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Arbeitshypothese und Fragestellung

1. Arbeitshypothese und Fragestellung

Ziel dieser Forschungsarbeit ist aufzuzeigen, wie durch die Beschichtung von
GefaBprothesen mit Siliziumdioxid-Nanopartikeln superhydrophobe Oberflachen
generiert werden konnen, die die Anhaftung von Bakterien verhindern

beziehungsweise erheblich reduzieren.

1. Herstellung von Siliziumdioxid-Nanopartikel zur Beschichtung von

GefaRprothesen.

2. Beschichtung von GefaBprothesen und Analyse der Oberflacheneigenschaften

von beschichteten und unbeschichteten GefaRprothesen mittels

goniometrischer Bestimmung der Kontakt- und Abrollwinkel.

3. Herstellung von Luciferase exprimierenden Bakterien.

4, Untersuchung der Biolumineszenzeigenschaften der Bakterien und

quantifizierende Analyse der bakteriellen Besiedlung auf den GefaRprothesen

mittels Biolumineszenzbildgebung.

5. Analyse der mechanischen Belastbarkeit und Effizienz der beschichteten

GefaBprothesen hinsichtlich einer bakteriellen Besiedlung.

6. Prifung der Siliziumdioxid-Nanopartikel auf Zytotoxizitat und Zellintegritat.
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2. Einleitung

In den letzten Jahren ist die Anzahl der Implantationen von medizinischen Geraten
stetig gestiegen (Basu und Eggington 2019). Griinde hierfir sind eine alternde
Bevolkerung, bessere Uberlebensraten bei chronischen Erkrankungen, erweiterte
Indikationen und der breite Einsatz minimalinvasiver Techniken. Parallel dazu nimmt
jedoch auch die Zahl der infektionsassoziierten Komplikationen zu. In Abhangigkeit von
dieser Entwicklung gibt es auch eine wachsende Anzahl an Infektionen im
Zusammenhang mit medizinischen Geraten (Darouiche 2001, Arnold und Chu 2018). In
den Vereinigten Staaten treten jedes Jahr fast zwei Millionen infektionsbedingte
Erkrankungen auf, die mit erheblicher Morbiditat, Mortalitdt und medizinischen
Kosten verbunden sind (van Epps und Younger 2016). Am haufigsten sind diese
Infektionen mit kardiovaskuldren Implantaten wie Herzklappenprothesen (Del Val D. et
al. 2023), Herzschrittmacher- oder ICD-Geraten (Dai M. Cai C. Vaibhav V. et al. 2019,
Lakkireddy et al. 2023), linksventrikularen Assistenzgerdten (Aslam S. et al. 2024) oder
Gefalprothesen (Wilson WR et al. 2016) verbunden, die Oberflachen fir bakterielle
Adhasion bereitstellen. Vor dem Hintergrund einer alternden Bevdlkerung und
wachsender Indikationsbreite ist davon auszugehen, dass die absolute Zahl dieser

Komplikationen weiter ansteigen wird.

Trotz technischer Fortschritte bleiben Infektionen von GefdaR(endo)grafts (VGEI) eine
der schwerwiegendsten Komplikationen mit hoher Morbiditdt und relevanter
Mortalitat. GefaBprothesen ersetzen erkrankte oder geschadigte Arterienabschnitte
und werden offenchirurgisch als GefaBgrafts oder endovaskular als Stent-Grafts
implantiert. Als Materialien kommen autologes, allo- oder xenogenes Gewebe, sowie
synthetische Materialien (z. B. PET/Dacron, ePTFE) zum Einsatz. Die Pathogenese ist
multifaktoriell.  Eine  perioperative  Kontamination  (Haut, Lymphbahnen,
intraabdominelle Organe) oder eine spdtere hamatogene Besiedelung kann zur
bakteriellen Anhaftung an das Implantat fiihren (D. Costa et al. 2023). Thorakale
Aorteninfektionen treten im Vergleich zu Infektionen im Bereich abdominaler oder
peripherer Gefdlirekonstruktionen insgesamt seltener auf, sind jedoch aufgrund ihrer

anatomischen Lage und der haufig komplexen chirurgischen Versorgung mit einer
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besonders hohen Morbiditat und Mortalitdt verbunden. Infektionen im thorakalen
Abschnitt betreffen haufig grofRe Gefdllprothesen in unmittelbarer Ndhe zu
lebenswichtigen Strukturen wie Herz, Lunge und Mediastinum. Dadurch kdnnen sich
septische Komplikationen rasch systemisch ausbreiten. Operative Revisionen sind
technisch anspruchsvoll und mit einem erheblichen Risiko verbunden. Zudem
erschweren vorangegangene Eingriffe, Narbenbildung sowie die eingeschrdnkten
Moglichkeiten einer vollstandigen Explantation oder Rekonstruktion zuséatzlich die
Therapie. Demgegeniiber treten Infektionen nach abdominalen und peripheren
GefaRrekonstruktionen insgesamt deutlich haufiger auf, was vor allem mit der
groReren Anzahl entsprechender Eingriffe sowie mit patientenspezifischen
Risikofaktoren zusammenhangt. Insbesondere bei aortobifemoralen, femoralen oder
infrainguinalen Rekonstruktionen spielen lokale Durchblutungsstérungen, Diabetes
mellitus, Adipositas, chronische Niereninsuffizienz und eine erhohte bakterielle
Besiedlung im Leistenbereich eine wichtige Rolle. Auch die Ndhe zu Hautfalten,
lymphatischem Gewebe und potenziell kontaminierten Operationsfeldern beglinstigt
das Auftreten von Infektionen. Das individuelle Risiko sowie der klinische Verlauf
unterscheiden sich daher erheblich je nach Lokalisation der Rekonstruktion, AusmafR
der Grunderkrankung und vorhandenen Begleiterkrankungen. Insgesamt ergibt sich
ein breites Spektrum von lokal begrenzten Infektionen bis hin zu schwerwiegenden
systemischen Verlaufen, die eine komplexe chirurgische und antiinfektive Therapie
erfordern. Bei perioperativer Kontamination oder bei spaterer hamatogener Streuung
aus entfernten Infektionsherden steht bei Implantat- und GefaBprotheseninfektionen
die bakterielle Adhdsion an Fremdoberflaichen mit anschlieRender Biofilmbildung im
Mittelpunkt der Pathogenese. Unmittelbar nach der Implantation lagern sich
Wirtsproteine wie Fibrinogen, Fibronectin und weitere Matrixbestandteile auf der
Oberflache des Materials an und bilden eine sogenannte Konditionierungsschicht.
Diese Schicht erleichtert die Anheftung von Mikroorganismen, da viele bakterielle
Spezies Uber spezifische Adhadsionsmolekiile verfligen, die gezielt an solche
Wirtsproteine binden. Nach der initialen Adhdsion kommt es zur Ausbildung eines
bakteriellen Zellverbundes, der sich schrittweise zu einem strukturierten Biofilm

entwickelt. Dieser Biofilm besteht aus einer extrazelluldren Matrix aus
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Polysacchariden, Proteinen, Lipiden und extrazellularer DNA, die die eingebetteten
Bakterien mechanisch stabilisiert und gleichzeitig die Penetration von Antibiotika
sowie die Effektivitat der Immunabwehr deutlich reduziert. Innerhalb des Biofilms
zeigen die Erreger eine verdanderte Stoffwechselaktivitat und eine erhdhte Toleranz
gegenlber antimikrobiellen Substanzen, wodurch sie gegeniber konventionellen
Therapieansatzen wesentlich weniger empfindlich sind. Aus dem reifen Biofilm konnen
kontinuierlich einzelne Bakterien freigesetzt werden, die lokale
Entzindungsreaktionen unterhalten oder zu rezidivierenden Bakteridamien und

systemischen Infektionen fihren.

Das Erregerspektrum wird vor allem von Haut- und Krankenhauskeimen dominiert. Am
haufigsten werden Staphylococcus aureus, einschlieBlich methicillinresistenter
Stamme, sowie koagulasenegative Staphylokokken nachgewiesen, die aufgrund ihrer
ausgepragten Fahigkeit zur Biofilmbildung eine besondere klinische Bedeutung
besitzen. Daneben treten gramnegative Erreger wie Pseudomonas aeruginosa oder
Vertreter der Enterobacterales auf, die haufig mit schweren und rasch progredienten
Verlaufen assoziiert sind. In Einzelfdllen kénnen auch Pilzinfektionen auftreten,
insbesondere bei immunsupprimierten Patienten oder nach langdauernder
antibiotischer Therapie. Das jeweilige Erregerspektrum wird durch mehrere Faktoren
beeinflusst, darunter die Implantationsregion, das lokale Krankenhausmikrobiom
sowie der zeitliche Abstand zum operativen Eingriff. Frihinfektionen sind haufiger mit
hochvirulenten Erregern assoziiert, wahrend bei Spatinfektionen eher niedrigvirulente,

biofilmassoziierte Keime nachweisbar sind (Wilson WR et al. 2016).

Die ausgepragte Biofilmbildung stellt einen wesentlichen Grund fir die haufig
schwierige und langwierige Behandlung dieser Infektionen dar. Obwohl Antibiotika bei
frei zirkulierenden Bakterien in der Blutbahn in der Regel sehr wirksam sind, ist ihre
Effektivitat gegeniliber Biofilmen deutlich eingeschrankt, da die extrazelluldre Matrix
als Diffusionsbarriere wirkt und die im Biofilm befindlichen Bakterien einen
reduzierten Stoffwechsel aufweisen (Hall und Mah 2017, Rather und Mandal 2021).
Die zunehmende Haufigkeit implantatassoziierter Infektionen hat zu einem breiten
Einsatz antimikrobieller Therapien gefiihrt und gleichzeitig die Selektion resistenter
Erreger beglinstigt, sodass multiresistente Varianten wie MRSA oder MRSE eine

7
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wachsende klinische Bedeutung erlangen (Huemer et al. 2020). Klinisch resultieren
daraus héaufig wiederholte Revisionseingriffe, verlangerte Krankenhausaufenthalte,
Funktionsverlust des Implantats sowie eine deutlich erh6hte Morbiditat und Mortalitat
(Kaushik A. et al. 2025). Neben mikrobiellen Faktoren spielen auch patientenbezogene
und prozedurbedingte Einfllisse eine wichtige Rolle bei der Entstehung solcher
Infektionen. Zu den wichtigsten patientenseitigen Risikofaktoren zahlen hoheres
Lebensalter, mannliches Geschlecht, Adipositas, Diabetes mellitus, chronische
Niereninsuffizienz mit Dialysepflicht, chronische Lungenerkrankungen,
Immunsuppression sowie kardiale Begleiterkrankungen.  Auch langere
Krankenhausaufenthalte, Hautldasionen an den unteren Extremitaten, Leisteninzisionen
und eine Nasenbesiedlung mit Staphylococcus aureus erhéhen das Risiko einer
postoperativen Infektion. Auf prozeduraler Ebene beglinstigen eine lange
Operationsdauer, Eingriffe in potenziell kontaminierten Operationsfeldern,
wiederholte Revisionen, Anastomosen in infektgefdhrdeten Regionen sowie eine
unzureichende perioperative Antibiotikaprophylaxe die bakterielle Besiedlung von
Implantaten. Aufgrund der limitierten therapeutischen Maoglichkeiten bei etablierten
Biofilminfektionen riickt die Pravention der bakteriellen Adhdsion zunehmend in den
Fokus der Forschung. Verschiedene Strategien wurden entwickelt, um die Besiedlung
medizinischer Implantate bereits im Frihstadium zu verhindern (Veerachamy et al.
2014). Dabei lassen sich grundsatzlich aktive und passive Oberflachenmodifikationen
unterscheiden. Aktive Ansdtze beruhen auf der Freisetzung antimikrobieller
Substanzen, beispielsweise Stickstoffmonoxid oder Silberionen, die bakterizid wirken
sollen (Gao et al. 2011, Patra et al. 2018). Der Nutzen dieser Verfahren wird jedoch
durch potenzielle Zytotoxizitdt, die Gefahr der Resistenzentwicklung, begrenzte
Wirkstoffdepots sowie eine im Verlauf abnehmende Freisetzungsrate eingeschrankt,
sodass die Langzeitwirksamkeit haufig begrenzt ist (Souza und Keck 2014). Als
alternative Strategie wurden daher passive, antiadhdsive Oberflaichenmodifikationen
entwickelt, die nicht auf bakterielle Abtétung, sondern auf die Verhinderung der
initialen Anheftung abzielen. Hierzu zahlen polymerbasierte Beschichtungen,
beispielsweise auf Basis von Polyurethan oder Polyethylenglykol, die in

experimentellen Untersuchungen eine reduzierte bakterielle Adhasion zeigen konnten
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(Park et al. 1998). In vivo ist die Wirksamkeit solcher Beschichtungen jedoch variabel
und wird durch zahlreiche Faktoren beeinflusst, darunter die chemische
Zusammensetzung der Oberflaiche, deren Mikro- und Nanotopographie, die
Ausbildung einer Protein-Korona nach Implantation, sowie das jeweilige
Erregerspektrum. Diese komplexen Wechselwirkungen erklaren, warum trotz
moderner Materialentwicklung Implantat assoziierte Infektionen weiterhin eine

erhebliche klinische Herausforderung darstellen.

