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1 Arbeitshypothese und Fragestellung

Patienten mit fortgeschrittenem Pankreaskopfkarzinom haben eine geringe Lebens-
erwartung. Haufig leiden die betroffenen Patienten aufgrund der Tumorausweitung
an einer Stenosierung der extrahepatischen Gallenwege mit Cholestase. Der hieraus
resultierende Juckreiz sowie die Gefahr einer sekundéren Cholangitis fihrte dazu in
der Palliativmedizin als Methode der ersten Wahl das endoskopische Stenting des
Gallengangs mit einer Kunststoffprothese, die den Galleabfluld gewéahrt, zu etablieren.

Problematisch stellt sich in der Praxis nach etwa drei bis sechs Monaten das Ver-
stopfen der Gallengangendoprothese durch Sludge dar. Diverse Anséatze wie das
Beschichten der Kunststoffstents durch Antibiotika oder Konstruktionsveranderungen
boten keine L&sung flr das dargestellte Problem. Aufgrund der zwanzigfach erhoh-
ten Materialkosten kommen Metallstents im klinischen Alltag nur dul®erst selten zum
Einsatz. Vor diesem Hintergrund besteht der Bedarf nach einer kostengiinstigen
Kunststoffprothese mit reduzierter Okklusionsneigung.

In einer Voruntersuchung wurde bereits der Beweis geliefert, dass ein In-vitro-Ver-
suchsaufbau zur Untersuchung modifizierter Teflonstents mit hydrophobierten und
anorganisch-organischen Beschichtungsmaterialien kostengiinstig, sowohl materiell
als auch personell, umsetzbar ist. Es konnte insbesondere dargelegt werden, dass
Kunststoffstents mit einer hydrophobierten Sol-Gel-Beschichtung weniger Adhésion
von Bakterien im Vergleich zu unbeschichteten Teflonprothesen aufweisen.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Beschichtungs- und Auswertungsverfahren
modifiziert und die Anzahl der zu untersuchenden Proben vergroliert sowie um Poly-
ethylenprothesen erweitert.

Arbeitshypothese:

Gallengangendoprothesen aus Teflon und Polyethylen werden durch gezielte Aus-
wahl geeigneter Ausgangssubstanzen physikalischer und chemischer Eigenschaften
der Oberflache so positiv beeinflusst, dass es im Vergleich zu herkémmlichen bilidren
Drainagen zu einer geringeren Anhaftung von Sludge am implantierten Gallengang-
stent kommt.

Hieraus ergibt sich folgende Fragestellung:

Bietet die qualitative und semi-quantitative In-vitro-Untersuchung nanotechnologisch
erzeugter Polyurethanbeschichtungen mit und ohne Nanopartikel fir Kunststoffstents
eine Alternative zur herkbmmlichen Gallengangdrainage?
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2 Einleitung
2.1 Epidemiologie, Atiologie und Risikofaktoren

Das Pankreaskarzinom ist eine maligne Erkrankung der Bauchspeicheldrise. Zu
90% handelt es sich dabei um ein duktales Adenokarzinom der kleinen Pankreas-
gange. In Deutschland erkranken ungefahr 10.000 Patienten pro Jahr. Die Inzidenz
betragt 12 Falle pro 100.000 Einwohner in Westeuropa. 30.000 Menschen sterben
pro Jahrin den USA an dieser Erkrankung. Es stellt die vierthaufigste Todesursache
aufgrund eines bésartigen Tumors beim Mann und die fiinfthdufigste bei der Frau dar.
Das Risiko Manner/Frauen betragt 2:1 mit einem Haufigkeitsgipfel zwischen dem 6.
und 8. Lebensjahrzehnt. Aus epidemischen Studien ist bekannt, dass Pankreaskar-
zinome im Zunehmen begriffen sind. Die Atiologie ist unbekannt. Bei einem kleinen
Anteil der Patienten liegt ein familidres Pankreaskarzinom vor.

