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Arbeitshypothese

Gallengangstents werden bei malignen und benignensctiluss der Gallenwege
endoskopisch eingelegt. Die endoskopische Theragtiebei gleicher Effektivitat

kostengtlinstiger als eine palliative perkutane [rgén oder eine biliodigestive
Anastomose und auch mit weniger Komplikationen bBehaDas gr6f3te Problem der
derzeit genutzten Gallengangstents ist die Veratgpfnach einer Liegedauer von
einigen Monaten mit Sludge, einer Masse aus PrteiBakterien, Bilirubinat und

Nahrungsresten. Dies macht eine erneute endoskepistervention mit Wechsel der
verstopften Prothese notig.

Durch den Fortschritt im Bereich der Nanotechnaogonnten Beschichtungen von
Teflonoberflachen hergestellt werden, bei denercldugezielte Auswahl geeigneter
Ausgangssubstanzen physikalische und chemischendoigaften der Oberflache
beeinflusst werden kénnen. Voruntersuchungen zeigéeeits die Uberlegenheit einiger
Sol-Gel-Beschichtungen.

Hypothesen:

e Die Optimierung der Zusammensetzung und Konzenotrati der
nanotechnologischen Sol-Gel-Beschichtungen aufomefierflachen fuhrt zu
geringeren Adhasion von Sludge

e Durch Zugabe eines speziell entwickelten Oberflastabilisators ,Primer”
haftet die Beschichtung besser

e Galle vom Schwein eignet sich genauso gut wie hentzalle zum Bespulen der
Prothesen

¢ Die Alkoholtrocknung bietet gegentber der Lufttroakg keine Vorteile



Einleitung

Allgemeines

Tumoren der Bauchspeicheldriise machen 2-3% allsarbgen Neubildungen beim
Erwachsenen aus. In Deutschland erkranken 10 vor0DQ0O Einwohnern jahrlich neu.
Der Altersgipfel fur das Auftreten von Pankreaskasmen liegt zwischen dem 6. und 8.
Lebensjahrzehnt. Pankreaskarzinome haben eineenextschlechte 5-Jahres-
Uberlebensrate. Die meisten Patienten haben zutpufdit der Diagnose bereits einen
fortgeschrittenen Tumor und Fernmetastasen. Deskigbt sich die chirurgische
Resektion in kurativer Absicht nur bei 15-20% deati€hten durchfiihren [WINTER
2006, SCHMIDT 2004, RIDWELSKI 2001, JOHNSTONE 1993]

Im Verlauf der Erkrankung entwickelt sich bei Bétgring des Pankreaskopfes ein
Verschlussikterus mit ausgepragtem Pruritus. Zutesteht durch die Cholestase die
Gefahr einer hochgradigen Cholangitis oder Cholasepsis.

Die 1979 von Prof. Soehendra in der UniversitatsklHamburg Eppendorf eingefiihrte
endoskopische Drainage des Gallengangs ist dasiferf der Wahl bei der palliativen
Therapie des malignen Verschlussikterus. Die ermmskhe Therapie ist bei gleicher
Effektivitat kostengunstiger als eine palliative ripgane Drainage oder eine
biliodigestive Anastomose und auch mit weniger Kbkapionen behaftet. [ABRAHAM
2002, ARNOLD 1998, ETTINGHAUSEN 1995, SPEER 1987AlIRAR 1996,
BALLINGER 1994, SIEGEL 1986].

Nach der Diagnose eines Tumors der ableitendene@edige kann mit der
endoskopischen retrograden Cholangio-Pankreatibbgga (ERCP) ungeachtet der
Resektabilitat eine Drainage eingebracht werdea.@iolestaseparameter normalisieren
sich in der Regel innerhalb weniger Tage, Haut- 8kigrenikterus sowie Pruritus bilden
sich zuriick, und die Lebensqualitéat der Patienessért sich.

Bei einer Inzidenz von 10/10.000/Jahr fur Pankrasskome und 2/10.000/Jahr fir
Gallengangkarzinome, unter Berticksichtigung deeRasektabler Patienten, kann mit
einem jahrlichen Bedarf von nahezu 10.000 endoskbpn Gallengangstents in

Deutschland gerechnet werd§feitz]



Zurzeit werden zwei Arten von Stents in der Endpskobei der Behandlung des

malignen Verschlussikterus verwendet
1. Kunststoffstent (Polyethylen, Teflon)
2. selbst-expandierender Metallstent (SEMS)

Auch  benigne Erkrankungen koénnen einen Verschdtessis verursachen, z.B.
Gallengangstrikturen nach Cholezystektomie mit &teting oder Koagulation in zu
groRer Nahe des Gallengangs, nach LeberteilresektjioAnastomosenstrikturen nach
Lebertransplantation oder Kompressionen des dist@lallengangs im Rahmen einer

chronischen Pankreatitis.

Nachteile von Gallengangendoprothesen

Eines der grofdten Probleme der derzeit genutztestikRiGallengangstents ist die
Verstopfung mit Sludge nach einer Liegedauer vamgen Monaten [SPEER1998,
SUNG 1994 & 1995, DAVIDS 1992, KNYRIM 1993]. Deshalvird eine erneute
endoskopische Intervention mit Wechsel der verstoplProthese notig. Derzeit liegt die
Reinterventionsrate bei ca. 50-75% der palliatit ®ient versorgten Patienten. Die
Folge ist eine erhdhte Belastung des Patienten.

Bei der Verstopfung von Plastik-Stents spielenleverschiedene Faktoren eine Rolle.
So finden kurz nach Platzierung des Plastik-Stieatsits auf der Oberflache die ersten
Schritte statt. Proteine wie Fibronektin, Kollagem Immunglobuline haften sich an

die Oberflache des Stents. Diese, insbesonderertgktin, fordern die Anhaftung von
Bakterien, die sich innerhalb der Glycokalyxmauixfestgewachsenen Mikrokolonien
vermehren und anschliel3end ein Biofilm bilden [LE&/N988, DAWIDAR 1991,
DAWIDAR 1992, GROEN 1987, COENE 1990].

Die Rolle der Bakterien bei der Stentverstopfungesichert. Werden Stents mit steriler
Galle bespult, wird keine Sludgebildung beobachBxspilt man sie dagegen mit
infizierter Galle, so bildet sich in wenigen Tad&ndge. [LEUNG 1988]

Zuvor durchgefuhrte Untersuchungen von anderen ifsdreippen zeigten, dass es
Unterschiede zwischen den Bakterien bei der Anhgfauf die Stentoberflache gab. Die
Bakterien, die so genannte Pili oder Glykokalyxn(é&txopolysaccharid) auf ihrer



Oberflache besitzen, kdnnen sich viel leichter an@berflache anhaften als Bakterien,
die diese Oberflachenmolekule nicht besitzen. (E.Boli ) [LEUNG 1998]

AulRerdem konnte nachgewiesen werden, dass E.cokteBen mit einer B-
Glucuronidase-Aktivitdt mehr Sludge produziertes sbiche, die diese Funktion nicht
besitzen. [LEUNG 2001]

Abbildung 1: Verstopfter Plastikstent
Nur wenige Strategien gegen die Stentverstopfurizeinazu einer klinisch spurbaren

Verbesserung der Drainagedauer geftuhrt:

1. Eine prophylaktische Gabe von Antibiotika fihrteniehreren randdominisierten
Studien zu keiner Verbesserung der Drainagedaues. EHklarung dafur ist, dass
die Glykoproteine und der Sludge der Bakterien g@hgsikalische Barriere fur
das Antibiotikum darstellen.

[GALANDI D 2002 / DE LEDINGHEN 2000 / GHOSH 1994 UMAN 1999 /
SMIT 1989 / TARNASKY 1995 ]

2. Nach Verfugbarkeit von Endoskopen mit gréRerem Askanal konnten Stents
mit mehr als 7 French AufRRendurchmesser eingelegtieme wodurch eine
Verlangerung der Drainagedauer erreicht wurde. Ruesser von mehr als 10
French erbrachten jedoch keinen klinisch nachwessb&orteil.[SPEER 1988 /
MATSUDA 1991]

3. Im Jahre 1990 entwickelten Soehendera et al. am B@K& Teflon die sog.
Tannenbaum-Prothese. Im Gegensatz zu den Pigthigsen, die bis zu diesem
Zeitpunkt am UKE verwendet wurden, hat sie eineagerForm und keine
Seitenlocher. Zur Verankerung werden 2-3 Reihen jenitier Ohrchen in die
Prothesenwand geschnitten, ohne sie zu perfori&eringere Verstopfungs- und
Reinterventionsraten konnten dadurch erreicht werf&EITZ 1996]



4. Selbstexpandierende Metallstents verstopfen nuterselmit Sludge und
gewahrleisten eine langere Drainagedauer. Nadhistliedoch, dass ein erneuter
VerschluBikterus durch Gallengangshyperplasie Zwiscden Metallmaschen
oder Tumoreinwuchs auftreten kann. Stents mit éfumstoffmembran zwischen
den Maschen (,gecoatete Stents”) kdnnen dies véenm dislozieren dagegen
haufiger.