Auf der Suche nach neuartigen und innovativen Losungsansidtzen sahen wir den
"Lotus-Effekt" als eine mogliche vielversprechende Strategie zur Vermeidung von
Keimbesiedlungen von GefdaBprothesen. Die selbstreinigenden Eigenschaften durch die
superhydrophobe Oberflache machten wir uns zu Nutze und versuchten, dieses
bionische Prinzip in die medizinische Therapie zu integrieren. Der Lotus-Effekt wurde
erstmals 1997 von Barthlott und Neinhuis beschrieben (Barthlott und Neinhuis 1997).
Die Selbstreinigung des Lotus-Effektes beruht auf einer hierarchischen Mikro-
/Nanostruktur der Blattoberfliche in Kombination mit einer sehr niedrigen
Oberflachenenergie. Auf vielen Pflanzenblattern (z.B. Lotus) bilden papillare
Mikrokorperchen der Epidermis eine Basisstruktur, die von epikutikuldaren
Wachskristallen im Nanometerbereich Gberlagert wird. Diese Doppelrauhigkeit fiihrt
zum Cassie-Baxter-Benetzungszustand (Bhushan und Jung 2006). Zwischen Tropfen
und Festkorper verbleiben Luftpolster, sodass die reale Fest-Flussig-Kontaktflache
stark reduziert ist. Typisch sind statische Kontaktwinkel >150° und sehr geringe
Kontaktwinkelhysterese, bereits bei geringer Neigung (,Roll-off angle”) setzen sich
Tropfen in Bewegung (Truong et al. 2010). Die Konsequenz ist eine drastisch
verminderte Benetzbarkeit. Wasser formt nahezu kugelférmige Tropfen, die schon
unter geringer Schwerkraftwirkung oder durch leichte Luftstromung Uber die
Oberflache rollen. Wahrend dieses Rollens wirken Kapillar- und van-der-Waals-Krafte
zwischen Tropfen und Partikeln starker als die Adhasionskrafte zwischen Partikeln und
der wachshaltigen Blattoberflache. Schmutz-, Staub- und Mikroorganismen werden
daher vom Tropfen aufgenommen und mitgefiihrt. Dieser
Selbstreinigungsmechanismus entfernt Partikel und Biofilmansdtze, ohne dass die

Oberflache selbst benetzt oder chemisch verandert wird. Funktionell hat dies mehrere
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Vorteile fir die Pflanze. Die Entfernung von Partikeln und Biofilmen reduziert
Lichtstreuung und Abschattung auf der Blattoberflache. Die Optische Klarheit fiihrt zur
Verbesserung der Photonenverfligbarkeit und damit steigt die Photosynthese im
aktiven Gewebe. Es kommt ebenfalls zur Verbesserung des Gas- und
Wasserhaushaltes. Durch die Verhinderung eines zusammenhangenden Wasserfilms
wird der Gasaustausch (CO;-Aufnahme, O,-Abgabe) unterstiitzt und stationdre
Blockaden werden vermindert. Dariiber hinaus kommt es zu einem Pathogenschutz,
durch Verkirzung der Verweildauer von Feuchtigkeit und mangelnde Haftung, welche

die Ansiedlung von Pilzsporen und Bakterien erschwert.

2.1 Hintergrund

Hydrophobie beschreibt eine schlechte Benetzbarkeit der Oberflache mit FlUssigkeit,
welche durch eine hohe Oberflaichenenergie und daraus resultierenden hohen
Kontaktwinkel charakterisiert ist. Eine zentrale Rolle in der Physik spielt hier die
Youngsche Gleichung, um das Verhalten von Flussigkeiten auf verschiedenen
Oberflachen zu verstehen. Sie gilt fir ideale Festkorperoberflachen, welche homogen,

unloslich, nicht reaktiv und nicht deformierbar sind:

Os-0
cosf=—"—t°
OL

Sie  beschreibt die Beziehung zwischen dem Kontaktwinkel 6, der
Oberflachenspannung des Festkdrpers 9s, der Oberflichenspannung der Fliissigkeit 9t
und der Grenzflichenenergie O9is. Die Oberflichenspannung kann durch die
Beeinflussung der Materialienzusammensetzung, ein Beschichten der Oberflache oder
das Erzeugen von nanorauen Oberflichen verandert werden, was wiederum
Auswirkungen auf den Kontaktwinkel hat. Eine Oberflache gilt ab einem Kontaktwinkel

von >90° als hydrophob und ab einem Kontaktwinkel von >150° als superhydrophob

(Latthe et al. 2014).
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e mlfen
A

Abbildung 1: Ubersicht (iber Kontaktwinkel von hydrophil bis superhydrophob.

Echte Nichtbenetzbarkeit ist im physikalischen Sinn an den Cassie—Baxter-Zustand
gebunden. In diesem Zustand ruht der Tropfen nicht in den Rauigkeitsstrukturen,
sondern auf deren Spitzen, wahrend die Zwischenrdume mit eingeschlossener Luft
gefullt sind. Dadurch verringert sich der feste—fliissige Kontakt auf ein Minimum; der
Tropfen ,sieht” UGberwiegend Luft statt Festkorper. Qualitativ lasst sich
Nichtbenetzbarkeit daher so definieren, dass die tatsdchlich benetzte Flache, also der
Anteil der Oberflache, der vom Tropfen wirklich bertihrt wird, moglichst klein ist. Je
kleiner dieser benetzte Flachenanteil ausfillt, desto grofRer ist der scheinbare
Kontaktwinkel und desto geringer sind Adhdsion und Kontaktwinkelhysterese. Der
Tropfen lasst sich leicht bewegen oder perlt sogar selbstindig ab. Energetisch
entspricht dies einem Zustand minimaler Grenzflaichenenergie, weil das System durch
die Luftpolster den teuren Festkorper—Flussig-Kontakt vermeidet. Wird der benetzte
Flachenanteil hingegen groRer, etwa durch zu grobe oder zu weiche Topografie, hohen
hydrostatischen Druck oder Kontamination, kollabiert die Luftschicht, der Tropfen
dringt in die Struktur ein und das System wechselt in den Wenzel-Zustand mit deutlich

héherer Benetzung (Cassie A.B.D. und Baxter S. 1944, Wenzel 1936).
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Cassie-Baxter-Benetzungszustand

Der Cassie-Baxter-Zustand beschreibt die scheinbare Benetzung von rauen, meist
hierarchisch mikro/nanostrukturierten Oberflachen, bei der die Flussigkeit nicht die
Rauigkeit ,ausfillt”, sondern auf einer Verbundoberfliche aus Feststoff und
eingeschlossener Luft (,,Plastron”) sitzt. Dadurch ist die reale Fest-Flissig-Kontaktflache
stark reduziert, Tropfen zeigen sehr groRe Kontaktwinkel und rollen leicht ab (,Lotus-
Effekt”). Je nach hydrostatischem Druck, Abrieb, Vibration und Oberflache kénnen der
Cassie-Baxter-Benetzungszustand und der Wenzel-Zustand sich jeweils stabilisieren

oder ineinander Gbergehen.

Modellgleichung (fiir eine Feststoff-/Luft-Verbundoberflidche):

cosf = ¢ (cos0+1)-1=¢@,co0-(1-¢,)

e 6 :scheinbarer Kontaktwinkel (makroskopisch beobachtet)

o 6. intrinsischer Kontaktwinkel des glatten Materials

e %: Arealanteil Feststoff im Kontakt (Rest 1-% ist Luft)

Je kleiner s (hoher Luftanteil) ist und je hydrophober das Basismaterial (groRes 6) ist,

desto groRer wird ) (typisch >150° bei superhydrophoben Oberflachen) und desto

geringer sind die Kontaktwinkelhysterese.
Abgrenzung zum Wenzel-Zustand:

Wenzel: Die Flussigkeit dringt in die Rauigkeit ein, wodurch die reale Kontaktflache und
die Benetzbarkeit verstarkt wird und gleichzeitig auch die Hydrophobie oder

Hydrophilie.
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3. Material und Methoden

3.1 Hilfsmittel und Gerate

Tabelle 1: Hilfsmittel und Gerdite

Bezeichnung

Firma

200ul EppendorfgefalRe PCR getestet

Eppendorf, Deutschland

T-175 Flasche

Sarstedt, Deutschland

T-75 Flasche

Sarstedt, Deutschland

6-Well Zellkulturplatte

Sarstedt, Deutschland

12-well Zellkulturplatte

Sarstedt, Deutschland

Bildverarbeitungs-Software Fiji

Image J.2

Biolumineszenz Kamera-IVIS

Perkin Elmer Precisely

Digitalwaage

Sartorius

Deckglaser

Marienfeld, Deutschland

Dracon-Prothesen

Vascutek Terumo, Schottland

Falkon-Réhrchen (15/30ml)

Greiner

GlasgefaRe

Schott, Deutschland

Glasschalen

Roth, Leica

Graph Pad Prism

GraphPad Software, Inc

Heissblock

Leica, Deutschland

HVAD

Medtronic, Dublin, Irland

IVIS 200 System

PerkinElmer, Waltham, USA

Living Image 3.1

Media Cybernetics, Rockville, USA

Kuhlschrank (4°C-8°C)

Liebherr

13
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Kihlzentrifuge

Eppendorf, Deutschland

Latexhandschuhe

Supermax Healthcare Inc. USA

Lichtmikroskop fir Zellkultur

Zeiss

Mikroskop

Carl Zeiss, Deutschland

Mikrowelle

Samsung

NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer

Thermo Fischer, USA

Neubauerzdhlkammer

Glaswarenfabrik Karl Hecht KG,

Deutschland

Objekttrager superfrost

Menzelglaser, Deutschland

Objekttragerboxen

Roth, Deutschland

Objekttragermappe

Roth, Deutschland

Pipettenspitzen Biosphere Filter Tip

(10/100/1000 pl)

Sarstedt, Deutschland

Sterilfilter (0,2 um)

Sarstedt, Deutschland

Sterilwerkbank LaminAir

Heraeuas, Deutschland

Tiefkiihltruhe (-20°C)

Liebherr

Tiefkihltruhe (-80°C)

Thermo Scientific

Tischzentrifuge

Eppendorf, Deutschland

Vortexer

Scientific Industries

Warmeschrank (37°C)

Binder

Wasserbad

Medax Nagel GmbH, Deutschland

Zentrifuge

Sigma

14




Material und Methoden

3.2 Chemikalien und Losungen

Tabelle 2: Chemikalien und Lésungen

Substanz Firma Katalognummer
DMEM Life Technologies 10829-018
Matrigel BD 356231
Essentiel 8 Flex-Media Thermo Fischer A2858501
B-27® Minus Insulin Thermo Fischer A1895601
B-27® Supplement Thermo Fischer 17504044
hiPSC Gibco 2365526
PBS Gibco 10010-015
Agarose Invitrogen 16500-100
DAPI Invitrogen D1306
Ethanol Merck 64175
Ammoniumhydroxid Merck 1336216
Tetraethylorthosilikat Evonik C82604

15
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Plasmide (Katalog Nr.)

Firma

pSF-OXB20-FLUC (0GS412)

Sigma Aldrich

pMDLg/pRRE (#12251)

Addgene, Watertown, USA

pRSV-Rev (#12253)

Addgene, Watertown, USA

pMD2.G (#12259)

Addgene, Watertown, USA

Tabelle 3: BLI-Imaging

Chemikalien (Katalog Nr.)

