der Silberionen kommt.

Andererseits weil3 man, dass eine Entziindung ebenfalls ein wesentlicher Stimulus fur die
Ausbildung von neuen Mikrogefa3en sein kann (Rucker M et al, 2006). Dieser

Entzndungsreiz kann durch die Implantation eines Fremdkorpers in das Empfangergewebe
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ausgelost werden. Silber kommt auch als Ausloser einer proinflammatorischen
Gewebereaktion in Betracht. Locht LJ et al. beschreibt, dass Silberionen, die von
Oberflachen abgegeben werden, eine proinflammatorische Reaktion und Apoptose in
Makrophagen hervorrufen (Locht LJ et al., 2011). Die histologischen Ergebnisse sowie die
intravitalmikroskopisch analysierte leukozytare Entzundungsreaktion unterstutzt die These
des inflammatorisch getriggerten Stimulus fur Gefaf3neubildung jedoch nicht.

In unserer Studie konnte keine relevante leukozytare Entziindungsreaktion auf die Dacron
Silver'™-Implantate im Gewebe der Riickenhautkammer festgestellt werden. In beiden
experimentellen Gruppen, Dacron™ und Dacron Silver'™, fand sich eine vergleichbare
Anzahl an rollenden und wandstédndigen Leukozyten, wie sie flr physiologische
Bedingungen innerhalb der Riickenhautkammer typisch sind (Rucker M et al., 2006; Laschke
MW et al.,, 2007). Eine leicht erhdhte Anzahl wandstandiger Leukozyten am Tag der
Implantation kann man durch eine leichte entziindliche Reaktion des Gewebes auf das
chirurgische Trauma erklaren, wie es 48 Stunden zuvor durch die Praparation hervorgerufen

wurde.

Neben den In-vivo-Analysen der Vaskularisierung wurden auch Kollagenformation,
Zellproliferation und Apoptose innerhalb des neugebildeten Granulationsgewebes am 14.Tag
nach Implantation der GefalR3prothesen analysiert. Hier zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen unbeschichteter Dacron™ und der mit Silberazetat beschichteten
Dacron Silver*™. Dies ist eine interessante Entdeckung, wenn man bedenkt, dass héhere
Silberkonzentrationen nachweislich zytotoxische und Apoptose induzierende Effekte
ausldsen koénnen (Gordon O et al., 2010). Man geht in diesem Zusammenhang von einer
dosisabhéngigen Zytotoxizitat des Silbers aus. Es wird angenommen, dass die zytotoxische
Silberkonzentration flir menschliche Zellen im Bereich von 1,6 ppm liegt (Saravanapavan P
et al., 2004).

Die Silberabgabe der Dacron Silver'™-Prothese scheint diese zytotoxischen und Apoptose
induzierenden Konzentrationen nicht zu erreichen. Dies spricht fiir die Biokompatibilitat der
Dacron-Silver ™-Prothesen. Dieser Eindruck wird durch weitere Erkenntnisse unterstiitzt, die
durch die histologischen Untersuchungen gewonnen werden konnten. Die Ausbildung eines
fibrovaskularen Granulationsgewebes, das im Randbereich und auch innerhalb der
einzelnen Dacronfasern der Implantate nachweisbar war, interpretierten wir als Ausdruck
einer verbesserten Inkorporation der Prothese im Implantatbett. Die umfassende
Inkorporation eingebettet in ein Netzwerk aus Gefal3en, Zellen und Granulationsgewebe ist
die Grundvoraussetzung fur die Haltbarkeit und Widerstandsfahigkeit gegen Infektion und

AbstoRung nach einem chirurgischen Eingriff (Borrero E et Doscher W, 1988; Silva EA et al.,
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2004). Desweiteren gewahrleistet das Netzwerk aus neugebildeten Gefafien den Transport
von Néahrstoffen, Sauerstoff und Zellen (Bae H et al., 2012). Insbesondere die zwischen den
Dacronfasern und im Randbereich der Implantate lokalisierten Fibroblasten und Fibrozyten
sind entscheidend an dem Einheilungsprozess der Implantate beteiligt. Die Fibrozyten und
Fibroblasten besiedeln die Oberflache der Gefal3prothesen und schiitzen sie somit vor einer
Kolonisation durch Bakterien (Cleary MA et al., 2012).