Gegen den breiten Einsatz in der Praxis sprecheiadsten fur den Metallstent

von 700-2000 € gegentiber ca. 100 € fur einen R&stit [SEITZ].

Abbildung 2: Metallstent Wallstent™ und gecoatete &nts

Bei einem in Zukunft weiter wachsendem Bedarf flall€gangendoprothesen ist es
notwendig einen Stent zu entwickeln, der sowohitdagiinstig ist und dabei zugleich

eine reduzierte Verstopfungsneigung aufweist. Diber@&acheneigenschaften des
Stentsmaterials spielen eine wichtige Rolle beiStentverstopfung.

Durch den Fortschritt im Bereich der Nanotechnadgbnnten stabile Beschichtungen
von Teflonoberflachen hergestellt werden. Mit desinotechnologischen Sol-Gel-

Methode lassen sich kostengunstige Beschichtungeafisieren. Voruntersuchungen

deuteten bereits an, dass einige Sol-Gel-Beschmgktu gegeniber unbeschichteten
Teflonstents Uberlegen sind. Fur die aktuelle Arbairden bewéhrte Beschichtungen

zur weiteren Optimierung modifiziert.
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Sol-Gel-Beschichtung

Durch die Nanobeschichtung entstehen neue Mdoglitdrkezur Herstellung von
Oberflachen, deren physikalische und chemischenSdeaften durch gezielte Auswahl
geeigneter Ausgangssubstanzen bestimmt werden kdnne

Der Lotuseffekt ist schon lange bekannt. Die Ursadies Lotuseffekts liegt in einer
besonderen Oberflachenstruktur der Blatter, wekthgeringe Adhasionskrafte erzeugt,
dass schon bei Flussigkeiten mit geringer Oberfiashannung die Kohasionskrafte
innerhalb der Flissigkeit die Adhasionskrafte tGbegen und es zu keiner Benetzung
kommt. Es liegt hier eine Selbstreinigung einerldgschen Oberflache durch einen

physikalischen Effekt vor.

Abbildung 3: Nano-Partikel-Effekt am Beispiel Lotusblume/ Lotusan

Die nanotechnologische Sol-Gel-Beschichtung verhprigenau diesen Effekt bei
beschichteten Oberflachen hervorzurufen.

Die Herstellung nanoskaliger hybrider Kompositmatean durch den Sol-Gel-Prozel3
erfolgt im Allgemeinen durch Hydrolyse- und Kondatignsreaktionen von flissigen
Monomeren in Losung. Durch das Aufbringen von Nambsuren auf Oberflachen

werden diese z.B. superhydrophob und damit wabger- schmutzabweisend.

Zuvor durchgefuhrte Pilotstudien zeigten, dass Gall-beschichtete Stents mit einem
ausgewogenem Verhéltnis von hydrophob zu hydropmldenziell weniger Sludge
ablagern.

Diese Methode scheint der Schlussel zur Loésung desblems der

Endoprothesenverstopfung zu sein.
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Material und Methode

Labormaterialien

Schwenkvorrichtung

Frihere Untersuchungen zeigten, dass man durdaregsames Hin- und Herschwenken
von Prothesen in 12-Well-Plates mit bakteriell leoninierter Galle, eine &hnliche
Entstehung des Biofilms erhalt wie unter in-vivadBeyungen. Fur die Untersuchung der
verschiedenen  Stent-Materialien wurde nach einefaghen und zuverlassigen
Apparatur gesucht, auf der mehrere 12-Well-Pla@snal /min in einem definierten
Winkel hin- und hergeschwenkt werden kénnen. Zlistanusste die Apparatur den
intensiven klimatischen Bedingungen im Warmeraum33@é C lUber mehrere Wochen
standhalten. Der Neigungswinkel der Plattform maissd gewahlt werden, dass die
Gallenflissigkeit wahrend des Betriebes nicht iteer Rand der Plates schwappte. Auch
die Regulierung und die Konstanz der Geschwindigldgs Schwenkens waren

Grundvoraussetzungen bei der Konstruktion.

Konstruktion und Bau:
Die Konstruktion und der Bau der Apparatur fanderzusammenarbeit mit der Firma
Grosse Medizintechnik GmbH & Co KG in Daldorf statt
Dieser Apparat erfiillte alle Anforderungen:
¢ in vier Stufen konnte der Neigungswinkel eingesteéirden
e die Geschwindigkeit wurde Uber ein 12V Netzteilfstlos geregelt, was bei
einer Stromzufuhr von 3,75 V 10 SchwenkbewegungerMnute entsprach.
Die Konstruktion bestand aus klimaresistentem Ahiomh  mit einem
kunststoffumhdllten Motor, der Uber eine kugelgelég Achse mit dem Plateau

verbunden war.
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Abbildung 4 Schwenkvorrichtung

Chemikalien und Verbrauchsgegenstande

Die wahrend der Versuchsdauer verwendeten Matargdavie ihre Bezugsquellen sind

in Tabelle 1 aufgelistet.

Sonstige Materialien werden im laufenden Text ¢edu

Tabelle 1: Verwendete Gerédte, Chemikalien und Verkauchsgegenstande

Gerate:
Zentrifuge Type: 5804R Fa. Eppendorf
Rotor: F 34-6-36 (6 x 85 ml)

Wasserbad Thermomix BU Fa. Braun
Gefrierschrank —21 °C Comfort Fa. Liebherr
Gefrierschrank —80 °C Fa. Kryotec
Schittler Fa.Grosse Medizintechr

GmbH & Co KG
Autoklav Sanoclav Fa. Wolf
Sputter-Gerat Fa. Edwards Sputter Coater
Elektronenmikroskop Typ DSM 940 Fa. Zeiss
Chemikalien:
NaCl Fa. J. T. Baker
Trypton-Wasser #1.10859.500 Fa. Merck
Hefeextrakt #1.03753.500 Fa. Merck
LB-Agar (Lennox L Agar) #22700-025 Fa. Invitrogen
Glutaraldehydlésung #1.04239.1000 Fa. Merck
Phosphatpuffer (PBS)
Glycerin #1.04093.1000 Fa. Merck
Verbrauchsgegenstande:
Pipettenspitzen 1000 blau #740296 Fa. Greiner

200 gelb #739296

Zellkulturplatten #150628 Fa. Nunc
(12-well-plate)
Petrischalen #663102 Fa. Greiner
50 ml - Falcon-Tubes #2070 Fa. Bacton Dickinson
1,5 ml — Tubes #616201 Fa. Greiner
Faltenfilter 150 mm #10312245 Fa. Schleicher&Sdhue
Blutbeutel CompofleX #P4162 Fa. Fresenius Hemo Carle

13



Biologisches Material
Galle-Pool

Sammlung der Galle

In einem Zeitraum von 16 Wochen wurden 7,2 Litemhoe Galle und 4,0 Liter Galle

vom Schwein gesammelt. Fur die Entnahme der Galitand weder fir die Patienten
noch fir die Tiere ein zusatzlicher Aufwand.

Alle Patienten bengétigten aufgrund gut- oder bdgarthepatobilidrer Erkrankungen
interventionelle endoskopische oder perkutane Hfegroder mussten sich einer
chirurgischen Therapie unterziehen. Jeder Patiamtdevvor der Entnahme lber das
Vorgehen, sowie den Verwendungszweck der Galleeki#gf.

Anamnestisch wurde sichergestellt, dass die Patieirt einem Zeitraum von einer
Woche vor der Entnahme keine Antibiotikatheraplea#en hatten.

Fur die Sammlung der humanen Galle wurde mit detrganterologischen Abteilungen
der Kliniken AK Barmbek, AK Altona und des UKE zusmen gearbeitet. Die Galle

wurde entweder Uber perkutane transhepatische &yam in 500ml Glasbehalter
aufgefangen oder wéahrend einer ERCP 2-27 ml Gallmoenmen und in sterilen

Einmalspritzen aufbewahrt.

Die Galle aus der Gallenblase vom Schwein (lats Scrofa domestica) wurde im
Schlachthof gewonnen.
Da es sich bei der Galle vom Schwein um tierisclebdxierzeugnisse handelte, wurde

die Erlaubnis zur Sammlung und Verwendung vom Vieieamt Hamburg eingeholt.
Bis zur weiteren Verarbeitung wurde die Galle sapaoneinander in 50 ml Falcon
Tubes umgefillt und bei -19°C im Labortiefkiihlsatkka eingefroren, um einer

Uberwucherung mit Bakterien vorzubeugen.