Firma

Phosphate-buffered saline (PBS, 1X),
sterile filtered (10010023)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

D-Luciferin (L-8220A)

Biosynth AG, Staad, Schweiz

3.3 Zellkulturmedien und Losungen

Tabelle 4: Zellkulturmedien

Medium Zusammensetzung
2x DMEM 1ml 10x DMEM
1 ml Horse-Serum
10x DMEM 670 mg 10x DMEM
5 ml ddH,0
DMEM 3,7 g/LNAHCO3
1,0 g/L D-Glucose
L-Glutamine
EHT-Medium 500 ml DMEM
50 ml Horse-Serum
500 pl Aprotinin
500 pl Insulin
Einfriermedium 10 ml DMSO
90 ml FCS

16
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Essential 8 Flex Basal Medium DMEM/ F12 (HAM) (1:1)
15 mM HEPES
L-Glutamine

1,743 g/L Sodium Bicarbonat

hiPS-Medium 500 ml Essential 8 Flex® Basal Medium

10 ml Essential 8 Flex® Supplement

Kardiomyozyten 500 ml RMPI 1640 + GlutaMAX™.-|

Differenzieriungsmedium- Tag 0 10 mI B27® minus Insulin

300 pICHIR 99021

Kardiomyozyten 500 ml RMPI 1640 + GlutaMAX™-|
Differenzieriungsmedium- Tag 2/5 10 ml B27® minus Insulin
Kardiomyozyten 500 ml RMPI 1640 + GlutaMAX™-|
Differenzieriungsmedium- Tag 3 10 mI B27® minus Insulin
500 pl IWR-1
Kardiomyozyten 500 ml RMPI 1640 + GlutaMAX™:-|
Differenzieriungsmedium- Tag 7 10 mI B27® Supplement
Kardiomyozyten 500 ml RPMI 1640
Differenzieriungsmedium- 10 mI B27® Supplement

Hungermedium

Nicht-Kardiomyozyten-Medium 500 ml DMEM
57 ml Fecal-Calf-Serum
5,7 ml Penicilin/Streptomycin

5,7 ml Glutamin

LB-Agar Trypton 10 g/I
Hefeextrakt 5 g/I
NaCl 10 g/I
Agar-Agar 15 g/I
pH7,0+0,2

LB(,lysogeny broth“)- Medium Trypton 10 g/I
Hefeextrakt 5 g/I
NaCl 10 g/I
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pH7,0+0,2

SOC(,,super optimal broth“)-Medium 2 % pflanzliches Pepton
0.5 % Hefeextrakt

10 mM NacCl

2.5 mM KCI

10 mM MgCl2 1

0 mM MgS04

20 mM Glucose

Kanamycin 50 g/ml (Sigma Aldrich)

3.4 Herstellung von Nanopartikeln

Die Herstellung von Siliziumdioxid-Nanopartikel erfolgte mithilfe der modifizierten
Stober-Methode, die auf einem Alkoxid-Sol-Gel-Verfahren basiert.
Tetraethylorthosilikat (TEOS) wurde als Silica-Vorlaufer verwendet, um ein kolloidales
Sol-Gel-System zu erzeugen und Ammoniak wurde als Katalysator zugefiigt. In einem
Rundkolben wurde eine Losung aus 50 ml Ethanol (Merck, 64175), 10 ml destilliertem
Wasser und 3 ml 28-30% Ammoniumhydroxid NH4OH (Merck, 1336216) hergestellt. Zu
dieser Losung wurden 10 ml TEOS (Evonik, C82604) hinzugefiigt und bei
Raumtemperatur mit 500 U/min fir eine Stunde gerihrt. Die Losung wurde mit
Rihren auf 60 °C erhitzt und weitere vier Stunden inkubiert, um die Bildung von
Nanopartikeln abzuschlieBen. Die Losung wurde bei 6000 U/min fiur zehn Minuten
zentrifugiert, um die SiO2-Nanopartikel zu sammeln. Die Partikel wurden zweimal mit
Ethanol und zweimal mit destilliertem Wasser gewaschen, um Verunreinigungen zu
entfernen. Die Partikel wurden in einem Ofen bei 60 °C fiir zwei Stunden getrocknet.
Optional kénnen die Partikel in einer Losung dispergiert werden, um sie weiter zu
verwenden. Die Menge an Ammoniumhydroxid kann je nach gewdlinschter
PartikelgroRe angepasst werden. Ein hoherer Ammoniumhydroxidgehalt fihrt zu
kleineren Partikeln, wahrend ein geringerer Gehalt zu grofleren Partikeln fihrt.
Elektronenmikroskopische Abbildung der Nanopartikel wurde durchgefiihrt und die

GroRe der Nanopartikel systematisch gemessen.
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3.5 Nanotechnologische Beschichtung

Fir die Beschichtung verwendeten wir handelsiibliche, implantierbare Dacron-
GefaRprothesen aus Polyethylenterephthalat (Vascutek Terumo, Schottland). Die
Prothesen wurden zunachst gereinigt (Spilung in Ethanol und deionisiertem Wasser)
und unter staubarmen Bedingungen getrocknet. AnschlieBend brachten wir eine
Suspension der zuvor mittels chemischer Fallung hergestellten Siliziumdioxid-
Nanopartikel (SiO;) im Sinne einer Tauch- bzw. Sprihbeschichtung auf das
Prothesenmaterial auf. Nach dem Abziehen der (iberschissigen Suspension erfolgte
das Trocknen bei Raumtemperatur.

Wahrend des Trocknungsprozesses konsolidierte sich der Nanopartikelbelag durch
Kapillarkrafte, die Partikel lagerten sich dauerhaft an den PET-Fasern an. Die Haftung
beruht primar auf van-der-Waals-Wechselwirkungen sowie einer mikromechanischen
Verklammerung der Partikel in der textilen Faserstruktur. Eine ,,Polymerisation” findet
hierbei nicht statt, vielmehr handelt es sich um die Ausbildung einer dicht gepackten,

physikalisch gebundenen Partikelschicht.

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Nanopartikelbildung.
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3.6 Oberflachenanalyse

Um die Oberflaichenmorphologie der beschichteten Prothesen und ihre nanoskalige
Rauheit zu bewerten, wurden sie nach der Beschichtung mittels
Elektronenmikroskopie untersucht. Die Benetzbarkeit der superhydrophoben
Prothesen wurde zusatzlich durch Kontaktwinkel- und Abrollwinkel- sowie Kipp-
Tropfenmessungen analysiert. Der Kontaktwinkel wurde durch statische sessile
Tropfen (SSD)-Analyse und unter Verwendung von Goniometrie gemessen. Das
verwendete Tropfenvolumen betrug 5 ul, und die Experimente wurden bei

Raumtemperatur (RT) durchgefiihrt.

3.7 Herstellung biolumineszierender Bakterien

Fir die Transformation hitzeschock-kompetenter E. coli werden 100 pl Zellen auf Eis
vollstandig aufgetaut und mit 1 pl (ca. 5ng) pSF-OXB20-FLUC (Sigma Aldrich, 0GS412)
Plasmid-DNA vorsichtig gemischt, ohne zu vortexen. Nach 5 min Inkubation auf Eis
erfolgt der Hitzeschock exakt 60 s bei 42 °C, anschlieBend werden die Zellen 2 min auf
Eis geklihlt. Zur Regeneration werden 250 pl vorgewdrmtes SOC-Medium (37 °C)
zugegeben, kurz homogenisiert und die Suspension 60 min bei 37 °C unter Schitteln (=
200-250 rpm) inkubiert. Danach werden 50-200 pl der Kultur—gegebenenfalls
zusatzlich eine 1:10-Verdiinnung—auf vorgewarmte, getrocknete LB-Agarplatten mit
Kanamycin (Endkonzentration 50 pg/ml) als Selektionsantibiotikum ausplattiert und
16—-18 h bei 37 °C inkubiert, bis deutlich sichtbare Kolonien erscheinen. Eine
Negativkontrolle ohne DNA dient dem Ausschluss von Kontaminationen. Bei geringer
Koloniezahl wurde die Erholungszeit auf bis zu 90 min verlangert, weniger salzhaltige

DNA verwendet oder ein grolReres Ausplattier-Volumen gewahlt.
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Abbildung 3: Vektorkarte des Plasmids pSF-OXB20-Fluc zur bakteriellen Expression von

Luciferase unter der Kontrolle des starken konstitutiven Promotors OXB20

3.8 Inkubation mit der Bakterienlésung

Zwei Quadratzentimeter groRe Sticke von GefdRprothesen (n=20) mit einem
Kontaktwinkel von >150° wurden zwei Stunden lang unter Rotation mit einer
Bakterienlosung inkubiert. Die Bakterienlésung enthielt die Bakterien Escherichia coli
(E. coli) und Staphylococcus aureus (S. aureus), zwei Pathogene, die typischerweise
bakterielle Protheseninfektionen verursachen kdnnen. Als Kontrollgruppe wurden
Gefalprothesen (n=20) ohne Beschichtung auf die gleiche Weise inkubiert. Nach zwei
Stunden wurden die Patches (unbeschichtet vs. beschichtet) mit sterilen Pinzetten auf

Agarplatten gelegt und sofort entfernt. Die Agarplatten wurden (iber Nacht bei 37°C
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inkubiert. Nach 18 Stunden Inkubation wurden die geformten Kolonien gezahlt und

flichenbezogen als CFU/cm? auf den Nahrplatten ausgewertet.

Nach der Inkubation wurden die koloniebildenden Einheiten (CFU) fir beide Proben
analysiert, um die Einschatzung der bakteriellen Ausgangsbesiedelung der

GefaBBprothesen zu bestimmen.

3.9 Perfusionsexperimente

Zur Bewertung der bakterienabweisenden Wirksamkeit unter hamodynamischen
Bedingungen wurde ein geschlossener artifizieller (Mock) Kreislauf aufgebaut, der von
einer kontinuierlichen Zentrifugalpumpe in Form eines LVAD-Systems (HVAD;
Medtronic, Dublin, Irland) angetrieben wurde. Der Kreislauf bestand aus Reservoir,
Pumpe, sowie einer GefdBprothese (,Outflow-Graft“) in der das zu prifende
Prothesenareal integriert wurde. Die Versuche wurden unter kontinuierlichem Fluss
durchgefiihrt, wobei die Pumpendrehzahl wahrend jedes einzelnen Versuchs konstant

gehalten wurde.

Es kamen entweder beschichtete GefdalRprothesen mit der superhydrophobe SiO,-
Nanopartikeloberflichen oder unbeschichtete Prothesen als Kontrollgruppe zum
Einsatz. Die Proben wurden als standardisierte Segmente in identischer Lange bzw.
Flache in der Outflow-Strecke eingebracht, um eine flaichenbezogene Auswertung zu

ermoglichen.

Als Perfusionsmedium diente humanes, heparinisiertes Vollblut. Erganzend wurden
Vergleichsversuche mit bakterienhaltigem LB-Medium durchgefiihrt. Fir die
mikrobiologische Belastung wurden definierte Konzentrationen aus Staphylococcus
aureus, Escherichia coli und fir die BLI-Analysen biolumineszente Escherichia coli
(Luc+) eingesetzt. Die Inokulationskonzentration wurde vor jedem Lauf durch optische

Dichtemessungen verifiziert und zwischen den Gruppen angeglichen.

Nach Stabilisierung des Kreislaufs erfolgte die Inokulation der Bakterien in das
Reservoir. Die Outflow-Grafts wurden zu vordefinierten Zeitpunkten ausgebaut und
anschlielRend flir die Endpunktermessungen aufbereitet. Fir die
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Biolumineszenzuntersuchungen wurde Luciferin (100uM) eine Minute vor dem

Endpunkt ins Reservoir gegeben und es erfolgte unverziglich die BLI- Analyse.

3.10 Zellkultur

Um den Einfluss von Nanopartikeln auf verschiedene Zellen zu untersuchen,
verwendeten wir typische menschliche Zelltypen: HEK293T-Zellen, Fibroblasten,
menschliche induzierte pluripotente Stammzell (hiPSC)-abgeleitete Kardiomyozyten
(CMs) und Endothelzellen (ECs). Fiir die Herstellung von hiPSC-CMs und hiPSC-ECs
verwendeten wir ein spezielles Protokoll, das es uns ermdglichte, sowohl hiPSC-CMs
als auch hiPSC-ECs aus hiPSC durch gezielte Aktivierung und Hemmung des Beta-
Catenin/Wnt-Signalwegs zu produzieren. Unsere menschlichen iPSCs wurden von

Gibco bereitgestellt und charakterisiert (Lot.Nr.:2365526).

3.10.1 Kultivierung der human induzierten pluripotenten Zellen (hiPSC)

Die Kultivierung der hiPSC-Zellen erfolgte in Kulturschalen, die vor der Passage fiir 30
Minuten bei Raumtemperatur mit Matrigel beschichtet wurden. StandardmaRig
wurden die Stammzellen in Suspension in 6-Well-Zellkulturplatten kultiviert. Nach dem
Entfernen des (iberschiissigen Matrigels erfolgte die Kultivierung der hiPSC-Zellen im
IPS-Medium. Die Zellen wurden im Inkubator bei 37 °C, 5 % CO,, 5 % O, und 95 %
relativer Luftfeuchtigkeit gehalten. Der Mediumwechsel fand an jedem Werktag mit
Ausnahme des Mittwochs statt. Sobald eine Konfluenz von 90 % erreicht war, wurde

das Differenzierungsprotokoll zur Entwicklung von Kardiomyozyten eingeleitet.