Dem Tabakkonsum und der Exposition gegentber aromatischen Aminen kommt un-
ter den exogenen Einflissen die starkste Bedeutung zu (relatives Risiko 2-3) (Falk
et al. 1990, Howe et al. 1991, Doll et al. 1994, Van Rees et al. 1999). Als weitere
Risikofaktoren werden chronische Pankreatitiden (relatives Risiko 15) und Alkohol-
konsum angeschuldigt (Lowenfels et al. 1993, Silverman et al.1995). Darlber hin-
aus gehen die autosomal-dominat vererbten hereditdren Pankreatitiden mit einem
erhéhten Risiko einher.

Das Pankreaskarzinom ist mit ca. 75% im Caput lokalisiert, 15% im Corpus und 10%
im Caudabereich. Die papillennahen Tumoren weisen haufig einen schmerzlosen
Ikterus auf. Insgesamt (berwiegen jedoch uncharakteristische Symptome wie Ober-
bauchbeschwerden, Gewichtsverslust, Rickenschmerzen (Hollerbach et al. 2001).

Auf Grund seiner schweren Erkennbarkeit im Friihstadium sowie seiner Resistenz
gegenuber Medikamenten und Bestrahlung, hat das Pankreaskarzinom mit unter 5%
eine niedrige 5-Jahres-Uberlebensrate. Die einzige heilende Therapiemdglichkeit ist
die Operation, die jedoch nur bei kleinen Tumoren ohne Hinweis auf Metastasen Er-
folg verspricht. Circa 52% der Patienten weisen zum Zeitpunkt der Diagnose bereits
einen fortgeschrittenen Tumor und Fernmetastasen auf. Hieraus resultierend lasst
sich die chirurgische Resektion in kurativer Absicht nur bei 15 bis 20% der Patienten
durchfihren (Johnstone et al. 1993, Niederhuber et al. 1995, Ridwelski et al. 2001,
Schmidt et al. 2004, Winter et al. 2006).

Insbesondere bei Patienten mit einem Lebensalter von gréfer 60 Jahren mit neu
aufgetretenen Riickenbeschwerden oder Diabetes mellitus, sollte ein malignes Ge-
schehen mit in Betracht gezogen werden (Landis et al. 1998).
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Die geringe Vorhersagekraft der Computertomographie sowie der Magnetreso-
nanztomographie bezlglich der Resektabilitat haben den Einsatz peripankreatisch
einsetzbarer bildgebender Verfahren wie Endosonographie und laparoskopische
Sonographie geférdert. Durch diese Untersuchungstechniken lassen sich sowohl
die Sensitivitat als auch die Spezifitat auf Gber 80% erhdhen. Jedoch gilt, dass die
Sensitivitat beider diagnostischer Verfahren hinsichtlich einer tatsdchlichen histo-
logisch verifizierten Gefaliinfiltration bei unter 67% liegt (Résch 1995, Calett et al.
1996, Gress et al. 1999, Bissing et al. 2002). Die erhdhte Sensitivitat der endo- bzw.
laparoskopisch sonographischen Verfahren erméglicht die Diagnostik auch kleine-
rer Tumoren, somit friiherer Tumorstadien, sowie die Beurteilung des regionalen
Lymphknotenstatus. Die Spezifitat kann durch die Feinnadelbiopsie noch gesteigert
werden (Giovannini et al. 1995). Dennoch ist bei Nachweis von Fernmetastasen so-
wie langstreckiger Gefaliinfiltration des Portalvenensystems, der Arteria mesenterica
superior und der der Arteria hepatica eine kurative Resektion unmdglich.

Hinsichtlich der niedrigen 5-Jahres-Uberlebensrate kann die Aussage getroffen wer-
den, dass sich nach kurativer chirurgischer Resektion des Tumors die Gesamtiiberle-
bensrate aller Pankreaskarzinome zwar um 20% erhéht, dennoch werden gegenwar-
tig trotz Wissenszugewinn tber die Molekularbiologie prognostisch unbefriedigende
Ergebnisse prasentiert.

Im Sinne des palliativen Ansatzes steht neben der Schmerztherapie durch Medika-
mente die Entlastung des Gallengangsystems im Vordergrund. Das Verfahren der
ersten Wahl bei tumorbedingten lkterus stellt die bereits im Jahr 1979 eingefiihrte
Implantation einer bilidren Pigtail-Endoprothese nach Soehendra dar (Soehendra et
al. 1980, Soehendra et al. 1992).