In der nachfolgenden Tabelle werden alle Patienténhren Diagnosen, chronologisch

nach dem Entnahmedatum, aufgelistet.
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Tabelle 2: Sammlung der Galle

lljl?t' Datum Diagnose Alter Geschlecht Krankenhaus Gewinung per Menge in ml
1. 12.07.2005 Maligner Gallengangverschlul 69 manl. AKB PTD 100
13.07.2005 PTD 100
12.08.2005 75
2. 25.07.2005 Chron. kalzifizierende Pankreatitis 63  manl. UKE ERCP 27
11.08.2005 Lebermetastasen bei Kolonkarzinom 79  manl. AKA PTD
4. 11.08.2005 Klatskin-Tumor 83  weibl. AKB PTD 170
13.08.2005 190
15.08.2005 615
17.08.2005 110
5. 13.08.2005 Cholestase bei Z.n. Wipple OP 69  manl. AKB PTD 670
15.08.2005 847
16.08.2005 821
17.08.2005 400
18.08.2005 200
6. 15.08.2005 V.a. primér sklerosierde Cholangitis 18  manl. UKE ERCP 15
7. 15.08.2005 Pankreaskarzinom 37  weibl. UKE ERCP 2
8.  26.08.2005 VerschluB des dist. Gallengang bei Osophaguskarzinom 59  weibl. UKE ERCP 27
9. 26.08.2005 Pankreaskarzinom 63  manl. AKB PTD 331
10. 08.09.2005 Pankreaskarzinom 71 weibl. AKB PTD 185
09.08.2005 100
11. 15.09.2005 Maligner Gallengangverschlul 66  weibl. UKE ERCP 50
12. 11.11.2005 Pankreaskarzinom 69  manl. AKB PTD 1000
13. 29.11.2005 Klatzkin-Tumor 78  weibl. AKB PTD 180
30.11.2005 PTD 190
02.12.2005 PTD 200
03.12.2005 PTD 95
14. 03.12.2005 Maligner Gallengangverschlu 73  weibl. AKB PTD 175
15. 04.12.2005 Pankreaskarzinom 68  manl. AKB PTD 170
16. 06.01.2006 Cholestase bei Z.n. Wipple OP 65  manl. AKB PTD 165

Aufbereitung der Galle

Um sicherzustellen, dass die gesammelte Gallevivei Antibiotikariickstanden war,
wurde jede Galleprobe getestet, um fir die spatersuchsreihe ein Bakterienwachstum
zu gewahrleisteten.

Bei dem Test wurde folgendermal3en vorgegangenstzweirden Filterpapier mit der zu
testenden Galle getrankt und auf einen zuvor nadjotanleitung hergestellten und mit
Antibiotika sensitiven Bakterien beimpften Nahragarsgelegt. Die Platten wurden

anschlieRend dber einem Zeitraum von 24 Std. bePC3bebritet. Falls

15



Antibiotikartckstande in den Proben waren, so diffierten diese in den Agar hinein
und verhinderten das Wachstum der sensitiven BakterAuf den mit einem

Bakterienrasen bedeckten Platten konnten dann foif8eln Auge unbewachsene,
kreisformige Bereiche um die Filterpapiere erkanmérden, die so genannten
Hemmhofe. Zur Unterscheidung der verschiedenendpdraturden die N&hrplatten in
vier Felder unterteilt, in eines der vier Felderreei eine mit Antibiotika getrankte

Papierscheibe gelegt um eine Positivkontrolle halézn.

Positivkontrolle

Abbildung 5: Antibiotika-Test

In einem nachsten Schritt wurde die Galle von gréfeZellen, Keimen und kristallinen
Préazipitaten befreit. Daftir wurde die zuvor in 50falcon Tubes geflillte Galle in einer
Tischzentrifuge der Marke Eppendorf zu je sechsefubei 8000 U/min 20 min
zentrifugiert. Die Falcon Tubes wurden anschlief3eisdzum Bodensatz dekantiert und
zweimal durch einen Papierfilter in 2| Glaskolbesggben.
Zu diesem Zeitpunkt wurden zwei verschiedene Gabieperstellt:

e Gallepool A = Galle vom Schwein

e Gallepool B = humane Galle, Gewinnung durch ERC& RRD
Diese Einteilung wurde gewahlt, um die Eignung Gatle vom Schwein im Vergleich
zu humaner Galle zu prufen.
Da die Sludgeentstehung unter kontrollierten Bedlimggn ausgeldst werden sollte,
musste die Galle zuvor steril sein, um mit ausgd@ahBakterien beimpft werden zu
konnen.
Die gefilterte Galle wurde in 500ml Comboflex Trarsonsbeutel zu je 400ml
umgefillt, um sie anschlieBend in der Transfusi@dimin in einem

Blutbestrahlungsgerat 9 min mit 30 Grey zu besgénahl

16



Um die Keimfreiheit nachzuweisen, wurden stichpralygg einige Milliliter auf
Nahragarplatten gegeben und 3 Tage bei 37°C inkubiEs konnte keine

Keimbesiedelung festgestellt werden.

Bakterienkultur

Ansetzen der Bakterienkultur

Ein E.coli Stamm der Firma Stratagen mit der Bdmming XL 10 Gold wurde fur den
Versuch eingesetzt.

Zuerst wurden die Bakterien vermehrt. Dafir wurdemige Mikroliter der
Bakteriensuspension in einen Erlenmeierkolben miisstg-LB-Medium tbertragen und
Uber Nacht bei 37°C und 100upm im Schuttler inkribie

In einem nachsten Schritt wurde die zuvor Uber Wadtubierte Bakteriensuspension zu
jeweils Iml mit 250ul Glycerin in Eppendorf-Tubefiglt und bei minus 80°C gelagert.
Um die Konzentration der Keime pro Milliliter bastmen zu kdnnen wurde aus der
Bakteriensuspension eine serielle Verdunnungsieilegarithmischen Schritten bis zur
8. Potenz erstellt. Von der siebten und achten &erdng wurden je 50ul auf
Agaroseplatten aufgebracht, mit einem Glasspatsgjesirichen und anschlie3end bei
37°C uber Nacht inkubiert.

Die entstandenen Kolonien auf den Agaroseplattemlerumanuell ausgezahlt, wodurch
eine mittlere Keimzahl von 2x10*12 festgestellt dem konnte. Um eine bessere
Vergleichbarkeit mit vorangegangenen Versuchen mielen, wurde eine mittlere
Keimzahl von 2x10*6 Keimen pro Milliliter Galle bétigt. Hierfir wurde die
Bakteriensuspension in zwei Schritten zu jeweild0Q@ verdiinnt, wodurch eine

Bakteriensuspension mit 2x10*8 Keimen erreicht veurd

Test aufp-Glucoronidase Aktivitat

Nach der Vermehrung der Bakterien wurde die bakter-Glucoronidase-Aktivitat in
einer Untersuchung dddikrobiologischen Instituts des UKE Zusammenarbeit mit
Frau Dr. Fischer gesichert. Zum Nachweis diente tentifizierungssystem fur
Enterobakterien der Firma bioMérieux ID 32 E.
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Abbildung 6: Test auf -Glucoronidase-Aktivitat

Sol-Gel-Beschichtung
Die bei diesem Versuch angewandte Sol-Gel-Besamchtwurde in 2 Schritten
durchgefuhrt. Zuerst reagiert ein organisches Epaxit einem organischen Silian

(Funktionalisierung), dann erfolgt die katalytisahgeregte Polymerisation.
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Die Applikation auf Oberflachen ist mit den in deacktechnik tblichen Verfahren wie
Sprihen, Tauchen, Fluten oder Schleudern mdglichdiésem Versuch wurden die

Proben durch Tauchen beschichtet.
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Ferner wird durch Zugabe speziell entwickelter @&ehenstabilisatoren (,Primer”) die

Haftungsstabilitat verbessert.

Vorbereitung und Beschichtung der Stents

Die Herstellung und Beschichtung der Stents erfoigtden Raumen der Firma Grosse-
Medizintechnik.

Zuerst wurde aus einem Teflonschlauch von 10 Fré&haithmesser 2cm lange Stiicke
geschnitten und anschlieBend mit einem speziellefanggten Schneiderohr in
Langsrichtung halbiert. An einem Ende der Tefloar® wurde mit einem Lochstanzer
ein Loch gestanzt, um dort einen Halterungshakerulaamgen. Mithilfe des Hakens
konnten die Proben in die Flussigmedien eingetauntdtzum Abtropfen und Trocknen
auf ein Drahtgestell aufgehéngt werden.