3.10.2 Kryokonservierung der hiPS-Zellen

Zur Kryokonservierung der hiPS-Zellen wurden diese zunachst fiir zehn Minuten bei
37°C mit Versene behandelt und anschliefend dissoziiert. Nach dem Entfernen der
Versene-Losung wurden die Zellen in 1 ml Einfriermedium (bestehend aus DMSO und
FCS) aufgenommen. Der Gefriervorgang erfolgte in einem mit Isopropanol gefiillten

Gefrierbehalter bei -80 °C. Durch eine kontrollierte Abkiihlrate von 1 °C pro Minute
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wurde eine Schadigung der Zellen verhindert. Fiir die Wiederaufzucht wurden die
Zellen mittels eines ThawStar®-automatischen Auftausystems aufgetaut, in 10 ml
frischem Medium resuspendiert und bei 800 g fiir 4 Minuten zentrifugiert, um das
kryoprotektive DMSO zu entfernen. Der resultierende Zellpellet wurde erneut in
Medium aufgenommen und auf Matrigel®-beschichteten Kulturflaschen ausplattiert.
Um eine spontane Differenzierung zu vermeiden, wurden die Zellen stets vor Erreichen

der Konfluenz passagiert.

3.10.3 Lentivirus-Produktion und Transduktion von hiPS-Zellen

Humane induzierte pluripotente Stammzellen (hiPSCs) wurden mit einem Lentiviral-
Vektorsystem der dritten Generation transduziert. Zur Herstellung des Lentiviral-
Vektors wurden HEK293T-Zellen (8 x 1076 Zellen/Platte) in DMEM (High Glucose) mit
10 % FBS, 1 % GlutaMAX und 1 % Penicillin/Streptomycin in T175-Flaschen bis zu einer
Konfluenz von ca. 65 % kultiviert. Nach Erreichen der Konfluenz wurden 25 ul einer 25
mM-Chloroquin-Lésung zugesetzt (Endkonzentration laut Ansatz: 25 mM). Pro T175-
Flasche kamen 2,63 ml H,0, 123,3 ul CaCl, (2 M), 63 pl pLX313-Firefly-Luciferase-
Plasmid (Addgene), 10 ul pMDLg/pRRE-Plasmid (Addgene), 10 pl pRSV-Rev-Plasmid
(Addgene) und 8,3 pl pMD2.G-Plasmid (Addgene) zum Einsatz. Die so gebildeten
DNA/CaCl,-Komplexe wurden den HEK293T-Zellen zur Transfektion zugegeben. Die
erfolgreiche Transfektion des Luciferase-Gens wurde in den Produzentenzellen mittels
Biolumineszenz-Imaging (BLI) Uberprift. Die erzeugten Viruspartikel wurden

anschliefend mithilfe einer Ultrazentrifuge konzentriert.

Fir die Virustransduktion wurden 200.000 hiPS-Zellen auf eine mit Matrigel
beschichtete 6-Well-Platte ausgesdt (2,5 ml Medium pro Well mit 200.000 Zellen). Das
hiPSC- Medium wurde gegen 1,5 ml Opti-MEM™ ausgetauscht und 5 pl Polybren (8
ug/ml Endkonzentration) zugesetzt. Transduziert wurde mit 200 pl des Lentivirus mit
einer Multiplicity of Infection (MOI) von 10. Nach 4-stiindiger Inkubation wurden 2,5
ml frisches hiPSC-Medium zugegeben und die Platte wurde fir 24 Stunden nicht
bewegt. Nach 48 Stunden erfolgte ein vollstandiger Medienwechsel. Zur Kontrolle der

erfolgreichen Vektorintegration wurden Luciferase-positive (Luc+) hiPSCs Uber den
24



Material und Methoden

Hygromycin-Selektionsmarker isoliert. Der Einbau des Zielgens sowie die resultierende
Luciferase-Aktivitat wurden durch Biolumineszenz-Imaging verifiziert. Hierzu wurden
die Zellen einmal vorsichtig mit PBS gewaschen und anschlieBend steril nach Zugabe

von Luciferin (1:10 in PBS) inkubiert.

3.10.4 Differenzierung der hiPS-Zellen zu hiPSC-Kardiomyozyten

Nach der Kultivierung und Passagierung der hiPSC-Zellen bei 70-90% Konfluenz wurde
die Differenzierung zu Kardiomyozyten eingeleitet. Das Protokoll folgte einem

standardisierten Schema mit Wnt-Modulation:

- Tag 0: Die Zellen wurden in RPMI 1640 + GlutaMAX™ mit B27 Minus Insulin
Supplement und dem Wnt-Aktivator CHIR 99021fiir 48 Stunden kultiviert.

- Tag 2: Das Medium wurde gegen RPMI 1640 + GlutaMAX™ mit B27 Minus Insulin
Supplement ausgetauscht und fiir 24 Stunden inkubiert, um die Differenzierung zu

mesodermalen Progenitorzellen zu fordern.

- Tag 3: Zur Induktion der kardialen Differenzierung wurde das Medium durch RPMI
1640 + GlutaMAX™ mit B27 Minus Insulin Supplement und dem Wnt-Inhibitor CHIR
IWR-1

ersetzt (48 Stunden Inkubation).

- Tag 7: Nach einem Mediumwechsel zu RPMI 1640 + GlutaMAX™ mit vollem B27
Supplement war die Induktionsphase abgeschlossen. Die nun differenzierten
Kardiomyozyten reiften anschlieRend in diesem Medium weiter, welches alle zwei

Tage erneuert wurde.

Zur Aufreinigung der Kulturen wurden die Zellen von Tag 9-11 und erneut von Tag 15-
17 fur je 48 Stunden in ,Hungermedium” (RPMI 1640 + B27 Supplement) inkubiert.
Hierfir werden die differenzierten Zellen einem Glukoseentzug unterzogen, um die
Reinheit der Kardiomyozyten weiter zu erhohen. Dieser Ansatz nutzt die
metabolischen Unterschiede zwischen Kardiomyozyten und anderen Zelltypen, um

Nicht-Kardiomyozyten selektiv zu eliminieren.
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3.10.5 Zellzahlbestimmung

Vor dem Auflegen des Deckglases wurden die Randleisten der Zahlkammer
angefeuchtet. Fiir die Zahlung wurde eine 1:1-Mischung aus 10 pl Zellsuspension und
10 ul Trypanblau hergestellt. Trypanblau dient hauptsachlich zur Unterscheidung
zwischen lebenden und toten Zellen, da der Farbstoff nur geschadigte Zellen farbt und
intakte Zellmembranen nicht passieren kann. Bei sehr dichten Suspensionen erfolgte
eine Vorverdiinnung (1:10 in PBS), um Zahlfehler durch Uberlagerung zu vermeiden.
Die Mischung wurde vorsichtig an den Rand des Deckglases pipettiert, woraufhin die
Zahlkammer durch Kapillarwirkung gleichmaRig gefiillt wurde. AnschlieBend wurden
unter dem Mikroskop die vier duReren Quadranten (jeweils 1 mm?) ausgewertet. Um
Doppelzdhlungen zu vermeiden, wurden nur Zellen erfasst, die auf der oberen oder
linken Begrenzungslinie eines der 16 Unterquadrate lagen. Die endgiltige Zellzahl (N)

liegt nach Berechnung durch folgende Formal vor: Zellzahl =2 x 10 x 104 x n.

3.11 Toxizitats- und Vitalitatsassay

Zur Beurteilung der moglichen zytotoxischen Effekte der Nanopartikel wurden
verschiedene Zelltypen (hiPSC-abgeleitete Kardiomyozyten, hiPSC-abgeleitete
Endothelzellen, Fibroblasten sowie HEK293T-Zellen) mit Nanopartikeln inkubiert und
anschlielend die Zellintegritdt sowie die Zellvitalitdt systematisch analysiert. Zur
Analyse der Zellintegritat mittels DAPI-Integritdatsassay wurden die Zellen mit 4 ul 4',6-
Diamidino-2-phenylindol  (DAPI; Invitrogen, D1306) fur 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach erfolgte die Fixierung mit Paraformaldehyd (PFA),
gefolgt von der weiteren Verarbeitung im Rahmen der Immunhistochemie. Die
verschiedenen Zellen wurden anschlieBend mit einem konfokalen Mikroskop (Zeiss
Apotome) untersucht. Image J wurde verwendet, um die mittlere Fluoreszenzintensitat
von DAPI (DAPI MFI) fir alle Zellen zu bestimmen und die Zellintegritat zu analysieren.
Zellen mit intakter Zellmembran und ohne Zellstress sollten kein DAPI in die Zelle
aufnehmen, solange die Zellen nicht technisch permeabilisiert wurden. Die gemessene
DAPI MFI korreliert mit der DAPI-Aufnahme der Zellen, was auf Zellstress hindeutet.

Als Positivkontrolle inkubierten wir Zellen mit 15% Ethanol (EtOH). Zur Untersuchung
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der Vitalitdt der Zellen transduzierten wir die Zellen mit dem Reporterenzym
Luciferase. Fur hiPSCs verwendeten wir ein Lentiviral-System (Amsbio; Cat.No.:
LVP434) mit der integrierten Luciferase unter dem humanen Promotor EF1-alpha mit
Resistenz gegen Puromycin als Selektionsmarker. Fibroblasten und HEK293T wurden
mit dem gleichen Lentiviral-System transduziert. Die Luciferase-Aktivitdt innerhalb der
Zellen wurde durch BLI-Imaging getestet. Die Luc+ hiPSCs wurden zur Differenzierung
in Luc+ hiPSC-abgeleitete Kardiomyozyten und Luc+ hiPSC-abgeleitete Endothelzellen
verwendet. Wir inkubierten dann die luciferasepositiven Zellen (Luc+) 24 Stunden lang
mit  Nanopartikeln und validierten die verschiedenen Zelltypen durch
Biolumineszenzbildgebung. Dazu wurden jeweils 200.000 Luc+ Zellen ausgesat, und die
Wells wurden zuvor mit Nanopartikeln beschichtet und gemessen. Die gemessene
Gesamtphotonenemission korreliert mit der Anzahl der lebenden Zellen. Der BLI-
Vitalitatsassay kann somit Informationen liber die Anzahl der lebenden Zellen nach
Inkubation mit den Nanopartikeln liefern. Auch hier diente die Inkubation mit 15%

EtOH als Positivkontrolle.

3.12 Biolumineszenzbildgebung

Die Biolumineszenzbildgebung (Bioluminescence Imaging, BLI) ist ein hochsensitives,
nicht-invasives Verfahren zur Detektion und Quantifizierung lebender Zellen, die zuvor
genetisch mit dem Reporterenzym Luciferase markiert wurden. Das Prinzip der
Methode beruht auf der enzymatischen Umsetzung des Substrats Luciferin durch die
Luciferase, wobei unter Verbrauch von ATP und Sauerstoff Licht im sichtbaren
Spektralbereich emittiert wird. Die Intensitat der emittierten Photonen ist dabei direkt
von der metabolischen Aktivitat und der Anzahl lebensfahiger Luciferase-positiver
Zellen abhadngig und kann mit einem geeigneten optischen Detektionssystem

guantitativ erfasst werden.

Fir die vorliegenden Experimente wurde die Biolumineszenzbildgebung eingesetzt, um
sowohl die bakterielle Besiedlung als auch die Zellviabilitdt auf beschichteten und
unbeschichteten GefdaBprothesen quantitativ zu analysieren. Hierzu wurden

Luciferase-exprimierende E. coli (Luc* E. coli) verwendet, die nach Kontakt mit den
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jeweiligen Prothesenoberflichen eine messbare Photonemission erzeugen. Nach
Zugabe des Luciferin-Substrats wurden die Prothesenoberflaichen mit einem gekihlten
CCD-Kamerasystem aufgenommen, das eine hochempfindliche Detektion auch sehr
schwacher Lichtsignale ermoglicht. Alle Aufnahmen erfolgten unter konstanten
Kameraeinstellungen, um eine direkte Vergleichbarkeit zwischen den einzelnen

Messungen sicherzustellen.