Neben den bekannten antimikrobiellen Eigenschaften bewirkt die Oberflachenbeschichtung
mit Silberazetat eine friihere Inkorporation im Gewebe des Empfangers, die auf einer
verbesserten Vaskularisierung des Implantats beruht. Die rasche und ausgedehnte
Vaskularisierung der Prothese ist eine der notwendigen Voraussetzungen, damit eine
erfolgreiche Inkorporation im Gewebe des Empfangers erfolgen kann (Bae H et al., 2012).
Die Erkenntnis, dass die Silberbeschichtung eine verbesserte frihe Inkorporation der
Prothese im Gewebe bewirkt ohne dabei gleichzeitig eine relevante Entziindungsreaktion

hervorzurufen, kann einen Beitrag zur Vermeidung von GefaR3protheseninfektionen leisten.

5.2. Dacron Silver*™ im Vergleich mit Dacron Silver®™

Die Infektionsraten biologischer Gefal3ersatzmaterialien sind niedriger als bei den
verwendeten synthetischen Gefal3prothesen (Jackson MR et al., 2004). Um die geflirchteten
und verheerenden Folgen einer Gefal3protheseninfektion vorzubeugen, sind alloplastische
Gefal3prothesen  mit  unterschiedlichen antibakteriellen  Oberflachenbeschichtungen
ausgestattet worden. Zwei Gefal3prothesen, die mit antibakteriellem Silber beschichtet sind,

M und Dacron

sind seit einigen Jahren bereits im klinischen Gebrauch. Dacron Silver*”
Silver®™ besitzen jeweils eine Silberbeschichtung. Die Beschichtungen unterscheiden sich
jedoch deutlich in Bezug auf die Menge an Silberionen, die die Oberflache an das Gewebe
abgeben (Zegelman M et al., 2009; Ricco JB et al., 2006). Die mit Silberazetat beschichtete
Dacron Silver*™ gibt im Verlauf nahezu die gesamte Menge an Silberazetat an das Gewebe
ab. Direkt nach Implantation erfolgt eine kontinuierliche Abgabe von Silberionen lber einen
Zeitraum von 30 Tagen. Danach ist die Prothese als eine normale Dacronprothese
anzusehen, die keinen antibakteriellen Schutz mehr aufweist (Diener H et al., 2009). Die
antimikrobielle Wirksamkeit der Oberflachenbeschichtung ist somit zeitlich auf die Dauer der
Silberabgabe begrenzt (Schneider F et al.,, 2008; Ha H et Payer J, 2011). Die Dacron
Silver*™ Prothese hingegen verfiigt liber eine andere Art der Silberbeschichtung: Die
Oberflache der Prothese wurde mit metallischem Silber vaporisiert. Bei dieser Variante der

Silberbeschichtung verharrt das elementare Silber auf der Prothesenoberflache und gibt nur
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in geringen Mengen Silberionen an das Gewebe ab. Entsprechend entsteht durch diese zur
Dacron Silver™ gegensatzliche Silberabgabedynamik eine weitaus langere antibakterielle
Wirksamkeit auf der Oberflaiche des Implantats. Allerdings besteht aufgrund der geringen
Abgabe von Silberionen im Gewebe wenig Schutz gegen Bakterien (Ueberrueck T et al.,
2005; Schierholz JM et al., 1998). Ricco JB et Assadian O stellten deshalb bereits zur
Diskussion, ob die Silber abgebende Dacron Silver*™ insbesondere bei Infektkonstellationen
verwendet werden sollte, um sich den antimikrobiellen Effekt der Silberionen auch im
Gewebe zunutze zu machen. Der bereits erwahnte protektive Langzeiteffekt der Dacron
Silver®™ kénnte somit eher fiir einen praventiven Einsatz geeignet sein um noch Wochen
und Monate nach Implantation eine Besiedlung der Oberflache durch Bakterien zu
verhindern (Ricco JB et Assadian O, 2011).