Im folgendem werden die Beschichtungskomponentéuitert:

EP19: ist ein niedermolekulares Epoxidharz (190 Mol)

mit Uberwiegend hydrophoben organischen Anteilen
EP50: ist ein hochmolekulares Epoxidharz (500 Mol)

mit noch starker organischen Anteilen
AE: ist eine Kopplungssubstanz (Aminoetoxysilan)
Primer thick ist ein Oberflachenstabilisator, 1:1 verdinnt mytoX
Primer thin ist ein Oberflachenstabilisator, 1:4 verdinnt mytoX

Nachfolgend wird die Beschichtungsdurchfiihrung besben:

Beschichtungsdurchfiihrung

5 min Tauchen

5 min Abtropfen
5 min Tauchen

5 min Abtropfen
60 min bei 150°C

Anhand des oben beschrieben Schemas wurden PrabER1® und EP50 beschichtet.
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Dabei wurden jeweils Verdinnungsreihen von den@aBeschichtungen erstellt, um
verschiedene Schichtdicken zu erhalten. Diese wwurfle das niedermolekulare
Epoxidharz Sol-GelEP19AE]l, EP19AE2 und EP19AE3 genannt und flr das
hochmolekulare Epoxidharz Sol-G&P50AEL EP50AE2und EP50AE3genannt.

Um eine bessere Oberflachenstabilitat zu erhalterdevjeweils die Verdinnung 3 der
Sol-Gel-Beschichtungen EP19 und EP 50 mit den Gdméménstabilisatoren ,Primer”

beschichtet. Dafiir wurden zwei verschiedene Priptieick” und ,,thin“) benutzt.

Probe Beschichtungsdurchfiihrung

1. 5 min Tauchen
2. 5 min Abtropfen
3. 30 min bei 80°C Trocknen

Diese Beschichtungen wurdé&P19AE3+thick, EP50AE3+thick, EP19AE3+thin und
EP50AE3+thin genannt.

Abbildung 7: Beschichtete Stents beim Abtropfen

Mit jedem Material wurden jeweils 16 Teflonstentdté@ beschichtet. Die beschichteten
Stucke wurden nach dem Trocknen einzeln in Plashigh luftdicht eingepackt und bis

zur Versuchsdurchfihrung aufbewabhrt.
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Abbildung 8 Verpackte Stentstiicke

Versuchablauf

Von jeder Beschichtung wurden jeweils 3 Stlcke allésvom Schwein und 6 Stlcke in
humaner Galle Gber 42 Tage inkubiert. Als Posititkalle fir vermehrte Sludgebildung
wurde zusatzlich unbeschichtetes Teflon Materia¢rsucht.

Um spater bei der Beurteilung objektive Ergebnizgeerhalten, wurden alle Proben
durch Nummerierung von 1-10 und die 2 Galletypeh Anund B verblindet von einer
unabhangigen Person. Die Verblindung wurde erdt dac Auswertung aufgelost.
Anschlie3end wurden die Felder von 8 12-Well-Plat@smeriert. In jedes Loch der 12-
Well-Plates wurde eine Probe waagerecht und langsiifie einer Pinzette gelegt. In
einem nachsten Schritt wurde die in Komboflex-Beg#diillte Galle im Wasserbad bei
36°C und die Bakteriensuspension schonend bei Zmemeeratur aufgetaut. Der
Schlauch der Komboflex-Beutel wurde mit einer Kanahgestochen und mit einer 5ml
Einmalspritze 3ml einer der Galletypen in das jésvgekennzeichnete Loch gegeben.
Als nachstes wurde jedem Loch mit einer Eppendpefpe 30ul der
Bakteriensuspension zugesetzt, um eine definienall von 2 x 10Keimen / ml Galle
zu erhalten.

Die 12-Well-Plates wurden nach dem Befullen miteemnDeckel verschlossen. Zudem
wurden je 3 gestapelt und mit Parafilm abgedichteh ein fur E.coli geeignetes
sauerstoffarmes Milieu zu schaffen, und eine verteeKontamination von auf3en zu
verhindern.

Insgesamt wurden die Praparate 42 Tage bei 37 °@/ameraum inkubiert. Wahrend
dieser Zeit wurden die Proben mithilfe des oberchwsbenen Schwenkapparates 10

mal pro Minute in einem definierten Winkel hin- uhdrgeschwenkt um eine ahnliche
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Entstehung des Biofilms wie unter in-vivo Bedingangzu erhalten und um den
physiologischen Gallefluss durch einen Stent ztienan.

Das Bakterienwachstum wurde mit taglichen Aussémichuf Agaroseplatten kontrolliert.
Um einen Mangel an Nahrstoffen zu vermeiden, wineieden Ansatzen alle zwei Tage
1 ml Galle entnommen und durch 1 ml frischer Galls dem Pool ersetzt. Alle vier
Tage wurde der komplette Bakterienansatz analog dégn beschriebenen
Inkubationsansatzes ausgetauscht.

Der korrekte Versuchsablauf wurde zweimal tagligdweils morgens und abends

kontrolliert.

Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Stentvorbereitung

Nach 42 Tagen wurde die Inkubation der Proben bsenshd die Auswertung
vorbereitet.

Die Proben wurden zunachst von den flissigen Geadlalndteilen befreit und
anschlieBend mit PBS-Phosphatpufferlésung (PBS DRMBCO’S, Ca, Mg, Sodium,
Bicarbonat) bespdult.

8 neue 12-Well-Plates wurden analog zu den verwtenddéeschriftet und mit 3%iger
Glutaraldehyd-L6sung in 0,05% Phosphatpuffer gefll

Glutaraldehyd diente zur Fixierung der biologiscBefége auf der Stentoberflache.

Die Proben wurden 5 Tage in Glutaraldehyd bei Aifbewahrt.

Nach der Fixierung mit Glutaraldehyd erfolgte dnelgiltige Vorbereitung der Proben in
Zusammenarbeit mit Klaus Sievert und dem InstiiutNeuroanatomie des UKE fur die
REM-Untersuchung.

Zwei verschiedene Trocknungsarten die Alkohol- udieé Lufttrocknung wurden
verglichen. Das Glutaraldehyd wurde vorsichtig eiiter Wasserstrahlpumpe abgesaugt
und die Proben wurden anschliel3end mehrfach meteinBS-Puffer gesplilt.

Die Proben 31-94 sollten mittels einer aufsteigenéliikoholreihe entwassert werden.
Es wurde aus Ethanol absolut 100% und Aqua bidésé aufsteigende Alkoholreihe
von 35%, 50%, 70%, 96% und 100% in autoklavie@asflaschen hergestellt.
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Hinterher wurden die Proben fur jeweils 15 min derfsteigenden Alkoholreihe
ausgesetzt. Dabei wurden die Wells wechselnd mit el Alkohol-Losung befillt und
mittels Wasserstrahlpumpe geleert.

Die Proben von 1-30 wurden nach Entfernung des P&&rs vorsichtig in saubere
Zellkulturplatten eingelegt und Gber Nacht bei Ziextemperatur luftgetrocknet.
AnschlieRend wurden die gesamten Proben auf éingd_von ca. 1 cm gekurzt, wobei
die Seite mit dem gestanzten Loch abgeschnittenvendorfen wurde. AnschlieRend
wurden die Stlcke auf Stiftprobenteller mit Lelisit befestigt und mit einem nicht
wasserloslichen Stift auf der Unterseite der $flistproben beschriftet. Bis zum
weiteren Verarbeiten wurden die Proben in einentetsitVakuumpumpe evakuiertem
Exsikkator mit Silicagel gelagert. Die vom Kirzetmeiigebliebenen Reste wurden

verworfen.

Besputtern

Bei der Rasterelektronenmikroskopie entsteht disdgirch Beschuss mit Elektronen in
einem definierten Areal (Raster). Die Oberflachessnaine leitfahige Schicht haben, da
es durch den Beschuss von Elektronen auf nicHttege Areale zu Aufladungen und
somit zu Bildstérungen kommt. Dies wird durch Besgun mit Gold vermieden.

Die Besputterung erfolgte in Zusammenarbeit mitrti@r. Riazi in der TU-Harburg mit
einem Edwards Sputter Coater. Die Besputterung evaoetth den Anweisungen von Dr.
Riazi durchgefuhrt.

Die Besputterung:

BelUften des Besputterungsraumes

Einbringen von 6 Stiftprobentellern

Abpumpen des Besputterungsraums

Spulen des Besputterrungsraums mit Argon

Einstellen des Vakuums auf 6-7mbar

Einstellen des Zeitschalters auf 20 min

Einregeln des Stromes auf 25mA

BelUften des Besputterungsraumes

© © N o g b~ W DdhPRE

Entnahme der besputterten Proben

Die Schichtdicke der Besputterung lag ca. bei 1015
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Funktion des Rasterelektronenmikroskops

Grundprinzip

Beim Rasterelektronenmikroskop wird die Elektrorgnio dazu benutzt, die an der
Kathode austretenden Elektronen in einem sehr reineuchtfleck auf der
Probenoberflache (am Rasterpunkt) zu bindeln. Bi¢-alge der Wechselwirkung des
Elektronenstrahls mit der Probe auftretende Sekstd#ilung lasst sich den
Koordinaten dieses Leuchtflecks genau zuordnen.cibudachweis der gestreuten
Elektronen sowie der Roéntgenstrahlung und ihre ys®al mit Detektoren und
zugehdriger Elektronik lasst sich eine "Landkartéér Leuchtflecke und ihrer
Strahlungscharakteristika herstellen. Diese stethh dann als Bild auf dem Monitor dar
und kann zur Dokumentation photographiert werden.