Die Bildaufnahme wurde mit dem IVIS 200 Imaging System (PerkinElmer, Waltham,
USA) durchgefiihrt. Dieses System erlaubt eine standardisierte und reproduzierbare
Erfassung der Photonemission aus definierten Messbereichen. Zur quantitativen
Auswertung wurden fiir jede Probe Regionen von Interesse (Region of Interest, ROI)
festgelegt. Die gemessenen Signale wurden zunachst um den Hintergrund korrigiert
und anschlieBend auf die jeweils benetzte Prothesenoberfliche normiert, um
Unterschiede in der Probengeometrie und Flissigkeitsverteilung zu berlcksichtigen.
Die Photonensignale wurden in der Einheit Photonen pro Sekunde pro
Quadratzentimeter pro Steradian (p/s/cm?/sr) angegeben, die eine quantitative

Vergleichbarkeit der Biolumineszenzintensitat ermdoglicht.

Die Auswertung der Bilddaten erfolgte mit der Software Living Image 3.1 (Media
Cybernetics, Rockville, USA), mit der sowohl die Definition der ROI als auch die
Berechnung der Signalintensitat durchgefihrt wurde. Neben der Analyse der
Prothesenoberflaichen wurden auch die zugehdrigen Spillésungen untersucht, um
freigesetzte oder nicht adharente Bakterien zu erfassen. Durch den direkten Vergleich
der Biolumineszenzsignale zwischen beschichteten und unbeschichteten Prothesen
konnte der Einfluss der Oberflachenmodifikation auf die bakterielle Anhaftung und das

Uberleben der Zellen quantitativ bestimmt werden.

3.13 Statistische Analyse

Die statistische Analyse wurde mithilfe von Graph Pad Prism (Prism 8) durchgefiihrt.
Die Daten werden als Mittelwert £ Standardabweichung dargestellt. P-Werte < 0,05

gelten als signifikant. Die Daten wurden unter Verwendung des zweiseitigen Student's
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t-Tests. auf signifikante Unterschiede getestet (ns p>0,05, *p<0,05, ** p<0,01, ***
p<0,001, **** p<0,0001).
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4. Ergebnisse

4.1 Oberflachenanalyse

Siliziumdioxid-Nanopartikel (SiO,) wurden nach dem klassischen Stober-Verfahren
erfolgreich synthetisiert. Nach Abschluss der Hydrolyse- und Kondensationsreaktionen
wurden die Kolloide durch wiederholtes Zentrifugieren und Resuspendieren in
Ethanol/Wasser gereinigt, um Restreagenzien und niedermolekulare Nebenprodukte

zu entfernen. AnschlieBend erfolgte die Lagerung als stabile Suspension.

Die elektronenmikroskopische Charakterisierung der Prdparate (isolierte Aufnahme
einzelner Proben) zeigte Giberwiegend spharische Partikel mit glatter Oberflache. Die
gemessenen Partikeldurchmesser lagen im Bereich von etwa 20 bis 180 nm. Diese
GroRenordnung ist konsistent mit der erwarteten Einstellbarkeit des Stober-Prozesses
und reflektiert die gezielte Anpassung der Synthesebedingungen auf kleinere (= 20-50
nm) bzw. groRere (= 100—180 nm) Kolloide. Die beobachtete Morphologie spricht fir
eine homogene, dichte SiO,-Kondensation ohne ausgepragte Aggregatbildung unter
den gewadhlten Bedingungen. Ergdanzend deutet die im ethanolischen Medium stabile
Kolloidalitat auf eine ausreichende elektrostatische bzw. sterische Stabilisierung der
Partikel hin, was fir nachfolgende Beschichtung vorteilhaft ist. Insgesamt bestatigen
die mikroskopischen Befunde die erfolgreiche Herstellung gut definierter SiO,-

Nanopartikel im angestrebten GréRBenfenster.
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Abbildung 4: Elektronenmikroskopie einer Nanopartikellésung und Geigendiagramm der
Nanopartikeldurchmesser.
Nach der nanoskaligen Beschichtung der GefalRprothesen wurden samtliche
Einzelgrafts systematisch hinsichtlich ihrer benetzungs- und topographiebezogenen
Oberflacheneigenschaften charakterisiert. Die goniometrische Messung des statischen
Wasserkontaktwinkels ergab fiir alle beschichteten Proben Werte > 150° (Mittelwert
154° + 3°) und damit wurde das Kriterium der Superhydrophobie erfillt. Parallel dazu
lag der mittlere Abrollwinkel fiir 5-pl-Wassertropfen bei 9° + 2°. Die Kombination aus
sehr hohem scheinbarem Kontaktwinkel und niedrigem Abrollwinkel weist auf geringe
Kontaktwinkelhysterese und eine ausgepragte Selbstreinigungstendenz hin (Cassie-

Baxter Zustand).

Zur Analyse der Oberflaichennanorauigkeit wurde das Prothesenmaterial mittels
Elektronenmikroskopie untersucht. Die Aufnahmen der beschichteten Grafts zeigten
eine fiir superhydrophobe Oberflachen typische, feinraue Nanotopographie mit dicht
verteilten Strukturelementen im Sub-100-nm-Bereich. Im direkten Vergleich wiesen
unbeschichtete Referenzproben eine deutlich glattere Faseroberflaiche ohne
Hierarchiestrukturen auf. Diese morphologischen Befunde stehen im Einklang mit den
goniometrischen Ergebnissen und belegen, dass die erzeugte Nanorauigkeit
maRgeblich zur beobachteten Superhydrophobie der beschichteten GefdaBprothesen

beitragt.
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Abbildung 5: Makroskopische Eigenschaften einer beschichteten vs. unbeschichteten
Prothese und Verhalten eines Wassertropfens auf einer beschichteten vs.

unbeschichteten Prothese.

Abbildung 6: Berechnung des goniometrischen Kontaktwinkels.

Abbildung 7: Elektronenmikroskopie einer beschichteten Prothese.
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4.2 Biolumineszensuntersuchung transformierter Bakterien

Die Transformation mit dem Plasmid pSF-OXB20-FLUC gelang reproduzierbar. Auf den
Kanamycin-haltigen Selektionsplatten (50 pug/ml) wuchsen zahlreiche, klar abgrenzbare
Kolonien. Ausgewdhlte Transformanten lieRen sich in flissigem LB-Medium unter

Kanamycin-Selektion stabil propagieren.

Zur Funktionspriifung des Reporters zeigten die pSF-OXB20-FLUC-positiven E. coli nach
Zugabe von D-Luciferin in einer seriellen Verdinnungsreihe eine deutlich
zellzahlabhangige Biolumineszenz. Mit abnehmender Zellzahl nahm das gemessene
Photonsignal proportional ab, untransformierte Kontrollkulturen blieben auf
Hintergrundniveau. Damit wurde sowohl die erfolgreiche Aufnahme des Plasmids als
auch die prinzipielle Eignung der biolumineszenten Messung zur quantitativen

Abschatzung der Zellzahl in diesem System bestatigt.

Abbildung 8: Titrationsreihe von Luciferase-positiven (Photonen emittierenden) E. coli-

Bakterien.

4.3 Kulturplatten-Analyse der mit Bakterien besiedelten GefaBprothesen

Zur Quantifizierung der bakteriellen Besiedlung beschichteter und unbeschichteter
GefaRR-Patches wurden die Proben 2 h unter Rotation in einer definierten

Bakteriensuspension inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine Abklatschkultur
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(Kontaktplattierung) auf geeigneten Agarplatten, die 18 h inkubiert wurden. Die
anfangliche Oberflachenkolonisierung wurde anhand der Zahl koloniebildender
Einheiten (CFU) bzw. des prozentual bedeckten Plattenanteils bestimmt und zum

Vergleich zwischen den Gruppen herangezogen.

Abbildung 9: Vergleich von beschichteten (oben) und unbeschichteten (unten)
Gefdfsprothesen nach Abklatsch auf Agarplatten und 18-stiindiger Inkubation.
Staphylococcus aureus wurde auf rotem Agar, Escherichia coli auf transparentem Agar

angeziichtet.

Zur Quantifizierung der bakteriellen Besiedlung beschichteter und unbeschichteter
GefaR-Patches wurden die Proben 2 h unter Rotation in einer definierten
Bakteriensuspension inkubiert. AnschlieRend erfolgte eine Abklatschkultur
(Kontaktplattierung) auf geeigneten Agarplatten, die 18 h inkubiert wurden. Die
anfangliche Oberflachenkolonisierung wurde anhand der Zahl koloniebildender
Einheiten (CFU) bzw. des prozentual bedeckten Plattenanteils bestimmt und zum
Vergleich zwischen den Gruppen herangezogen. Im Vergleich zu unbeschichteten
Kontrollen zeigte das superhydrophobe Material eine deutlich reduzierte bakterielle
Besiedlung: Nach Inokulation mit S. aureus sank sie um 87 %, nach Inokulation mit E.

colium 83 %.
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Abbildung 10 Ergebnisse der CFU fiir S. aureus und E. coli von beschichteten vs.

unbeschichteten Gefdf3-Patches nach Perfusion mit einer Bakterienlésung

Zur moglichst realitdatsnahen Nachbildung physiologischer Stromungsbedingungen
wurden die beschichteten und unbeschichteten GefaBprothesen in einem Mock-
Zirkulationssystem untersucht. Hierbei kam eine HVAD (HeartWare Ventricular Assist
Device) zum Einsatz, die einen kontinuierlichen Blutfluss generierte und somit
hdamodynamische Bedingungen simulierte, wie sie auch im klinischen Einsatz vorliegen.
Ziel dieses Versuchsaufbaus war es, den Einfluss der Oberflichenmodifikation unter
dynamischen, stromungsabhangigen Bedingungen auf die bakterielle Adhéasion und

das Wachstum zu evaluieren.
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beschichteter und
4 unbeschichteter
Outflow-Graft

Bakterienlosung

HVAD HeartWare

Abbildung 11: Kiinstliches Perfusionssystem mit linksventrikuléirem Unterstlitzungssystem

(LVAD) und gefdrbter Bakterienlsung.

Nach Durchfiihrung der Experimente wurde die bakterielle Besiedlung der Prothesen
mittels koloniebildender Einheiten (colony-forming units, CFU) quantitativ bestimmt.
Die CFU-Analyse zeigte eine deutliche Reduktion des bakteriellen Wachstums auf den
beschichteten Prothesen im Vergleich zu den unbeschichteten Kontrollprothesen.
Konkret konnte fiir mit Staphylococcus aureus inokulierte Outflow-Grafts eine
Reduktion der bakteriellen Kolonisation um 81 % nachgewiesen werden. Fir mit
Escherichia coli inokulierte Prothesen ergab sich eine vergleichbare, wenn auch etwas

geringere Reduktion von 76 %.

36



Ergebnisse

S. aureus E. Coli

*kkk sokkk

bakterienbedeckter Bereich in %
bakterienbedeckter Bereich in %

Abbildung 12: Ergebnisse der CFU fiir S. aureus und E. coli von beschichteten vs.

unbeschichteten Outflow-Grafts nach Perfusion mit einer Bakterienlésung.

4.4 BLI-Analyse der mit Bakterien besiedelten GefdaBprothesen

Fiir eine hochsensitive Quantifizierung der bakteriellen Besiedlung wurde das
superhydrophobe Prothesenmaterial durch Biolumineszenz Imaging (BLI) analysiert.
BLI ermoglicht eine klare Korrelation zwischen der aktuellen Zellzahl und der
Signalintensitdat (Close et al.,, 2011). BLI-Experimente zeigten eine statistisch
signifikante Reduktion der bakteriellen Besiedlung fiir superhydrophob beschichtete
Prothesen (Gruppe A) im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen (Gruppe B) (t=0 min:
Gruppe A 5,9x106 [p/s/cm2/sr] vs. Gruppe B 5x108 [p/s/cm2/sr], p<0,0001; t=5 min:
Gruppe A 2,4x107 [p/s/cm2/sr] vs. Gruppe B 7,7x108 [p/s/cm2/sr], p<0,0001; t=30
min: Gruppe A 3,0x107 [p/s/cm2/sr] vs. Gruppe B 7x108 [p/s/cm2/sr], p<0,0001; t=60
min: Gruppe A 4,2x107 [p/s/cm2/sr] vs. Gruppe B 7,6x108 [p/s/cm2/sr], p<0,0001).
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Abbildung 13: Bakterielle Besiedlung mittels BLI von Gefdifsprothesen zu verschiedenen

Zeitpunkten nach Inkubation mit LB-Medium als Tréigersubstanz
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Abbildung 14: Analyse der Photonenemission beschichteter vs. unbeschichteter Prothesen

zu verschiedenen Zeitpunkten.