Abb. 1: Tumordse Papilla Vateri mit liegender Abb. 2: Doppel-Pigtail-Prothese im
Figtail-Prothese. Gallengang; Perforation des proximalen
Endes ins Duadenum,
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Anstelle der bogenférmigen Kunststoffdrainage wird seit 1990 in der Klinik und Poli-
klinik fur Interdisziplindre Endoskopie am Universitatskrankenhaus Hamburg-Eppen-
dorf zur transpapilldren Galleableitung lUberwiegend der sogenannte Tannenbaum-
Stent aus Teflon verwendet. Damit die gerade geformte Prothese in Position gehalten
wird, werden proximal vier und distal zwei kleine Ohrchen in die Wand geschnitten
— wodurch sich auch die Namensgebung ableitet.

Abb. 3: Tannenbaum-Stent.

Teflon hat sich im klinischen Alltag bewahrt. Gegeniber anderen Materialien, wie
Polyurethan und Polyethylen, weist es einen niedrigeren Reibungskoeffizienten auf
(Van Berkel et al. 2000). Daher sollte sich Sludge leichter von Teflon als von anderen
Materialien ablésen.

Alternativ hat sich der bilidre Metallstent, erhaltlich als selbstexpandierender Walls-
tent® oder ballonexpandierender Streckerstent®, im Klinikalltag nicht durchgesetzt.
Mit einem Prothesendurchmesser von 1cm ist die Stenteinlage technisch nicht
schwierig. Limitierend fiir den Einsatz dieser Gallengangendoprothese stellen sich
jedoch die zu hohen Kosten mit circa 1000€ dar (Yeole et al. 1999). Obgleich die
Okklusionsrate von 33% im Vergleich zu Teflonstents mit 54% deutlich niedriger
ausféllt, kann aufgrund von Tumorein- und Uberwuchs keine signifikant langere Uber-
lebensdauer erzielt werden. Diese Komplikation muss individuell abgestimmt the-
rapiert werden. Entweder durch das Einlegen einer Kunststoffprothese oder eines
zweiten Metallstents durch den verstopften initial eingelegten Metallstent hindurch.
Eine weitere Mdglichkeit bietet das thermische Verfahren. Die weiterentwickelten be-
schichteten Metallstents erméglichen durch eine Silikon- oder Polyurethanoberflache
eine langere Drainagezeit (Silvis et al. 1994, Kawase et al. 1995).
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Abb. 4: Metallstent.

Fir eine dauerhafte Prothesenfunktion wird ein Kaliber von 10 French (1 French=1/3
mm) benétigt. Das Ergebnis der Speer-Studie ergab fir 10 French eine Liegedauer
von 32 Wochen, 8 French hingegen lediglich 12 Wochen.

Speer empfiehlt aufgrund von Malignitatsgefahr Stents von mindestens 10 French
Durchmesser fiir die endoskopische Behandlung bei Gallengangsobstruktion zu ver-
wenden (Speer et al. 1988). Bei der Einlage noch grélierer Gallengangendoprothe-
sen konnte jedoch weder eine Verbesserung der Drainage noch eine Verlangerung
der Liegedauer nachgewiesen werden (Matsuda et al. 1999). Nach Einlegen des
Ductus hepatuscoledochus (DHC) -Stent mittels endoskopisch retrograder Chol-
angio-und Pankreatikographie (ERCP), ist zum einen mit einer Normalisierung der
extrahepatischen Cholestase zu rechnen und zum anderen auch ein Riickgang der
Cholangitisgefahr zu verzeichnen.

2.2 Clogging - die Problematik der Gallengangendoprothese

Das als Clogging bezeichnete Verstopfen der endoskopischen Gallengangdrainage
stellt ein bis zum heutigen Tage ungeldstes Problem dar. Nach nur wenigen Mona-
ten Liegedauer wird der Abfluss der Galle durch Ablagerung von Sludge behindert
(Provansai-Cheylan et al. 1989, Smits et al. 1997, Van Berkel et al. 1998, Van Berkel
et al. 2000, Van Berkel et al. 2005).