Kriterien der rasterelektronenmikroskopischen Unter suchung

Um die einzelnen Proben miteinander zu vergleichenyden Kriterien fir die
rasterelektronenmikroskopische Untersuchung festgel
Dafur wurden die Proben mit dem Rasterelektroneroskop auf die folgenden Punkte
hin untersucht:

e Schaden der Beschichtung

e Trocknungsartefakte

e Ablagerungen auf der Oberflache

e Form, Schichthéhe und Flachenanteil der Ablageminge
Die Beurteilung erfolgte stets durch zwei Persoiazu wurde jede Probe zuerst bei der
kleinsten VergroRerung  maanderformig durchgemystem eine Ubersicht zu
gewinnen. Die genaueren Beurteilungen der Oberl&atolgten mit bis zu 5.000fach
reichenden Vergrol3erungen. Zur Dokumentation dgelfrisse wurden von jeder Probe

funf Bilder mit unterschiedlichen Vergré3erungemgeht.
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Tabelle 3: Zustand der Beschichtung
Beschichtung Punkte
Voll intakt 10
90% intakt
80% intakt
70% intakt.
60% intakt
50% intakt
40% intakt
30% intakt
20% intakt.
10% intakt.

RPNWAOOO OO

Um die Stabilitdt der einzelnen Beschichtungen teden zu kdnnen, insbesondere
eventuelle Unterschiede durch den speziellen Cimréinstabilisator zu erkennen
wurde jede Probe bei der kleinsten VergroRerungnbegd durchmustert und nach der
Tabelle 3 bewertet. Dabei wurde die Probe umsoebdssurteilt je intakter, also je
stabiler die Beschichtung war. Aus diesen Staksktore wurden Mittelwerte der

einzelnen Kollektive errechnet.

Tabelle 4: Flache der Ablagerung
Flache der Ablagerun¢ Punkte
< 10% 10
< 20%
<. 30%
< 40%
<50%
< 60%
<70%
< 80%
< 90%

NWhoooNoO

Tabelle 5: H6he der Ablagerung
Ho6he der Ablagerung Punkte
einschichtig 10
gering mehrschichtigro3tenteils einschicht 5
gering einschichtig gré3tenteils mehrschichfich

Tabelle 6: Form und Verteilung der Ablagerung
Form und Verteilung der Ablagerung Punkte

vereinzelt 10
diffus 7.5
netzférmig 5
teilweise rasenférmig 2.5
rasenférmig 0
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Die Ablagerungen auf den Proben wurde nach einenktBsystem beurteilt, welches
die Form, Schichthhe und den Flachenanteil delagdsung auf der Oberflache

bertcksichtigte. In Tabelle 4 ist zu sehen, dassRibbe umso mehr Punkte erhalt,
desto geringer der Anteil der mit Ablagerung bedeckOberflache ist, daftr wurden
die Proben in verschiedenen Vergrof3erungen bet@tadbie erreichten Punkte stellten
den Flachenscore dar.

In Tabelle 5 erhielt die Probe umso mehr Punkte aurgeringer die Hohe der

Ablagerung war, dies ergab den Hohenscore eindrelPro

Die Form und Verteilung der Ablagerung wurde ebkmfainter verschiedenen

Vergro3erungen nach einen Punkteschema bewertéilgslle 6).

Um die Ablagerungstendenz der verschiedenen Bdgcimgen beurteilen zu kénnen,
wurde aus der Summe von Flachenscore und Hohendeorblagerungsscore erstellt

und dessen Mittelwert fur die einzelnen Kollektereechnet.

Tabelle 7: Ausmal der Trocknungsartefakte
Trocknungsartefakte Punkte

gering 10
mittel 5
stark 0

Zwei Trocknungsarten, die Alkohol- und die Lufttkocing, wurden miteinander
verglichen.

Die Beurteilung der Proben wurde rasterelektron&rmskopisch bei der kleinsten
VergroBerung beginnend durchgefiihrt. Dabei wurdeir fyeringe bis keine
Trocknungsartefakte 10 Punkte, fur mittelstarkeckmungsartefakte 5 Punkte und fir
starke Trocknungsartefakte O Punkte vergeben.

Die Summe dieser Punkte fiir eine Trocknungsartbedga Trocknungsartefaktscore. Je
groRer der Trocknungsartefaktscore war, desto geren Trocknungsartefakte zeigten
sich in der rasterelektronenmikroskopischen Untgrsng in diesem Kollektiv.
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Ergebnisse

Ergebnisse der rasterelektronenmikroskopischen Untersuchung

Jede Probe wurde mit dem Rasterelektronenmikrogkageln durchmustert und nach
den oben genannten Kriterien beurteilt. Es wurderl lverschiedene
Oberflachenbeschichtungen auf insgesamt 94 Prolersucht. Auf allen Proben
konnten Ablagerungen in unterschiedlichem Ausmadilgen werden. Die Ablagerung
bestand aus stabchenférmigen und kokkoiden Baktesewie Konglomeraten aus
amorphen Strukturen und Kristallen. Auf einigen @liehen mit starkerer
Ablagerungen waren die Bakterien mehrschichtigveige mit faden- bis netzartigen
Strukturen miteinander verbunden. Diese Strukter@sprechen in Form und Gréf3e den
Glykokalyx-Bricken von Bakterien. Oberflachen mierigger Ablagerung zeigten
hingegen nur eine vereinzelte diffuse Verteilung stébchen- und kokkoidférmigen

Bakterien.

Vergleich der Alkohol- und Lufttrocknung

Hierfir wurden wie oben beschrieben in jedem Prkblektiv sechs Proben mit
Alkohol getrocknet und drei Proben luftgetrocknet.
Nach den in Tabelle 7 beschriebenen Beurteilunggsien wurden die Proben bewertet.

Abbildung 9: Probe ohne Trocknungsartefakte Abbilduing 10: Probe mit starken
Trocknungsartefakten

Der t-Test unter Annahme gleicher Varianz zeigtende signifikanten Unterschied

zwischen beiden Trocknungsarten.
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Diagramm 1: Alkohol- vs. Lufttrocknung

m Alkoholtrocknung

m Lufttrocknung

0 2 4 6 8

Trocknungsartefakte-Score

Im Diagramm wurden die Mittelwerte des Trocknungmafiaktscores der jeweiligen

Trocknungsarten gegeneinander aufgetragen.

Vergleich der Ablagerungsneigung von humaner Galle und Galle vom

Schwein

Von jeder getesteten Beschichtungsart wurden 2/®d#en mit humaner Galle und
1/3 der Proben mit der Galle vom Schwein bespdlt.

Bei der rasterelektronenmikroskopischen Untersughwirde die Ablagerungstendenz
auf der Oberflache der Proben nach den oben angeegelKriterien beurteilt. Der t-
Test zeigte keinen signifikanten Unterschied inAlespragung der Ablagerung

zwischen der menschlichen Galle und der Galle vohw@in.
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Diagramm 2: Vergleich humane Galle und Galle vom Swavein

B humane Galle

W Galle vom Schwein

0 2 4 6 8 10 12

Summe aus Flache und Hbéhe der Ablagerung

Im Diagramm sind die Mittelwerte aus der SummeRlanktzahlen von der Flache und
Hohe der Ablagerung von den zwei verschiedenere@/akn gegeneinander

aufgetragen.

Beurteilung der einzelnen Kollektive

EP19AE1l

Bei sieben Proben war die Beschichtung vollstandigkt. Lediglich bei zwei mit
Alkoholreihe getrockneten Proben waren leichte Kefein Form von gering
ausgepragter Wellungen der Beschichtung zu sehiendi@i Proben, die luftgetrocknet
wurden, zeigten keine Defekte der Beschichtungbe3ievon neun Proben dieses
Kollektivs zeigten eine geringe Ablagerung. Diesstand aus stabchenférmigen und
kokkoiden Bakterien, die sich vereinzelt und teibee diffus versprenkelt auf der
Oberflache verteilten (Abb. 15-18). Zwei Proben,vam eine mit infizierter humaner
und die andere mit infizierter Galle von Schweinsgidt wurde, zeigten eine
mehrschichtige rasenférmige Bedeckung der Obedladurch Ablagerungen aus
stabchenférmigen und kokkoiden Bakterien, die méeder netzartig verbunden waren
(Abb. 19).
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EP19AE2

Bei vier der neun Proben war die Beschichtung téiidig intakt. Drei Proben zeigten
leichte Defekte an der Beschichtung. Eine Probelchvee mit einer Alkoholreihe
getrocknet worden war, hatte mittelstarke Defekte der Beschichtung. Eine
luftgetrocknete Probe wurde hatte starke SchadeleaBeschichtung.