Ahnliche Ergebnisse wurden fiir Patches beobachtet (t=0 min: Gruppe A 9,77x106

[p/s/cm2/sr] vs. Gruppe B 1,1x109 [p/s/cm2/sr], p<0,0001; t=30 min: Gruppe A
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7,7x107 [p/s/cm2/sr] vs. Gruppe B 1,1x109 [p/s/cm2/sr], p<0,0001; t=60 min: Gruppe
A 6,7x107 [p/s/cm2/sr] vs. Gruppe B 1,7x109 [p/s/cm2/sr], p<0,0001) nach Inkubation

unter mechanischem Stress zu allen Zeitpunkten.
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Abbildung 15: BL| der Spiillésung nach 60 Minuten von beschichteten vs. unbeschichteten

Patches.
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Abbildung 16: Analyse der Photonenemission der Splillsung von beschichteten vs.

unbeschichteten Patches.

Nach der Endmessung (t=60 min) zeigten die beschichteten GefiaRprothesen eine
Reduktion von 94% (p=0,0002), die GefiBpatches eine Reduktion von 96,2%
(p<0,0001) im Vergleich zu ihren unbeschichteten Aquivalenten. Die BLI-Analyse der
Splllésung von sowohl beschichteten als auch unbeschichteten GefaRtransplantaten
nach t=60 min ergab eine 96%ige Reduktion der bakteriellen Belastung (p=0,002).
Unsere BLI-Analyse von Outflow-Grafts nach Perfusion mit Luc+ Bakterien in LB-
Medium zeigte eine signifikante Reduktion der bakteriellen Besiedlung zu allen
Zeitpunkten (t=2=0,0007; t=15 =0,001), eine 97%ige Reduktion (t=30<0,0001) nach der

Endmessung der Mock-Zirkulation.
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Abbildung 17 Bildgebung (Luc+) E. coli mittels BLI von Outflow-Grafts zu verschiedenen
Zeitpunkten nach kiinstlicher Perfusion mit LB-Medium als Trégersubstanz.
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Abbildung 18: Analyse der Photonenemission von beschichteten vs. unbeschichteten
Outflow-Grafts zu verschiedenen Zeitpunkten.

Im LVAD-getriebenen In-vitro-Kreislauf ergaben die BLI-Analysen der Outflow-Grafts,
die mit Luc+-Bakterien in heparinisiertem Blut perfundiert wurden, dhnliche Ergebnisse
(t=2min: Gruppe A 1,1x107 [p/s/cm2/sr] vs. Gruppe B 7,3x108 [p/s/cm2/sr], p=0,0005;
t=15min: Gruppe A 1,3x108 [p/s/cm2/sr] vs. Gruppe B 4,0x109 [p/s/cm2/sr], p=0,0005;
t=30min: Gruppe A 1,0x108 [p/s/cm2/sr] vs. Gruppe B 4,2x109, p<0,0001).
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Abbildung 19: Bildgebung (Luc+) E. coli mittels BLI von Outflow-Grafts zu verschiedenen

Zeitpunkten nach kiinstlicher Perfusion mit Blut als Tréigersubstanz
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Abbildung 20: Analyse der Photonenemission von beschichteten vs. unbeschichteten

Outflow-Grafts zu verschiedenen Zeitpunkten.
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4.5Differenzierung der hiPS-Zellen zu hiPS-Kardiomyozyten

Die erfolgreiche Differenzierung human induzierter pluripotenter Stammzellen (hiPSCs)
in Kardiomyozyten erforderte eine initiale Zellkonfluenz von 75-90 %. Vor der
Differenzierung wurden die hiPSCs einer strengen Qualitdtskontrolle unterzogen. Diese
umfasste eine tagliche lichtmikroskopische Untersuchung, die Uberpriifung eines
normalen Karyotyps und eine quantitative Bewertung der Pluripotenz. Zusatzlich
wurden regelmallige Tests auf Mykoplasmenkontamination durchgefiihrt.
Durchflusszytometrie und gPCR-Analysen bestdtigten, dass die Zellen ihren
pluripotenten Zustand, gekennzeichnet durch die Expression von SSEA-3, SSEA-4 und

TRA-1-60, auch nach mehreren Passagen beibehielten.
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Abbildung 21: Qualitdtspriifung und Charakterisierung von hiPSCs
(A) Immunhistochemische Fdrbung fiir SSEA-4 (griin) und DAPI (blau) in hiPSCs.
(B, C) Durchflusszytometrie: 96,96 % / 97,85 % SSEA-3-positive Zellen (P3). Gating-
Strategie (FlowJo): Gesamtpopulation (P0); Singlets (P1); Gate fiir PE-H/SSEA-3;
Histogramm PE-H/SSEA-3, links = Negativkontrolle, rechts = gefdrbte Zellen.
(D) Karyotyp hiPSCs: weiblicher Karyotyp 46, XX ohne numerische oder strukturelle
Aberrationen. (E) Mykoplasmen-PCR auf 2 % TAE-Agarosegel: Spur 1/4: Uberstand
hiPSCs (Coriell Institute, USA); Spur 2/5: Uberstand hiPSCs (hausintern); Spur 3:

Kontrollreaktion ohne Template (H,0); Spur 6: interne Kontrolle. Zwei Banden weisen
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auf eine Mykoplasmeninfektion hin, eine Bande auf eine frei von Mykoplasmen

kultivierte Probe

Das Differenzierungsprotokoll wurde entwickelt, um wichtige Stadien der embryonalen
Herzentwicklung durch sequenzielle Modulation spezifischer Signalwege nachzubilden.
Die Differenzierung erfolgte in 2D-Kulturen mit RPMI 1640 GlutaMax™-| als
Basismedium, ergdnzt mit 10 ml B-27 Supplement. Um die Konsistenz zu
gewadhrleisten, wurde das Kulturmedium frisch zubereitet und innerhalb von zwei

Wochen verwendet.

Die Induktion mesodermaler Vorlauferzellen wurde durch Aktivierung des Wnt-
Signalwegs mit dem niedermolekularen Agonisten CHIR-99021 eingeleitet, einem
entscheidenden Schritt fir die mesodermale Entwicklung. Die Effizienz der
Differenzierung variierte zwischen den Experimenten. Es sei darauf hingewiesen, dass
andere Protokolle Wachstumsfaktoren wie BMP4, Activin A und bFGF nutzen, um den
Whnt-Signalweg zu beeinflussen (Mummery et al., 2012). Da Insulin die Differenzierung
in diesem frihen Stadium hemmt, wurde bis zum 7. Tag ein B-27-Supplement ohne

Insulin verwendet.

Die anschlieRende Hemmung des Wnt-Signalwegs mit IWR-1 war fir eine effiziente
kardiale Induktion unerlasslich. Ab dem 7. Tag wurde dem Medium erneut Insulin
zugesetzt, um die Entwicklung kardialer Vorldauferzellen zu unterstiitzen, da es die

Differenzierungseffizienz in diesem Stadium signifikant verbesserte.

Um den Prozess zu standardisieren und die resultierende Zellpopulation anzureichern,
wurden die Kulturen von den Tagen 9-11 und 15-17 (ber 72 Stunden einer
metabolischen Selektion mit ,Hungermedium®” (RPMI 1640™-1 ohne Glukose, erganzt
mit B-27 plus Insulin) unterzogen. Dies trug dazu bei, nicht-kardiomyozytadre Zellen zu
eliminieren. Alle differenzierten Zellen durchliefen zwei Runden dieser Selektion und

wurden erst ab Tag 18 flr Experimente verwendet.

Die erfolgreiche Differenzierung wurde routinemafRig durch PCR-Analysen der
kardialspezifischen Genexpression bestdtigt. Die Qualitatskontrolle nach der
Differenzierung umfasste eine lichtmikroskopische Auswertung und quantitative
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Durchflusszytometrie fur kardiales Troponin T (cTnT). Troponin T (cTnT) ist ein
herzspezifisches  Strukturprotein der kontraktilen Einheit (Sarkomer) in

Kardiomyozyten und ist Teil des Troponin-Komplexes.

4.6 Toxizitats- und Vitalitatsassays

Um die Toxizitdat von Nanopartikeln auf Zellen zu analysieren, haben wir die Integritat
und Vitalitat von Zellen nach Inkubation mit Nanopartikeln untersucht. Der DAPI-
Integritatsassay (Woo et al., 2021) zeigte, dass nach 24 Stunden Inkubation von Zellen
mit Nanopartikeln kein signifikanter Unterschied im DAPI MFI zwischen der positiven
Kontrolle (keine Behandlung der Zellen) und den mit Nanopartikeln inkubierten Zellen
(pEC = 0,0688, pCM = 0,6010, pHEK293T = 0,1289, pFibroblasts = 0,0822) festgestellt
wurde, was mit der DAPI-Aufnahme und somit der Integritat der Zellen korreliert. Dies

galt fur alle vier verschiedenen Zelltypen; fir ECs (MFluntreated 31,97;

MFINanoparticles = 35,99; MFIEtOH = 69,38), CMs (MFluntreated 33,21;
MFINanoparticles = 35,69; MFIEtOH = 67,54), HEK293T (MFluntreated = 19,43;
MFINanoparticles = 21,59; MFIEtOH = 44), Fibroblasts (MFluntreated = 15,55;
MFINanoparticles = 18,51; MFIEtOH = 26,90). Der DAPlI MFI zwischen der
unbehandelten Kontrolle und der negativen Kontrolle mit EtOH war fir alle Zelltypen

signifikant (p<0,0001).
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Aus humanen iPS-Zellen gewonnene Kardiomyozyten

Unbehandelt Nanopartikel

Abbildung 22: Konfokale Mikroskopie von hiPSC-CMs unter verschiedenen Bedingungen.
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DAPI-Aufnahmetest fur verschiedene Zelltypen
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Abbildung 23: DAPI-Aufnahmetest fliir verschiedene menschliche Zelltypen (Fibroblasten,

HEK293T, hiPSC-abgeleitete Kardiomyozyten, hiPSC-abgeleitete Endothelzellen).
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Um das Uberleben der Zellen nach der Inkubation mit Nanopartikeln und die Toxizitat
der Nanopartikel zu untersuchen, wurden diese Zellen durch BLI analysiert. Das
Photonemissionssignal korreliert mit der Anzahl der lebenden Zellen (Welsh and
Noguchi, 2012). Zellen ohne Stoffwechsel haben aufgrund der ATP-abhdngigen
Reaktion keine Luciferase-Enzymaktivitdt mehr und metabolisieren daher das Substrat
Luciferin nicht mehr. Fiir ECs (unbehandelt: 3,37x105 [p/s/cm2/sr]; Nanopartikel:
2,71x105 [p/s/cm2/sr]; EtOH: 1,05x105 [p/s/cm2/sr]), fiir CMs (unbehandelt: 2,27x106
[p/s/cm2/sr]; Nanopartikel: 1,5x105 [p/s/cm2/sr]; EtOH: 1,02x105 [p/s/cm2/sr]) fir
HEK293Ts (unbehandelt: 1,67x106 [p/s/cm2/sr]; Nanopartikel: 1,97x106 [p/s/cm2/sr];
EtOH: 1,43x105 [p/s/cm2/sr]), fiir Fibroblasts (unbehandelt: 6,22x106 [p/s/cm2/sr];
Nanopartikel: 7,24x106 [p/s/cm2/sr]; EtOH: 2,96x105 [p/s/cm2/sr]) gab es keine
Signifikanz zwischen der unbehandelten Kontrolle und den mit Nanopartikeln
inkubierten Zellen (p > 0,05); der Unterschied zwischen der Kontrolle und den mit

EtOH behandelten Zellen war fiir alle vier Zelltypen signifikant (p<0,0001).
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Kontrollgruppe Nanopartikel EtOH 15%

HEK293T Fibroblasten hiPSC-KMs

hiPSC-EZs

Abbildung 24: Biolumineszenzbildgebung im Toxizitétsassay verschiedener menschlicher
Zelltypen (Fibroblasten, HEK293T, hiPSC-abgeleitete Kardiomyozyten, hiPSC-abgeleitete

Endothelzellen) mit Kontrollzellen, Nanopartikeln und EtOH.
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Abbildung 25: Vergleich der Photonenemission im Toxizitédtsassay verschiedener
menschlicher Zelltypen (Fibroblasten, HEK293T, hiPSC-abgeleitete Kardiomyozyten,

hiPSC-abgeleitete Dendothelzellen).
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5. Diskussion

In dieser experimentellen Dissertation haben wir erfolgreich den bionischen ,Lotus-
Effekt” nachgebildet, um beschichtete GefdaBprothesen mit nanoskaliger Rauheit und
superhydrophoben Eigenschaften zu schaffen. Die Oberflache zeigte einen mittleren
Wasserkontaktwinkel von 154° + 3° und einen mittleren Wasserrollwinkel von 9° + 2°.
Die hier in der Arbeit erzeugten Oberflachen liegen im Bereich anspruchsvoller Cassie-
Baxter-Zustande und belegen eine ausgepragte Nichtbenetzbarkeit. Funktionell ging
diese  Oberflaichenphysik mit einer signifikant verminderten bakteriellen
Primaradhdsion und Kolonisation einher. Die Ergebnisse zeigten sich konsistent in CFU-
Assays (E. coli und S. aureus) und im Biolumineszenz-Imaging (BLI) mit luciferase-
positiven E. coli, mit einer signifikanten Reduktion der Besiedelung zum spatesten
Messzeitpunkt, ebenfalls unter mechanischer Beanspruchung und in einer kiinstlichen

Zirkulation mit heparinisiertem menschlichem Blut.