In der ersten Versuchsreihe konnten wir bereits zeigen, dass die mit Silberazetat
beschichtete Dacron Silver'™ im Vergleich mit unbeschichteten Darcon™ eine verbesserte
Vaskularisierung und Gewebeintegration aufweist (Jeanmonod P et al., 2013). In den
nachfolgenden Versuchen, in denen zwei unterschiedliche Silberbeschichtungen miteinander
verglichen wurden, konnte der Nachweis erbracht werden, dass Vaskularisierung und
Entzindungsreaktion im Empfangergewebe in erster Linie nicht nur von der
Silberbeschichtung abhéangig ist, sondern vielmehr von der Dynamik der Silberabgabe in das
Gewebe. Denn unsere Ergebnisse zeigen, dass die mit metallischem Silber vaporisierte

Dacron Silver®™

eine signifikant reduzierte Vaskularisierung im Vergleich mit Dacron
Silver'™ aufweist. AuBerdem fand sich eine signifikant geringere Anzahl PCNA-positiver
Zellen im Gewebe der Dacron Silver®™. Dieser Zusammenhang zwischen reduzierter
Kapillardichte und verringerter Anzahl proliferierender Zellen kénnte ein Hinweis darauf sein,
dass das Ausmal der Vaskularisierung direkt mit der Qualitat der Inkorporation der

GefalRprothese im Implantatbett in Zusammenhang steht.

AulRerdem zeigten die Auswertungen der intravitalmikroskopischen Untersuchungen eine
erhdhte Anzahl wandstdndiger Leukozyten in der Gruppe Dacron Silver®™. Aufgrund
vergleichbarer mikrohamodynamischer Parameter innerhalb der beiden Versuchsgruppen ist
die verstarkte Adharenz der Leukozyten an das Endothel der Venolen nicht auf die
hamodynamischen Bedingungen zurickzufuhren. Dies ist eher als eine verstarkte
leukozytéare Entziindungsreaktion in der direkten Umgebung des Implantats zu interpretieren.
Die Dacron Silver*™ Prothese scheint trotz der geringen Silberabgabe an das Gewebe
proinflammatorische Vorgange innerhalb der Ruckenhautkammer auszuldsen. Trotzdem ist

eTM

die Dacron Silver®' ™ als biokompatibel einzuordnen, da sich die gemessenen Werte wéhrend

des gesamten Untersuchungszeitraums stets unterhalb 300 Zellen pro mm? befanden. Die
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Werte sind deutlich niedriger als die Anzahl adharenter Leukozyten, die ublicherweise in
einer entzindeten Rickenhautkammer gemessen werden. Erfahrungsgemaf wirde man in
einer entziindeten Riickenhautkammer Werte um die 700 Leukozyten pro mm? erwarten
(Rucker M et al., 2006; Westermann S et al., 1999; Sethi S et al., 2011).

¢™ als auch bei Dacron Silver*™ war nur eine geringe

Sowohl in der Gruppe Dacron Silver
Anzahl Caspase-3-positiver apoptotischer Zellen im Granulationsgewebe nachweisbar. Dies
ist ein Indikator fur nur schwach ausgepragte zytotoxische Effekte, welche die beiden

Silberbeschichtungen im Gewebe ausgeltst haben.

Es konnte nachgewiesen werden, dass die Beschichtung mit Silberazetat die Integration im
Empfangergewebe positiv beeinflusst. Der Vergleich der beiden unterschiedlichen
Silberbeschichtungen auf gewirkten Dacronprothesen hat gezeigt, dass sich diese in Bezug
auf ihr Integrationsverhalten voneinander unterscheiden. Die Unterschiede in Bezug auf die
Vaskularisierung der Gefal3prothesen fuhren wir auf die minimale Silberabgabe der Dacron

Silvert™

zurlck. Die Dynamik und die Menge der Silberabgabe an das Gewebe scheinen in
Bezug auf die Integration im Empfangergewebe von Bedeutung zu sein. Es wird in der
Zukunft von entscheidender Bedeutung sein die Oberflachen der GefalR3prothesen so zu
modifizieren, dass eine kontrollierte Abgabe von Silberionen an das Gewebe auch Uber
einen langeren Zeitraum gewadhrleistet ist ohne dabei zytotoxische bzw. antibakterielle
Wirkspiegel zu Uber- oder unterschreiten (Kumar R et Minstedt H, 2005; Monteiro DR et al.,

2009).
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