In diesem Kollektiv zeigte sich eine mittelstarkbéldgerung. Die Ablagerung bestand
aus gleichmanig locker verteilten stabchenformigesh kokkoiden Bakterien, welche die
ganze Oberflache der Probe bedeckten (Abb. 190 22). Auf zwei Proben war auf
ca. 1/5 der Oberflache eine mehrschichtige schattenaufgetriebene Ablagerung aus
kokkoiden und stabformigen Bakterien zu sehen. Bigkterien hatten sich zu
Konglomeraten angehauft, waren netzartig durch fadmgye Strukturen miteinander
verbunden und teilweise in einer amorphen Massgebgttet (Abb. 21). Von diesen

Proben wurde jeweils eine mit humaner und die andet Galle vom Schwein bespiilt.

EP19AE3

Bei acht von neun Proben war die Beschichtung intia&diglich bei einer Probe, die

luftgetrocknet worden war, hatte sich die Beschiogtvon der Oberflache geldst und
fehlte auf ca. der Hélfte der Flache ganz. In dres®llektiv zeigte sich bei drei Proben,

die mit humaner Galle bespult worden waren eing¢etstarke Ablagerung und bei sechs
Proben eine starke Ablagerung. Bei den Proben tankex Ablagerung zeigte sich eine
mehrschichtige rasenformige Ablagerung die bei pben schollenartig aufgetrieben
war. Diese Proben waren mit Alkohol getrocknet veordDie Ablagerung bestand aus
stabchenférmigen und kokkoiden Bakterien, welchefadien- bis netzartigen Strukturen
miteinander verbunden waren und sich zu grof3en Komgyaten angehauft hatten.
Vereinzelt waren auch amorphe Strukturen zu seinedenen Kristalle und Bakterien

eingebettet waren. Die drei Proben mit einer nstséeken Ablagerung zeigten eine
einschichtige netzartige Ablagerung von BakteriBendenziell zeigten die drei Proben,
die mit Galle vom Schwein bespllten worden warernne eetwas starkere

Ablagerungsneigung und hatten einen niedrigerenaddsungsscore als die sechs

Proben, die mit humaner Galle bespult worden waren.

30



EP19AE3+thin

Die Beschichtungen von funf der neun Proben watr yalkommen intakt, bei den
anderen vier von denen jeweils zwei luftgetrockaetl zwei mit einer Alkoholreihe
getrocknet worden waren, waren die Beschichtundigvehd blasig aufgeworfen oder
teilweise abgeplatzt, so dass bei diesen ca. diteHier Beschichtungen intakt waren
(Abb.: 27). Dieses Kollektiv zeigte insgesamt emi¢telstarke Ablagerung. Bei funf der
neun Proben zeigte sich eine geringe Ablagerungiebend aus stdbchenférmigen und
kokkoiden Bakterien, davon waeren drei Proben nnibéner Galle und zwei Proben mit
Galle von Schwein bespilt worden. Teilweise waren groRen Arealen der
Probenoberflachen nur vereinzelt Bakterien zu selden anderen Stellen wiederum
bildeten sich gréRere Gruppen von bakteriellen Amadungen (Abb. 30). Vier der
Proben, wovon zwei mit humaner und zwei mit GallemvSchwein bespult wurden,
zeigten eine die gesamte Oberflache einnehmendscheamtige Ablagerung von
stabchenférmigen und kokkoiden Bakterien, die sizhstellenweise zu mehrschichtigen
Konglomeraten anh&uften. Teilweise waren auch gladmge Strukturen zu sehen, wo

Kristalle und Bakterien eingelagert waren (Abb.u2@l 29).

EP19AE3+thick

Die Beschichtungen von vier der neun Proben waashfollstandig intakt, drei dieser
Proben waren mit der Alkoholreihe getrocknet unteader Proben war luftgetrocknet.
Bei drei Proben war die Beschichtung zu ca. 1/8eplatzt. Von diesen waren zwei mit
Alkohol getrocknet und eine luftgetrocknet. Bei dewei Proben die mit Alkohol
getrocknet worden waren, hatte sich die Beschichtumdieser Stelle aufgerollt.

Bei vier Proben konnte man eine versprenkelte Adaigg von stabchenférmigen und
kokkoiden Bakterien sehen. Grol3e Areale warenvivei Bakterien, jedoch sah man an
einigen kleinen Stellen Anhdufungen von Bakteriébh 31-33). Bei drei Proben,
wovon zwei mit Galle vom Schwein und eine mit hueraGalle bespult worden war,
zeigte fast die gesamte Oberflache eine Ablagevongeinschichtig bis mehrschichtigen
stabchenférmigen und kokkoiden Bakterien, so dass geringe spaltartige Areale
zwischen den Bakterienkolonien tbrig waren. Zweibieén, von denen eine mit humaner
und die andere mit Galle vom Schwein bespllt wordem, zeigten eine starke

Ablagerung auf der gesamten Oberflache. Die Ablaggrbestand teilweise aus
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amorphen Strukturen, in die stdbchenférmige unckémle Bakterien eingebettet waren,
die von fadenartigen Strukturen durchzogen wurddab(34).

EP50AE1

Insgesamt zeigte sich in diesem Kollektiv eine dbiiabilitat der Beschichtung mit einer
mittelstarken Ablagerung. Bei drei von neun Prob@men Blasen in der Beschichtung
erkennen, die ca. eine Flache von 20-30 % ausmac¢hieb. 35), davon waren zwei
Proben mit einer Alkoholreihe getrocknet und eimiggetrocknet. Die restlichen Proben
waren in ihrer Beschichtung nahezu voll intakt. Z\Reoben, wovon jeweils eine mit
humaner Galle und die andere mit Galle vom Schwwespilt worden war, zeigten eine
versprenkelte Ablagerung von einzelnen Bakteriene [Bblagerung zeigte teils
stabchenférmig und teils kokkoid Bakterien, verelhzwaren auch kristallartige
Strukturen zu sehen (Abb. 36). Bei drei Probenrsah auf 30-50% der Oberflache eine
krustenartige Ablagerung die sich bei héherer \grung als mehrschichtige
Konglomerate von stabchenféormigen und kokkoiden t&&kn darstellten, welche
teilweise durch fadenartige Strukturen miteinangebunden waren (Abb. 37 und 38).
Auf der restlichen Oberflache war nur eine gerirgklagerung von verstreuten
Bakterien zu sehen. Die Oberflachen von funf Prolvaren fast vollstandig von einer
amorphen Masse bedeckt, davon waren drei Probermunianer Galle und zwei mit
Galle von Schwein bespilt. In der amorphen Masseenwagrol3e Konglomerate von

angehauften Bakterien und kristalloide Struktureigebetet.

EP50AE2
Bei sechs von acht Proben war die Beschichtungtéamitiig intakt. Zwei Proben, wovon

eine mit einer Alkoholreihe getrocknet und die aedaftgetrocknet worden war, zeigten
gering ausgepragte Wellenbildungen der Oberflaciheiaer Flache von ca. 20%.

Bei diesem Kollektiv zeigte sich eine starke Ablagpg. Bei sieben von acht Proben,
von denen drei mit Galle vom Schwein und vier mumaner Galle bespilt worden
waren, zeigte sich eine starke Ablagerung von earaorphen Masse auf fast der
gesamten Oberflache. In dieser amorphen Masse vesdibohenformige und kokkoide
Bakterienkonglomerate eingeschlossen, die Uberntatige Strukturen miteinander

vernetzt waren. Aul3erdem waren vereinzelte kratal Strukturen zu erkennen (Abb.
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39-42). Eine Probe, die mit humaner Galle bespiitden war, zeigte eine leichte bis

mittlere Ablagerung von stédbchenférmigen und ko#lkai Bakterien.

EP50AES

Die Beschichtung der Proben war sehr stabil. Noe &robe, die luftgetrocknet wurde,
zeigte leichte Risse an den Seitenrdndern. Bei desilichen Proben war die
Beschichtung intakt. Insgesamt zeigte sich eindelstarke Ablagerung. Teilweise
konnte man an einigen Stellen Sludge erkennenein 8ludge waren stadbchenférmige
und kokkoide Bakterien zu sehen, die sich zu mélicktigen Haufen tirmten (Abb. 44
und 46). Die restlichen Bereiche der Oberflacheasem eine teils einschichtige teils
mehrschichtige Ablagerung von Bakterien auf, dah seilweise auch netzartig auf der
Oberflache ausbreiteten. Hier konnte man auch fatige und kristalloide Strukturen
sehen (Abb. 45). Die Proben, die mit Galle vom Ssihwbespult worden waren hatten

einen niedrigeren Ablagerungsscore, und damit leiiere Ablagerungstendenz.