Der Gallengries, im Englischen als Sludge bezeichnet, ist eine kérnige Entmischung
der Gallenflissigkeit, die kleinste Gallensteinchen (ca. 0,5-1 mm) enthalt. Das z&he,
gelb-orangefarbene bis schwarzbraune Material besteht Uberwiegend aus Biliru-
binat, Palmitat, Albumin, Glycoproteinen, Mukopolysachariden, Calciumcarbonat
und — Fettsduren sowie Nahrungsresten (Farnbacher et al. 2005) und wird auch als
Mikrolithiasis bezeichnet (Frey 2001). Smit beschrieb, dass sich bei einer geringen
Sludgemenge ein im Verhéaltnis hoherer Proteinanteil und ein niedriger Pflanzenfa-
seranteil nachweisen |aRt. (Smit et al. 1989).
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Nach Einlage des Stents férdern Fibrin, Kollagen, Immunglobuline und Proteine die
Anhaftung von Bakterien. Durch bakteriell entstandene Glykoproteine bildet sich
auf der Prothesenoberflache ein sogenannter Biofilm. Der in der physiologischen
Flora vorkommende Escherichia coli Keim produziert das Enzym B-Glucuronidase,
welches in der Lage ist Bilirubin zu dekonjugieren und es als Salz auszufallen.

Durch Akkumulation der biologischen Materialien kommt es wie unten aufgefihrt
zur Bildung einer sandigen Substanz, die bei der betroffenen Patientenklientel zum
Clogging des Stents mit einem wiederkehrenden Ikterus und ansteigender Cholesta-
separameter fihrt. Um der Gefahr einer sekundaren Cholangitis entgegenzuwirken,
muss sich der Patient zur regelmafigen ambulanten Wiedervorstellung einfinden.

Mit Hilfe des von Soehendra eingeflhrten Stent-Retrievers ist der Prothesenwechsel
zwar technisch einfach durchftihrbar, dennoch bedeutet die Reintervention fir den
Patienten eine immense Einschrankung der Lebensqualitat (Soehendra et al. 1990,
Soehendra et al. 2003).

Abb. 5 Verstopfte Gallengangendoprothese.

Leung hat in randomisierten Studien gezeigt, dass durch das Aufbringen von Anti-
biotika auf die Gallengangendoprothese keine l&ngere Liegedauer aufgrund vermin-
derter Sludgebildung zu erzielen ist. Der gewlinschte Effekt, dass durch bakterielle
B-Glucuronidase ausgefallte Bilirubinat wiirde sich verringern, stellte sich durch diese
MaRnahme nicht ein.

In einem In-vitro-Versuch konnte mit silberbeschichteten Stents eine minimale Ten-
denz zu einer geringeren Sludgeablagerung beobachtet werden. Fir die Klinik er-
brachte diese Studie jedoch keinen relevanten Vorteil. Untersuchungen, in denen
zuséatzlich Ursodesoxycholsdure oder Acetylsalicylsdure verabreicht wurden, zeigten
hinsichtlich der Drainageleistung klinisch ebenfalls keine relevante Verbesserung
(Leung et al. 1988, Leung et al. 1992, Leung et al. 2000).
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1

Gerate, Chemikalien und Verbrauchsutensilien

In Tabelle 1 werden die verwendeten Materialien, Gegenstande sowie deren Bezugs-

quellen aufgefihrt.

Zentrifuge Type: 5804R

Rotor: F 34-6-36 (6 x 85 ml) Fa. Eppendorf
Wasserbad Thermomix BU Fa. Braun
Gefrierschrank -21 °C Comfort Fa. Liebherr
Gefrierschrank -80 °C Fa. Kryotec
Inkubator Type: 2771 Fa. Koéttermann
Schiittler Type: 3005 Fa. GFL

Autoklav Sanoclav Fa. Wolf
Sputter-Gerat SEM-Coating System Fa. Bio-Rad
Stiftprobenteller 0,8 cm #G301 Fa. Plano GmbH
Rasterelektronenmikroskop Type: DSM 90 Fa. Zeiss

NaCl Fa. J. T. Baker
Trypton-Wasser #1.10859.500 Fa. Merck
Hefeextrakt #1.03753.500 Fa. Merck