Die schitzenden Effekte der superhydrophoben Beschichtung waren in
Biolumineszenz-Imaging-Experimenten mit luciferase-positivem E. coli ersichtlich. Die
beschichteten GefdaBprothesen zeigten eine erhebliche Reduktion der bakteriellen
Besiedlung zu allen Zeitpunkten, wobei eine Reduktion von 97% am letzten Zeitpunkt
erreicht wurde. Dies unterstreicht das Potenzial von superhydrophoben
Beschichtungen, die bakterielle Besiedlung von implantierbaren medizinischen

Prothesen zu verhindern.

In Anlehnung an den natlrlichen Lotus-Effekt, die Kombination aus nanoskaliger
Rauheit und niedriger Oberflaichenenergie, die zu ausgepragter Nichtbenetzbarkeit
und damit zu Selbstreinigung fihrt, stellen superhydrophobe Beschichtungen eine
aussichtsreiche Oberflachenmodifikation fiir implantierbare Medizinprodukte dar, da
sie die Primdradhdsion mikrobieller Keime verringern und die Ablésung anhaftender
Partikel beglinstigen. Synthetische superhydrophobe Oberflichen werden gezielt
hergestellt, um die glinstigen Grenzflaicheneigenschaften solcher Materialien
auszunutzen. Durch passende Oberflaichenchemie und -morphologie bleibt Luft an der

Material-Wasser-Grenze eingeschlossen. Die hierfiir verwendeten Werkstoffe besitzen
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von Natur aus eine sehr niedrige Oberflaichenenergie, typisch fir nichtpolare
Chemiegruppen wie Kohlenwasserstoffe bzw. Fluorcarbone und dicht gepackte, stabile
Atomstrukturen. Dadurch erreichen sie bereits ohne zusatzliche Aufrauhung hohe
statische Kontaktwinkel (bis etwa 120°) (Falde et al. 2016). Die von uns erzeugten
Nanopartikel haben polare OH-Gruppen, somit konnten die superhydrophoben Effekte

durch Substitution dieser durch unpolare Seitengruppen verstarkt werden.

Zur Erzeugung  ausgepragter  Superhydrophobie  wird diese niedrige
Oberflachenenergie mit Mikro-/Nanotopographie kombiniert. Das gelingt entweder
,bottom-up“, indem ein bereits raues Substrat mit einem niedrig-energetischen Film
beschichtet wird (z.B. durch chemische Abscheidung, Kolloid-Assemblies, Layer-by-
Layer-Aufbau, Electrospraying oder Electrospinning), oder ,top-down”, indem die
Rauheit direkt in das Material eingebracht wird (z. B. mittels Lithographie). Bei der
chemischen Abscheidung etwa wird eine vorhandene Rauheit funktional Gberzogen
und so Superhydrophobie erzeugt (Ma M et al. 2005, Shin et al. 2016). Abgesehen von
der Reduktion bakterieller Kontamination kdénnten diese Beschichtungen auch die
hdamodynamischen Stromungsprofile verbessern und die Himokompatibilitdt erhéhen,

wodurch das Risiko der Bildung von Thromben verringert wird.

Im Kontext der Implantation von Prothesenmaterial ist die Verhinderung bakterieller
Kontamination entscheidend, um Infektionen zu vermeiden, die schwerwiegend und
potenziell todlich sein konnen. Trotz verschiedener Ansadtze zur strukturellen
Modifikation von Prothesenmaterialien bleibt die bakterielle Infektion eine grofRe
Herausforderung. Die nanoskalige Rauheit und superhydrophoben Eigenschaften
unseres beschichteten Prothesenmaterials reduzierten signifikant das bakterielle
Wachstum. Diese Reduktion der bakteriellen Besiedlung ist auf den begrenzten

Kontakt zwischen der Materialoberflache und Kérperflissigkeiten zurtickzufihren.

Zwei Hauptansatze existieren fir die Entwicklung superhydrophober Oberflachen: die
Erzeugung von Nanostrukturen auf hydrophoben Substraten oder die chemische
Modifikation von Oberflachen. In unserer Studie beschichteten wir GefdaRprothesen

mit SiO2-Nanopartikeln, um superhydrophobe Eigenschaften zu erzielen. Diese nicht-
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kovalente Beschichtung, angetrieben von Van-der-Waals-Kraften, flihrte zu
nanoskaliger Rauheit. Unsere Schutzeffekte gegen bakterielle Besiedlung wurden
durch verschiedene Experimente, einschlieBlich CFU-Analyse und BLI-Imaging,

bestatigt.

In biomedizinischen Anwendungen ist der benetzte Zustand einer Oberflache in aller
Regel nur metastabil. Sein Fortbestand hangt empfindlich von Werkstoff, Mikro-
/Nanotopographie, dem initialen Benetzungszustand sowie von geldsten Bestandteilen
und Tensiden in der Flissigkeit ab. Bereits moderate duRere Anregungen oder
Anderungen der Oberflichenenergie z. B. durch Zugabe eines Tensids kdénnen die
eingeschlossene Luftschicht verdrdangen und in einen vollstindig benetzten Zustand
Uberfiihren. Das ist besonders relevant, weil biologische Medien typischerweise Salze,
Proteine/Tenside (z. B. Serumalbumin) und mechanische Beanspruchungen durch Zug-
und Druckkrafte enthalten. Diese Metastabilitdt kann je nach Zielsetzung niitzlich sein

oder hinderlich (ungewollter Kollaps der Luftpolster).

Ein zentrales Entwicklungsziel ist die Verhinderung von Proteinadsorption. Generell
zeigen superhydrophobe Oberflachen mit groRen scheinbaren Kontaktwinkeln und
geringer Hysterese Uiber langere Zeitraume eine geringere Proteinauflagerung als
Oberflachen mit kleineren Winkeln. Mehrere Arbeiten belegen zudem eine selektive
Proteinadsorption, die bereits allein durch die lokale Krimmung von Mikro-
/Nanostrukturen beeinflusst wird. Ein Hinweis darauf, dass nahezu jedes Basismaterial
durch geeignete Topographie Selbstreinigungseigenschaften erhalten kann (Ruhoff et
al. 2022, Gerasimovich et al. 2025). Kritisch ist jedoch, dass so bald eine urspriinglich
luftgepolsterte, raue Oberfldche vollstandig benetzt (Wenzel-Zustand), vergroRert sich
die hohe reale Kontaktfliche die Gesamtadsorption im Vergleich zu einer glatten
Referenz deutlich. Vielversprechend sind deshalb selbstreinigende Systeme, die ihre
Oberflachenzustande aktiv auffrischen z.B. durch periodische Scherung, reversible
Benetzungsumschaltung oder erneutes einfangen von Luftpolstern, um die
antiadhasive Wirkung dauerhaft zu stabilisieren (Lett et al. 2011, Barthlott et al. 2010,
Ceccio 2010, Gandyra et al. 2020).
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Wahrend unsere beschichteten Prothesen eine bemerkenswerte Schutzwirkung gegen
bakterielle Besiedlung zeigten, gibt es Herausforderungen die zu bewiltigen sind. Die
nicht-kovalente Natur der superhydrophoben Beschichtung kénnte dazu fiihren, dass
diese mit der Zeit an Wirksamkeit verliert. Unsere Experimente zeigten, dass 30
Minuten Zirkulation immer noch eine signifikante Reduktion der bakteriellen
Besiedlung ermoglichten. Bei langerer Dauer nahm die Besiedlung jedoch zu, was auf
eine potenzielle Begrenzung hinweist. Zukiinftige Untersuchungen sollten Techniken
erforschen, um dauerhafte superhydrophobe Eigenschaften fiir implantierbare
Materialien zu erreichen. Allerdings konnte der zeitlich begrenzte Effekt in dem
Zusammenhang mit den GefaBprothesen vorteilhaft sein, da nach der initialen Phase
der Implantation das groBte Risiko der Kontamination besteht (Costa et al. 2023).
Durch die Keimabweisenden Eigenschaften der Beschichtung koénnte in dieser
kritischen Phase eine Besiedlung verhindert werden. Im weiteren Verlauf kann es dann
zur biologischen Innenauskleidung auf der luminalen Oberfliche der Prothese
kommen. Funktionell ist, dass der Versuch des Korpers eine zunachst fremde und
haufig thrombogene Oberflache (z.B. ePTFE, Dacron) in eine gefaRahnliche, zell- und
matrixbasierte Schicht zu tGberfihren. Der entscheidende Vorteil liegt darin, dass eine
gut ausgebildete Neo-Intima, die idealerweise mit Endothelzellen bedeckt ist, die
Prothese hamodynamisch und biologisch verbessert. Eine endothelisierte Oberflache
wirkt antithrombotisch und reduziert die Thrombozytenadhasion. Durch Reduktion der
Gerinnungsaktivierung wird insbesondere das Risiko von Frihthrombosen und
mikrothrombotischen Ablagerungen an der Protheseninnenwand drastisch gesenkt
(Tomizawa et al. 2005). Gleichzeitig tragt die Neo-Intima dazu bei, die anhaltende
Fremdkorper- und Entziindungsreaktion zu begrenzen. Wenn sich die luminale
Oberflache durch Zellen und extrazellulaire Matrix stabilisiert, nimmt die direkte
Interaktion von Blutbestandteilen mit dem synthetischen Material ab, dass kann
chronische Entziindung, Gberschielende Proteinadsorption und proinflammatorische

Aktivierungsschleifen reduzieren und somit die Biokompatibilitdt verbessern.

Ein weiterer Nutzen ist die bessere funktionelle Integration in das GefdlRsystem,
insbesondere an den Anastomosen. Eine reife, organisierte Neo-Intima kann den

Ubergang zwischen nativer GefiBwand und Prothese biologisch abdichten,
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StromungsunregelmaRigkeiten abmildern und die Wandreaktion stabilisieren. In einem
optimalen Szenario Ubernimmt das Endothel zudem regulatorische Funktionen z.B.
Uber NO/Prostazyklin Sekretion und wirkt damit als aktive, vasoprotektive Oberflache.
Durch diese Endothelfunktion konnen die Entziindungen, Thrombosen und der
GefaRRtonus moduliert werden. Indirekt kann dies die Langzeit-Offenheitsrate (Patency)
unterstiitzen, weil eine biologisch angepasste Innenoberfliche weniger anfallig fir
wiederholte =~ Thrombenauflagerungen,  progrediente  Lumeneinengung  und
proinflammatorische Umbauvorgange ist. Auch im Kontext von Infektionen wird
diskutiert, dass eine gut integrierte, teils vaskularisierte Gewebestruktur an der

Prothese die lokale Abwehr und Gewebeversorgung verbessern kann.

Wichtig ist die Balance zwischen Neo-Intima und Uberschiefender Hyperplasie. Neo-
Intima-Bildung ist dann vorteilhaft, wenn sie geordnet und funktionell moglichst mit
Endothelzellen bekleidet erfolgt. Wenn der Umbau dagegen in eine liberschiefende
Intimahyperplasie Gbergeht, kann sie selbst zur zentralen Ursache von Stenosen und
spateren Okklusionen werden. Klassischerweise tritt das an Anastomosen oder bei
kleinlumigen Anwendungen wie Shunts auf. Die Neo-Intima ist im Idealfall eine
biologische Verbesserung der Prothese, solange die Gewebereaktion kontrolliert bleibt

und nicht in pathologisches Remodeling tbergeht.