EPS50AE3+thin

Bei drei von neun Proben, von denen eine mit eiikoholreihe getrocknet und zwei
luftgetrocknet worden waren, zeigte die Oberflaabemehr als 50% der Flache Defekte
(Abb. 47). Die Beschichtung hatte sich teilweis@ d@n Randern ausgehend geldst und
aufgerollt. An einigen Stellen fehlten Teile dersBleichtung. Drei andere Proben, wovon
zwei mit der Alkoholreihe getrocknet und eine letigcknet worden waren, wiesen eine
fast vollstdndig intakte Beschichtung auf. Die liesen Proben zeigten gering
ausgepragte Defekte der Beschichtung in Form vdligere Aufwerfungen.

Insgesamt zeigte sich in diesem Kollektiv einek&akblagerung. Nur zwei Proben, die
mit humaner Galle bespult wurden, wiesen eine gerinAblagerung von
stabchenférmigen und kokkoiden Bakterien auf (AbD).. Die Ablagerungen befanden
sich in den Arealen der Beschichtung, welche wellifjgeworfen waren. Der restliche
Bereich der Beschichtung zeigte nur vereinzelteagéiungen von einzelnen Bakterien.
Die restlichen sieben Proben, von denen drei miteGaom Schwein und vier mit
humaner Galle bespult worden waren, wiesen eintelstiéirke bis starke Ablagerung
von Sludge auf (Abb. 48 und 49). In der amorphers$dawaren stabchenférmige und
kokkoide Bakterien, die sich zu groRen Konglomerateftirmten und von fadenartigen

Strukturen durchzogen wurden. Bei einigen Probem ea Ablagerung in einigen
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Bereichen schollenartig aufgeworfen und die Obelié& konnte nur zwischen den

Spalten der Schollen gesehen werden.

EP50AE3+thick

Die Beschichtungen von drei Proben, von denen miheiner Alkoholreihe getrocknet

und zwei luftgetrocknet worden waren, zeigten ka&she Defekte (Abb. 51). Drei andere
Proben, die mit der Alkoholreihe getrocknet wordemren, wiesen eine intakte
Beschichtung von unter 80% auf. Die Beschichturttehsch teilweise von den Randern
abgel6st und aufgerollt. Die Beschichtung einerbBrowelche luftgetrocknet worden
war, hatte sich zum Teil krustenartig abgeldst teildveise aufgerollt. Dieses Kollektiv

zeigte eine mittelstarke Ablagerungsneigung. DiebBn zeigten alle Konglomerate von
stabchenférmigen und kokkoiden Bakterien in untaestlichem Ausmald (Abb. 53).

Drei Proben, welche mit humaner Galle bespiilt wongdaren, zeigten auf einer Flache
von ca. 20% krustenartige Ablagerungen (Abb. 58,adis Bakterien und kristalloiden
Strukturen bestand (Abb. 54). Die restlichen Prolveiesen eine mehrschichtige
Ablagerung von Bakterien, die sich zu groRen sehalitigen Gruppen

zusammengeschlossen hatten und durch fadenartig&tusen netzartig miteinander
verbunden waren. Teilweise waren die Bakterien aircheiner amorphen Masse

eingeschlossen.

Teflon

Es wurden neun unbeschichtete Proben untersuctd. @ierflaiche einiger der
unbeschichteten Proben zeigten schollenartige Adiivvgen der Ablagerung (Abb. 55).
Insgesamt prasentierte sich in diesem Kollektie estarke Ablagerung. Bei den Proben
zeigte sich eine grol3ere Ablagerung an den Seitdaréd als im Lumen. Teilweise
breitete sich der Sludge auch vom Rand ausgehedassihumen aus. Er bestand wie bei
den beschichteten Prothesen hauptséachlich aus chefitsgen, zu Konglomeraten
angeordneten stabchenformigen und kokkoiden Bakteridie von fadenartigen
Strukturen durchzogen wurden (Abb. 56-58). Kleinerdiche der Oberflache zeigten
eine geringere einschichtige Ablagerung von Bag&terdie teilweise Uber kurze Ketten

netzartig miteinander verbunden waren.
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Wirkung des Primers auf Oberflachenstabilitat und G rad der
Ablagerung

Um die Wirkung des Primers zu untersuchen, wurdalnGel Beschichtungen mit und
ohne den zusatzlichen Oberflachenstabilisator lsezlie Bei der
rasterelektromikroskopischen Untersuchung der Rrolwirden diese nach den oben

genannten Kriterien beurteilt.

Diagramm 3: Wirkung des Primers auf die Stabilitatder Beschichtung

ohne Primer

Primer thin
m EP50AE3

m EP19AE3

Primer thick

0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0

Beschichtungsscore

Diagramm 4: Wirkung des Primers auf die Ablagerung$endenz

ohne Primer
Primer thin
m EP50AES3
m EP19AES3
Primer thick
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0
Ablagerungsscore
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Im Vergleich zu den Sol-Gel-Beschichtungen ohn&ialishen Oberflachenstabilisator
zeigte sich, dass durch einen zusatzlichen PriragrekVerbesserung der Stabilitat der
Beschichtung erreicht wird. Durch den Primer thiméichnete sich sowohl bei der
Beschichtung EP50AE3 als auch bei der BeschichteRf9AE3 eine geringere

Ablagerungstendenz ab.

Vergleich der Kollektive miteinander

Aus den Mittelwert des Ablagerungsscore und demntditiert des Beschichtungsscores

wurden die Diagramm 5 und 6 erstellt.

Diagramm 5: Ablagerungsneigung der Beschichtung

EP50 Verdinnung 2

Teflon uncoated
EP19 Verdinnung 3

EP50 Verdinnung 3 + Primer thin
EP50 Verdinnung 3
EP50 Verdinnung 1

EP19 Verdinnung 3 + Primer thick
EP19 Verdinnung 2

EP50 Verdinnung 3 + Primer thick

EP19 Verdiinnung 3 + Primer thin

EP19 Verdinnung 1

0 10 20 30 40 50

Ablagerungsscore
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Diagramm 6: Stabilitéat der Beschichtungen

EP50 Verdinnung 3 + Primer thin
EP19 Verdinnung 3 + Primer thick
EP19 Verdinnung 3 + Primer thin
EP50 Verdinnung 3 + Primer thick
EP19 Verdinnung 2
EP50 Verdinnung 1
EP19 Verdinnung 3
EP50 Verdinnung 2

EP19 Verdinnung 1

EP50 Verdinnung 3

T T T T T T T T T T

00 10 20 30 40 50 60 70 80 90 10,0

Stabilitatsscore

In den Diagrammen wurden der Ablagerungsscore ued Stabilitdtsscore fur die
verschiedenen Beschichtungen dargestellt. Die Adlaggstendenz ist am geringsten bei
den Proben, die den grofdten Ablagerungsscore adwei Die Stabilitdt der

Beschichtung ist umso grol3er, je groRer der rada@iabilitdtsscore ist.

Das Diagramm zeigt, dass die Stabilitat bei dersteriKollektiven mit gut zu bewerten

ist. Die Sol-Gel-Beschichtungen, welche mit einemsazlichen Primer versehen
wurden, schnitten auch im Gesamtvergleich schlectals die anderen Kollektive. Die
verschiedenen Beschichtungen zeigten jedoch im Alskagerungstendenz Unterschiede.
Auller der Beschichtung EP50AE2, wiesen alle Bebtlmgen eine geringere

Ablagerungsneigung als die unbeschichtete Teflahpse auf. Hervorzuheben ist
jedoch die Sol-Gel-Beschichtung EP19AE1, welche adddweine gute Stabilitat der

Beschichtung zeigte als auch die geringste Ablageauf der Oberflache hatte.
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Diskussion
Allgemeines

Das Problem der Stentverstopfung wurde von verdenien Autoren untersucht. Die
Verstopfung von Stents geschieht in mehreren SehritZuerst lagert sich eine
Proteinschicht auf der Stentoberflache ab, an dagern sich Bakterien mit Hilfe von
Glykoproteinen an. In einem nachsten Schritt vemret sich die Bakterien
untereinander und lagern Kalziumbilirubinatstrukturein. So entsteht ein fester
Biofilm, der Grundbaustein bei der weiteren Sludgsiehung.

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob eshdMeranderung der herkdbmmlichen
Oberflachenstruktur durch Sol-Gel-Beschichtungem Bestehungsprozess von Sludge
indem das Anhaften an der beschichteten Oberflécbehwert wird. Bei schlechtem
Anhaften wird Sludge mit der Galle herausgespiillt.

Zur Beantwortung der dieser Arbeit zugrunde liegenéragen wurde experimentell
Sludgebildung  auf  Stents  erzeugt und rasterele&tnarikroskopische
Vergleichsuntersuchungen neuartiger Sol-Gel-Bebthiggen und herkdmmlicher

Teflonmaterialien durchgefuhrt.