LB-Agar (Luria Bertani Agar) #22700-025 Fa. Invitrogen
Glutaraldehydlésung #1.04239.1000 Fa. Merck
Phosphatpuffer (PBS)

Ampicillinpulver #835269 Fa. Roche

Glycerin #1.04093.1000 Fa. Merck

E. coli (DH5a) #6943-1 Fa. Clontech
Verbrauchsutensilien
Pipettenspitzen 1000 blau  #740296 Fa. Greiner

200 gelb #739296

Zellkulturplatten #150628 Fa. Nunc
(12-well-plates)

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&Schuell

Tab, 1: Verwendete Gerate, Chamikalien und Verbrauchsutensilien.

3 Material und Methoden



3.1.2 Biologische Materialien

3.1.2.1 Untersuchungsmedium humane Gallenfliissigkeit

Um die experimentelle Versuchungsreihe so physiologisch und realistisch wie mog-
lich durchzufiihren, wurde ein Gallepool aus humaner Gallenfliissigkeit gewonnen.
Von dem Gebrauch synthetischer Galle wurde aus zwei Griinden Abstand genom-
men. Zum einen aus Kostengrinden und zum anderen sollten die Versuchsbedin-
gungen zur besseren Vergleichbarkeit mit der Arbeit von A.-C. Schéfer nicht zu sehr
abweichen.

In Zusammenarbeit mit der Gastroenterologischen Abteilung der Asklepios Kliniken
Barmbek (Abteilung fur Endoskopie) und Altona (Klinik fur Gastroenterologie) wurden
die ausgewdhlten Patienten mit hepatobilidfren Erkrankungen Uber den Sinn und
Zweck der entnommenen Gallenflissigkeit aufgeklart und gaben ihr Einversténdnis
zur weiteren Verwendung. Die Betroffenen waren mit einem Drainagekatheter, einer
sogenannten perkutanen transhepatischen Cholangiodrainage (PTCD), versorgt.
Uber diesen Weg der Gallenflissigkeitsentnahme entstand weder ein zusétzlicher
Aufwand noch eine weitere Belastung fiir den Patienten. Um sicher zu stellen, dass
die entnommene Galle keine Antibiotikarlickstande aufweist, wurde die Krankenakte
hinsichtlich der verordneten Medikation studiert.

Die Aufbewahrung erfolgte in mit Entnahmedatum versehenen 500 ml Glasflaschen.
Bis zur Testung auf Antibiotikarlickstdnde wurde die Gallenfllissigkeit getrennt von-
einander bei 8" C im Laborkihlschrank gelagert.

Tabelle 2 stellt eine Auflistung der entnommenen Galle nach Datum, Klinik, Patient,
Medikation und Abflllmenge dar.

Datum  Klinik Patient |Medikation Menge
23.03. AKA Fr. L. Zienam, Clexane, Norvasc, Xanet, 300 mi
Pantozol (zuletzt am 17.03.)
23.03. AKA Fr. L. Zienam, Clexane, Norvasc, Xanet, 500 mi
Pantozol (zuletzt am 17.03.)

24.03. AKB Fr. S. Clont, Rocephin (Ceftriaxon), 120 ml
Metamizol (zuletzt am 16.03)

24.03. AKA  Fr.L. | Clont, Rocephin (Ceftriaxon), 400 ml
Metamizol (zuletzt am 16.03)

25.03. AKA Fr. L. Clont, Rocephin (Ceftriaxon), 500 mi

Metamizol (zuletzt am 16.03)

Tab. 2: Informaticn zu entnommenen humanen Gallen.
AKA (Allgemeines Krankenhaus Altona) und AKE {Allgemeines Krankenhaus Barmbek).
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3.1.2.2 Beschichtungsmaterial
Das Konzept der Oberflachenbeschichtung wurde ausschliel3lich von Herrn Dr. Uwe
Wienhold, Chemiker, Fa. Wienhold-Consult, Magdeburg, entwickelt.

In der vorliegenden In-vitro-Studie wurden Silciumdioxidpartikel- und Polyurethan-
beschichtungen auf dem Rohmaterial Teflon und Polyethylen bewertet.