Hinsichtlich der Toxizitdt zeigen unsere in-vitro erhobenen Daten ein konsistentes
Sicherheitsprofil der eingesetzten Nanopartikel {iber mehrere humanrelevante
Zellmodelle hinweg. In den durchgefihrten Viabilitats- und Integritdatsanalysen
ergaben sich keine Hinweise auf zellschadigende Effekte: Weder die membranare
Integritat noch die metabolische Aktivitat, die Lebensfiahigkeit oder das Uberleben der
untersuchten Zellen wurden durch die Nanopartikel nachteilig beeinflusst.
Bemerkenswert ist dabei, dass dieser Befund zelltypenilibergreifend auftrat und somit
nicht auf ein einzelnes, besonders robustes Zellmodell beschrankt blieb. Dadurch wird
die Aussagekraft der Ergebnisse gestarkt, da unterschiedliche Zelltypen
unterschiedliche Empfindlichkeiten gegeniiber physikalischen und chemischen Stimuli
aufweisen und Nanopartikel je nach Zelltyp variierende Interaktionsmuster zeigen

kdonnen.
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Aus diesen Beobachtungen lasst sich ableiten, dass die entwickelte
nanotechnologische Beschichtung, zumindest unter den hier untersuchten
experimentellen Bedingungen, biologisch gut vertraglich ist und ein relevantes
Potenzial fir den Einsatz in der Medizintechnik besitzt. Insbesondere in
Anwendungsfeldern, in denen implantierbare Materialien dauerhaft oder (ber lange
Zeitrdume mit Gewebe und Korperfliissigkeiten in Kontakt stehen, ist eine verlassliche
zellulare Vertraglichkeit eine wesentliche Voraussetzung fiir eine spatere Translation.
Vor diesem Hintergrund erscheint die Beschichtung als prinzipiell sichere und
praktikable Option fir unterschiedliche Implantatklassen, bei denen sowohl
Biokompatibilitat als auch funktionelle Oberflacheneigenschaften eine zentrale Rolle
spielen. Dazu zahlen beispielsweise Herzschrittmachersonden, bei denen
Materialkontakt und mogliche lokale Gewebereaktionen klinisch relevant sind,
Herzklappenprothesen, die durch den direkten Kontakt mit Blut besonders hohe
Anforderungen an Oberflachensicherheit und Materialstabilitdt stellen, sowie
orthopadische Endoprothesen, bei denen Langzeitstabilitit und eine geringe

entzliindliche Reaktivitdt entscheidend sind.

Insgesamt  unterstlitzen die Ergebnisse somit die Annahme, dass die
Nanopartikelbeschichtung nicht nur eine funktionelle, sondern auch eine
sicherheitsrelevante  Grundlage fir die Weiterentwicklung implantierbarer
Medizinprodukte darstellen kann. Gleichzeitig bilden diese Daten einen wichtigen
Ausgangspunkt fir weiterfihrende Untersuchungen, um die Vertraglichkeit unter
komplexeren Bedingungen, etwa unter dynamischer Belastung, in Ko-Kultursystemen
oder in vivo, zu bestatigen und die Sicherheit fiir eine spatere klinische Anwendung

umfassend abzusichern.

Zusammenfassend stellt unsere Studie eine nanotechnologische Beschichtung mit
superhydrophoben Eigenschaften als vielversprechende Strategie vor, um die
bakterielle Besiedlung von GefaRprothesen zu reduzieren. Die schiitzenden Effekte in
Verbindung mit minimaler Toxizitdt machen diese Beschichtung zu einem potenziellen
Kandidaten zur Verbesserung der Sicherheit und Wirksamkeit implantierbarer

medizinischer Gerdte. Weitere Forschung sollte sich darauf konzentrieren, die
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Haltbarkeit von superhydrophoben Beschichtungen zu optimieren und deren

Anwendbarkeit auf verschiedene medizinische Implantate zu untersuchen.

5.1 Limitationen dieser Dissertation

Limitationen dieser Dissertation ergeben sich vor allem aus dem gewahlten
experimentellen Schwerpunkt und dem damit verbundenen Ubertragbarkeitsgrad der
Ergebnisse. Ein wichtiger Punkt ist, dass die Arbeit Gberwiegend auf in-vitro Analysen
basiert. Damit ist die Aussagekraft hinsichtlich der klinischen Ubertragbarkeit begrenzt,
da relevante EinflussgroRen wie  Schubspannung, pulsatile  Belastung,
Fremdkorperreaktion und Langzeitdegradation in statischen oder vereinfachten

Kultursystemen nicht vollstandig erfasst werden.

Vor diesem Hintergrund waére es fiir zukiinftige Arbeiten wichtig, die gewonnenen
Erkenntnisse durch zusatzliche longitudinale Implantationsexperimente zu erganzen.
Dariber hinaus stellen die bisherigen Untersuchungen zur Toxizitdt und Zellintegritat
der SiO,-Nanopartikel zwar einen wichtigen ersten Schritt dar, sind jedoch als
Voruntersuchungen zu verstehen. Fiir eine fundierte Bewertung der Sicherheit sind
weiterfihrende Biokompatibilitatsanalysen unerldsslich. Dazu zahlen neben
erweiterten Zytotoxizitatsassays insbesondere Untersuchungen zu genotoxischen
Effekten, proinflammatorischer Aktivierung, Zellfunktionsanalysen (z.B. Proliferation,

Migration, Differenzierung) und Tests zur Himokompatibilitét.

5.2 Ausblick

Die vorliegende Dissertation liefert wichtige experimentelle Grundlagen zur
Entwicklung superhydrophober, nanobeschichteter GefaBprothesen mit deutlich
reduzierter bakterieller Kolonisation. Aufbauend auf diesen Ergebnissen ergeben sich
mehrere vielversprechende Perspektiven fiir zuklinftige Forschung, die sowohl die
wissenschaftliche Vertiefung als auch die klinische Translation betreffen. Ein
entscheidender nichster Schritt besteht in der Uberfiihrung der bislang iberwiegend

in-vitro gewonnenen Erkenntnisse in geeignete in-vivo Modelle. Nur durch
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longitudinale Implantationsstudien lassen sich komplexe biologische Prozesse wie
Fremdkorperreaktion, Immunantwort, Neo-Intima-Bildung, Gewebeintegration sowie
mogliche Langzeitverdnderungen der superhydrophoben Oberfliche unter
physiologischen hamodynamischen Bedingungen valide beurteilen. Insbesondere die
Stabilitdit der Nanobeschichtung unter pulsatilem Blutfluss und mechanischer

Dauerbelastung stellt hierbei einen entscheidenden Aspekt dar.

Darliber hinaus sollte die Biokompatibilitat der SiO,-Nanopartikel in erweiterten
Untersuchungen analysiert werden. Wahrend erste Toxizitdts- und Viabilitatsanalysen
keine zellschadigenden Effekte zeigten, sind umfassendere Sicherheitsbewertungen
erforderlich, um potenzielle Langzeiteffekte, subzelluldre Verdanderungen,
inflammatorische Signalwege sowie mogliche genotoxische oder oxidative
Stressreaktionen  auszuschlieBen.  Erganzend wdren  Untersuchungen  zur
Hamokompatibilitdt von besonderer Relevanz, da Interaktionen mit Thrombozyten,
dem Komplementsystem und der plasmatischen Gerinnung fiir den klinischen Einsatz
von GefdalBprothesen essenziell sind. Auch die Frage einer moglichen Freisetzung oder
Degradation von Nanopartikeln im Langzeitverlauf sollte systematisch adressiert

werden.

Ein weiterer wichtiger Forschungsschwerpunkt liegt in der Optimierung der
Oberflachenarchitektur. Zukiinftige Arbeiten kénnten untersuchen, inwiefern sich die
superhydrophobe Nanostruktur gezielt mit biofunktionellen Beschichtungen
kombinieren  lasst, beispielsweise  zur  Forderung einer  kontrollierten
Endothelialisierung bei gleichzeitiger Hemmung bakterieller Adhdrenz. Eine solche
duale Funktionalitdt konnte dazu beitragen, sowohl das Infektionsrisiko als auch
thrombotische Komplikationen weiter zu reduzieren und die Langzeit-Offenheit von
GefiRprothesen zu verbessern. Ebenso erscheint die Ubertragbarkeit des
Beschichtungskonzepts auf unterschiedliche Prothesenmaterialien und

GefaBdurchmesser als relevantes Entwicklungsziel.

SchlieBlich eroffnet der in dieser Arbeit verfolgte bionische Ansatz unter Nutzung des
Lotus-Effekts auch Anwendungsmoglichkeiten Giber die Gefalchirurgie hinaus. Denkbar
sind Einsdtze bei anderen implantierbaren Medizinprodukten, bei denen bakterielle

Besiedlung eine zentrale Rolle spielt, etwa bei Herzklappen, Kathetern,
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Schrittmachersonden oder orthopadischen Implantaten. Insgesamt bietet die
Dissertation somit eine solide Grundlage fiir weiterfiihrende préaklinische und
translationale Studien, mit dem langfristigen Ziel, innovative, infektionsresistente

Biomaterialien far den klinischen Einsatz Zu etablieren.
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6. Zusammenfassung

Prothetische Materialien stellen eine Quelle bakterieller Infektionen dar und sind mit
einer erheblichen Morbiditat und Mortalitat verbunden. Unter Nutzung des bionischen
,Lotus-Effekts”  wurden durch eine Nanobeschichtung superhydrophobe
GefalBprothesen hergestellt und deren Resistenz gegeniiber bakterieller Kolonisation
untersucht. Die mittels Siliziumdioxid-Nanopartikeln  (SiO,) beschichteten
GefalRprothesen wiesen eine nanoskalige Oberflachenrauhigkeit mit
superhydrophoben Eigenschaften auf. Beschichtete- und unbehandelte Prothesen
wurden mit unterschiedlichen bakteriellen Losungen, einschliellich heparinisiertem
Blut, unter mechanischer Belastung sowie wahrend einer kiinstlichen Perfusion
inkubiert und anschlieBend analysiert. Zudem wurden Untersuchungen zur

Bioviabilitdat und Toxizitat der SiO,-Nanopartikel durchgefiihrt.

Die Durchmesser der SiO,-Nanopartikel lagen zwischen 20 und 180 nm. Beschichtete
Prothesen zeigten einen Wasserkontaktwinkel von tGber 150° (Mittelwert 154 + 3°)
sowie einen mittleren Wasserabrollwinkel von 9° * 2°, was die Kriterien der
Superhydrophobizitat erfiillt. Toxizitdts- und Viabilitdtsexperimente ergaben keine
toxischen Effekte der SiO,-Nanopartikel auf aus humanen induzierten pluripotenten
Stammzellen abgeleitete Kardiomyozyten, Endothelzellen, Fibroblasten und HEK239T-
Zellen. Nach kiinstlicher Perfusion mit einer bakteriellen Losung (Luciferase-positive
Escherichia coli) zeigten biolumineszenzbasierte Bildgebungsanalysen eine signifikante
Reduktion der bakteriellen Kolonisation bei superhydrophob beschichteten Prothesen
im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen. Bei der finalen Messung (t = 60 min) wurde
eine Reduktion der bakteriellen Kolonisation um 97 % bei den superhydrophob

beschichteten GefalRprothesen beobachtet.

Superhydrophobe GefdBprothesen flihrten zu einer drastischen Reduktion des
bakteriellen Wachstums. Wahrend der kiinstlichen Perfusion konnten die schiitzenden
superhydrophoben Effekte der GefaBprothesen mithilfe der Biolumineszenzbildgebung

eindeutig bestatigt werden.
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6.2 Summary

Prosthetic materials are a source of bacterial infections, with significant morbidity and
mortality. Utilizing the bionic "Lotus effect," we generated superhydrophobic vascular
prostheses by nanocoating and investigated their resistance to bacterial colonization.
Nanoparticles were generated from silicon dioxide (SiO;) and coated vascular
prostheses developed a nanoscale roughness with superhydrophobic characteristics.
Coated grafts and untreated controls were incubated with different bacterial solutions
including heparinized blood under mechanical stress and during artificial perfusion and
were analyzed. Bioviability- and toxicity analyses of SiO2 nanoparticles were
performed. Diameters of SiO; nanoparticles ranged between 20 and 180 nm. Coated
prostheses showed a water contact angle of > 150° (mean 154 + 3°) and a mean water
roll-off angle of 9° + 2°. Toxicity and viability experiments demonstrated no toxic
effects of SiO; nanoparticles on human induced pluripotent stem cell-derived
cardiomyocytes endothelial cells, fibroblasts, and HEK239T cells. After artificial
perfusion with a bacterial solution (Luciferase* Escherichia coli), bioluminescence
imaging measurements showed a significant reduction of bacterial colonization of
superhydrophobic material-coated prostheses compared to that of untreated controls.
At the final measurement (t = 60 min), a 97% reduction of bacterial colonization was
observed with superhydrophobic material-coated prostheses. Superhydrophobic
vascular prostheses tremendously reduced bacterial growth. During artificial perfusion,
the protective superhydrophobic effects of the vascular grafts could be confirmed

using bioluminescence imaging.
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