Rasterelektromikroskopische Auswertung
Durch die Rasterelektronenmikroskopie konnten wer Bakterien und ihre Vernetzung

durch die Glykokalyx und den Sludge erkennen, was 8chluss nahe legt, dass die
Methodik unseres Versuchs als geeignet angesehelenvkann.

AulRer diesen Strukturen konnten Stabilitit und gétangstendenzen der
Beschichtungen beurteilt werden. Die Ablagerung @erf Oberflache konnte in Form
und Verteilung beurteilt werden und die bei derckrmung entstandenen Artefakte wie

z.B. Wellen und Risse konnten bewertet werden.

Luft- oder Alkoholtrocknung
In vorangegangenen Untersuchungen wurden die Protsain der Fixierung in

Glutaraldehyd zum Wasserentzug einer aufsteigendzedrierten Alkoholreihe
ausgesetzt. Angenommen wurde, dass durch einerktatireLuftkontakt starke

Trocknungsartefakte entstehen wirden.
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Mit dem Ziel, die Methodik zu vereinfachen, wurdes® Annahme untersucht. Dafur
wurde in jedem Kollektiv 1/3 der Proben in 12-Welktes tiber Nacht luftgetrocknet.
Bei der rasterelektronenmikroskopischen Untersughwaorden die Proben mit einem
Score bewertet. Die Proben zeigten teilweise Troogsartefakte in unterschiedlichen
Auspragungen. Die Ablagerung zeigte durch den Wastaig Defekte (Wellen,
aufgerollte Bereiche, fehlende Bezirke). Die Alkbbbthentrocknung zeigte bei der
Untersuchung keine grofien Unterschiede zur Luktrong. Durch das
Bewertungssystem, wurden die beiden Kollektive miitem Zweistichproben t-Test
unter Annahme gleicher Varianz getestet. Ein Uoteesl ist nicht nachweisbar.

Diese Ergebnisse bestatigen unsere Hypothesedeaatkoholtrocknung keine Vorteile

gegenuber der Lufttrocknung bietet.

Humane Galle und Galle vom Schwein
Die Sammlung von grol3eren Mengen humaner Gallesédtr zeitaufwendig, da

beispielsweise bei einer ERCP nur ca. 2-27 ml Gekammelt werden kdnnen.

Da das Schwein ein a@hnliches Verdauungssystem wieMgnsch hat und die Galle
geschlachteter Schweine in groRen Mengen zur Venfiigteht, wurde die Eignung von
Galle vom Schwein zur Bespilung von Prothesen iirakieiellen Arbeit untersucht.

Die Auswertung zeigte keinen signifikanten Ablageystendenzunterschied. Diese
Ergebnisse deuten daraufhin, dass zukinftige Stwadié Galle vom Schwein als einfach

verfugbare Alternative zur humanen Galle zurtickgrekonnten.

Sol-Gel-Beschichtungen gegen Stentverstopfung durch Sludge
In diesem aktuellen Versuch bestatigte sich die riégenheit, der mit Sol-Gel

beschichteten Proben, die durch ein bestimmtes &terth von hydrophoben zu

hydrophilen Eigenschaften der Oberflache eine ger& Ablagerungstendenz von
Sludge, im Vergleich zu den herkdmmlich mit Teflmeschichteten Proben, aufwiesen.

Eine mdgliche Erklarung fur die geringere Ablageyauf der Oberflache ist, dass durch
einen ausgewogenen Mix aus hydrophilen und hyddoghmoEigenschaft so geringe
Adhéasionskrafte erzeugt werden, dass schon gerir@eerflachenspannung die
Kohasionskréfte innerhalb der flissigen Galle bestd aus Proteinen, Bakterien, Salzen
und Gallensekret die Adhasionskrafte Uberwiegen aesdzu keiner Benetzung der

Oberflache kommen kann. Dies hat zur Folge, dassAghaften von Schmutzpartikeln
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und Bakterien verhindert wird. Im Gegensatz dazonikd es auf vollig unstrukturierten
glatten Oberflachen, wie z.B. Teflon zum Gleitem V@ussigkeitstropfen, dies bewirkt
aber nur eine geringfligige Schmutzentfernung [WIENB 2001 und 2003].

Ein Ziel dieser Arbeit war es die Zusammensetzund Konzentration der Sol-Gel-
Beschichtungen EP19 und EP50 zu optimieren. Zushtsbllte zur Optimierung der

Oberflache jeweils eine Verdinnung einer Sol-Gedbechtung, (entweder gekoppelt
mit einem niedermolekularem oder gekoppelt mit mirt@chmolekularem Epoxid-Harz)
mit einem speziell entwickelten Oberflachenstabitts kombiniert werden. Die

Beschichtung mit dem zuséatzlichen Oberflachenssalbdr zeigte keine Vorteile

gegeniber den Beschichtungen ohne Oberflachensgabil

Die verschiedenen Verdinnungen zeigten geringe rkbfitede in der

Ablagerungstendenz, dabei scheint die VerdinnudgriSol-Gel-Beschichtung bei den
niedermolekularem Epoxid-Harzen (EP19AEl) und W®erdinnung 3 bei den

hochmolekularen Epoxid-Harzen (EP50AE3) tendenddadl geringste Ablagerung bei
grof3ter Stabilitat zu haben.
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Zusammenfassung

Seit Ende der “70er Jahre gilt das von Prof. Sastheentwickelte Verfahren des
endoskopischen Stenting des Gallengangs mit Kuwiffgisithesen zur Palliation des
malignen Verschlussikterus als Methode der Wahh Eoch ungentgend geldstes
Problem ist die Stentokklusion durch ,Sludge” n&h 6 Monaten. Dieser erfordert
endoskopische Reinterventionen, wodurch Patient @edundheitssystem zusatzlich
belastet werden. Metallstents erzielen eine lanBeagnagedauer, kommen aber wegen
der hohen Kosten von 1000 € je Stent haufig niaht Einsatz.

Eines der Ziele dieser Arbeit war es, die Zusammiznsg und Konzentration in
Voruntersuchungen als Uberlegen gezeigte nanottadischen Sol-Gel-Beschichtungen
auf Teflonoberflachen zu optimieren und die Stttider Sol-Gel Beschichtung durch
einen Primer zu verbessern.

Ein anderes Ziel unserer Arbeit war es, experiniienkdodelle der Sludgeablagerung zu
optimieren. Dafur wurde die Alkoholtrocknung mitrdeufttrocknung verglichen und
aul3erdem Galle vom Schwein als Alternative Galla Bespilen der Proben untersucht.
Dafur wurden 94 Teflonhalbrohre untersucht, danuwiren zwei verschiedene, eine mit
einem niedermolekularem und eine mit einem hochkutdéeem Epoxid-Harz
gekoppelte, Sol-Gel-Beschichtung, die in jeweilsi dmterschiedlichen Verdinnungen
hergestellt wurden. Die Proben wurden Uber 42 Tagenfizierter Galle inkubiert und
um eine ahnliche Entstehung des Biofilms wie uimtervo Bedingungen zu erhalten mit
einer Schwenkvorrichtung 10-mal pro Minute hin- uhdrgeschwenkt. Die Proben
wurden anschlieBend rasterelektronenmikroskopisalf die Sludgeablagerung,
Trocknungsartefakte und Stabilitat hin untersucht.

Es zeigte sich, dass bei der Lufttrocknung keieemehrten Trocknungsartefakte
entstanden sind, somit bietet die Alkoholtrocknualy vermeintlich schonendere
Trocknungsart keine Vorteile.

Die mit humaner Galle bespllten Prothesen zeiganekgroRere Ablagerungstendenz
als die mit Galle vom Schwein bespiilten ProtheBees bestatigt die Hypothese dieser
Arbeit, dass sich Galle vom Schwein genauso guthuimane Galle zum Bespilen der
Prothesen eignet. Durch die Vereinfachung der Mekh&odnnen in Zukunft weitere

Untersuchungen schneller und einfacher durchgefidrden.
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Die rasterelektronenmikroskopische Untersuchungteedass fast alle Proben, die mit
Sol-Gel beschichtet waren, geringere Ablagerung dikls Teflonhalbrohren ohne
Beschichtung aufwiesen.

Die verschiedenen Verdlinnungen zeigten geringe rkbfiede in der
Ablagerungstendenz, dabei scheint die VerdinnudgriSol-Gel-Beschichtung bei den
niedermolekularem Epoxid-Harzen  (EP19AEl) und W#erdinnung 3 bei den
hochmolekularen Epoxid-Harzen (EP50AE3) tendenzadl geringste Ablagerung bei
grof3ter Stabilitat zu haben.

Fur die Zukunft ist zu winschen, dass diese beiBeschichtungsarten mit der
optimierten Methodik in grof3eren Kollektiven untezht werden um in der Zukunft

auch lhre Eignung in-vivo zu testen und die Metkodveiter zu evaluieren.
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Abbildung 14: Platte 3 Versuchende
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Abbildung 35: EP50AE1 Abbildung 36: EP50AE1
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