3.1.3 Beschichtung der Proben

3.1.3.1 Probe: Wie

Die Probe ,Wie" ist ein 2-Komponenten Polyurethan Beschichtungssystem, wel-
ches ,Easy to Clean” (ETC) Eigenschaften besitzt. Bei sogenannten Easy to clean
Oberflachen perlt Wasser ab (hydrophob eingestellt). Falschlicherweise wird diese
selbstreinigende Funktion nicht selten mit anderen Reinigungssystemen, insbeson-
dere dem Lotus-Effekt®, verwechselt. Im Gegensatz dazu ist diese Oberflache glatt
statt rau. Sie besiizt eine herabgesetzte Oberflachenenergie und dadurch reduzierte
Anziehungskraft, was in einer verminderten Adhasionskraft resultiert. Diese sorgt
dafiir, dass Wasser abgestolien wird, sich zu Kugeln zusammenzieht und es zum
bertihmten Abperleffekt kommt. Hierbei handelt es sich grundsétzlich um hydropho-
be, das heillt wasserabweisende Oberflachen. Ferner ist auch das Material Teflon
nicht mit ETC-Oberflachen zu verwechseln. Teflon besitzt eine in alle Richtungen
wirkende Antihaft-Eigenschaft (Birkhduser Basel 2008).

Polyurethan:

Polyurethane (PU, DIN-Kurzzeichen: PUR) sind IGsemittelhaltige Kunststoffe oder
Kunstharze, die durch die Polyadditionsreaktion von Polyisocyanaten mit Polyo-
len entstehen. Die Verknipfung erfolgt durch die Reaktion einer Isocyanatgruppe
(-N=C=0) eines Molekiils mit einer Hydroxylgruppe (-OH) eines anderen Molekiils
unter Bildung einer Urethangruppe (-NH-CO-0O-).

Das Kohlenstoffatom der Isocyanatgruppe (-N=C=0) ist wegen der benachbarten
elektronegativeren Sauerstoff- und Stickstoffatome positiviert. Ein freies Elektronen-
paar des Sauerstoffatoms der Hydroxylgruppe (-OH) ,klappt” zum positivierten Koh-
lenstoffatom und bildet mit diesem eine Bindung aus. Gleichzeitig wird ein Bindungs-
elektronenpaar der N=C Doppelbindung zum Stickstoffatom verschoben. Dadurch
tragt das Stickstoffatom eine negative Ladung und das Sauerstoffatom eine positive
Ladung. Zum Ladungsausgleich wird das Proton der urspriinglichen Hydroxylgruppe
auf das Stickstoffatom der urspriinglichen Isocyanatgruppe (ibertragen, wobei die
Urethangruppe entsteht.
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Die Polyurethanbildung erfordert mindestens zwei verschiedene Monomere, im ein-
fachsten Fall Diol und Diisocyanat. Sie verlduft in Stufen. Zunachst entsteht aus Diol
und Diisocyanat ein bifunktionelles Molekdl mit einer Isocyanatgruppe (-N=C=0) und
einer Hydroxylgruppe (-OH). Dieses kann an beiden Enden mit weiteren Monomeren
reagieren.

Dabei entstehen wie in den nachfolgenden Abbildungen dargestellt kurze Molekil-

ketten, sogenannte Oligomere. Diese kénnen mit weiteren Monomeren, anderen
Oligomeren oder bereits gebildeten Polymere reagieren.

A) O=C=N—R;—N=C=0 + HO—R,—OH

0
e | .
B) 0:C:N—R1—H*|~I—C—O-I—R2—OH Dimer
' F==—=—=——- -
ELHEUrethangruppe
i i
|
C) usw. _C_T_R1_T_C—D_R2_D_ usw  Polymer
H H

Abb. 6: A/B/C Synthesereaktion: Entstehung von Polyurethan.
(Abbildung mit freundlicher Genehmigung durch Dr. Uwe Wienhold, Chemiker, Fa. Wienhold-Consult, Magdeburg)

1-Komponenten System:

Polyole als Uberbegriff stellt eine rein chemische Nomenklatur dar, die das Vorhan-
densein mehrerer Hydroxylgruppen anzeigt. Bei Raumtemperatur sind Polyole meist
hochviskos bis fest. Dies liegt begriindet in der Tatsache, dass sich Wasserstoffbri-
cken unter den einzelnen Molekiilen ausbilden. Hochverzweigte, gesattigte Polyester
stellen die Basis fiir hochvernetzte Beschichtungen und sind verantwortlich fir die
Eigenschaften ETC.

2-Komponenten System:

Isocyanate lassen sich durch Umsetzen von Phosgen mit den entsprechenden Ami-
nen herstellen. Dabei wird in zwei Schritten Chlorwasserstoff abgespalten:
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Abb. 7: Herstellung von Isocyanat.
(Abbildung mit freundlicher Genehmigung durch Dr. Uwe Wienhold, Chemiker, Fa. Wienhold-Consult, Magdeburg)

Das Verhaltnis Polyol/lsocyanat bestimmt die Vernetzungsdichte und dient als ,Harter".

In der Abbildung 8 ist der Vergleich zwischen beschichteter und unbeschichteter
Materialoberflache dargestelit.

Abb. 8: Darstellung ETC-Effekt: Material beschichiat versus unbeschichtet.
(Abbildung mit freundlicher Genehmigung durch Dr. Uwe Wienhold, Chemiker, Fa. Wienhold-Consult, Magdeburg)

Durch die Etablierung von sehr glatten Oberflachen (Rauheit ca. 7 nm) mit einer
sehr niedrigen freien Oberflachenenergie knnen Schmutz und Mikroorganismen nur
schwer an der Oberfliche anhaften. Die Abbildung 9 zeigt die ,Wie“-Beschichtung
auf den jeweiligen Stentmaterialproben.

Ahb. 9 Beschichtete Wie-Teflonprobe halbrund+getauchtirund+gespilt und beschichtete Wie-(PE)Polyethylenprobe
halbrund+getauchtirund+gespailt,
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3.1.3.2 Probe: Wieg202¢c

Wieg" stellt ein analoges Beschichtungssystem zu ,Wie" dar. Die Probe ,Wieg202c”
istim Vergleich mit hydrophobierten Nanopartikeln mit einer Gréfte von 20nm auf der
Basis von pyrogener Kieselsaure (Siliciumdioxid=SiO, ) zusatzlich hydrophobiert, um
mdglicherweise eine strukturierte Oberflache des Beschichtungssystems zu erhalten.

Siliciumdioxid:

Synthetisches SiO,, das meist amorph vorliegt, wird groitechnisch in unterschied-
lichen Prozessen in groflen Mengen erzeugt. Die groRtechnische Herstellung von
synthetischem SiO, erfolgt haupts&chlich Gber Fallungsprozesse ausgehend von
Wasserglas, das durch Aufschliefen von Quarzsand mit Natriumcarbonat oder Kali-
umcarbonat erhaltlich ist. So erzeugtes SiO, nennt man je nach Prozessbedingungen
Fallungskieselsduren oder Kieselgele. Eine weitere wichtige Herstellungsvariante ist
die Erzeugung von so genanntem pyrogenen SiQO, in einer Knallgasflamme, ausge-
hend von flissigen Chlorsilanen wie Siliciumtetrachlorid (SiCl,).

Pyrogene Kieselsauren sind amorphe SiO,-Pulver von 5-50 nm Durchmesser und mit
einer spezifischen Oberflache von 50-600 m?#/g. Der Name verweist auf das haufig
angewandte Herstellungsverfahren durch Flammenhydrolyse — der bei der Verbren-
nung von Knallgas entstehende Wasserdampf zersetzt Silane zu SiO,,.

Abbildung 10 zeigt die mit Nanopartikel beschichteten Gallengangprothesen.

Abb, 10: Beschichtete Wieg202c-Tefllonprabe halbrund+getavchi/rund+gespill und beschichtete Wieg202c-(PE)
Palyathylenprobe halbrund+getauchtirund+gespllt,

Im Gegensatz zu den Arbeiten von A.-C. Schafer und S. Haag wurden keine hydro-
phobierten Sol-Gel-Beschichtungen untersucht.
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3.2 Methoden
3.2.1 Bau der Schwenkapparatur

Die bisher vorliegenden In-vitro-Untersuchungen (iber Biofilm- und Sludgeentste-
hung auf Gallengangendoprothesen erforderten einen sehr hohen maschinellen und
personellen Aufwand (Lammer et al. 1986, Dowidar et al. 1992, Leung et al. 1992,
McAllister et al. 1993, Hofman et al. 1994).

Dem entgegen sollte in Anlehnung an die Versuchsreihe von A.-C. Schafer auch bei
dieser Arbeit nach einer kostengiinstigen und effektiven Lésung Ausschau gehalten
werden. Bendtigt wurde eine Konstruktion, die es erméglicht ein gleichmafiges, kon-
tinuierliches Hin- und Herschwenken des flissigen Mediums Galle in 6 (ibereinander
gelagerten 12-Well-Plates in-vitro zu imitieren.

Mit freundlicher Unterstitzung durch Fa. Hans-Christian Grosse, Medizintechnik/
Arzt- und Krankenhausbedarf GmbH & Co KG Dahldorf, wurde eine Schwenkvor-
richtung konstruiert, die einerseits im Vergleich zu Voruntersuchungen noch weniger
Stellflache im Inkubator einnimmt und anderseits eine bestimmte Schwenkfrequenz
sowie einen Neigungswinkel von 10° nicht ldberschreitet. Des Weiteren musste die
Apparatur aus einem Baumaterial angefertigt werden, welches Uber Wochen der
Temperatur von 37° C standhalt.

Als Basis und Halterung fiir die Well-Plates wurde eine 16x10 cm grofie klimaresis-
tente Aluminiumplatte. Das Baumaterial wurde freundlicherweise von der Fa. Vomek,
Schlossereibetrieb Ellerhoop, Mitarbeiter Herr Ralf Dicks, zur Verfligung gestelit.
Um das Inkubationsmedium wahrend des Betriebes nicht (ber den Rand der Well-
Plates treten zu lassen, konnte der Neigungswinkel optimal in vier Stufen eingestelit
werden. Die Geschwindigkeit wurde (ber ein 12 Volt Netzteil (Conrad Elektronik)
stufenlos geregelt. Flr die Versuchsreihe wurde eine Stromzufuhr von 3,75V = 10
Schwenkbewegungen/min gewahlt. Angetrieben wurde die Schwenkvorrichtung
durch einen kleinen kunststoffummantelten Motor, der tber ein Kugelachsenlager
mit der Grundplatte in Verbindung stand. Die Abbildung 11 zeigt die nach Aufmal}
gefertigte Schwenkapparatur.
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Abb. 11: Planung und Bau der Schwenkapparatur mit Well-Plates.

3.2.2 Aufbereitung der Gallenfliissigkeit

Die einzelnen Galleproben wurden zunachst strikt getrennt voneinander aufbewahrt.
Damit in der nachfolgenden Versuchsreihe ein definitives Bakteriumwachstum ge-
wéahrleistet war, wurde jede Abnahmemenge auf Antibiotikarlckstdnde getestet. Bei
negativem Testergebnis, d.h. kein Nachweis von Antibiotikaspuren, konnte die Galle
gepoolt werden.

3.2.3 Mikrobiologischer Test

In Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Z&liner, Institut fir Mikrobiologie am Universitats-
krankenhaus Hamburg-Eppendorf, wurde der Test auf Antibiotikariickstande in der
Galle durchgefiihrt.

Zu Beginn der Testung wurde der mit Bazillus beimpfte Nahrboden in 12 Testflachen
aufgeteilt und mit den Ziffern 1-5 gekennzeichnet. Die identisch beschrifteten Gallen-
proben wurden mit einer 10 pl Pipette gemal den markierten Flachen aufgetragen,
wobei je zwei Testflachen mit der gleichen Probe bestlickt wurden. Im Anschluss
wurde die Agaroseplatte flr 24 Std. bei 37°C inkubiert. Hatte sich um eine Testflache
ein sogenannter Hemmhof gebildet, ware dies ein Anzeichen daflir gewesen, dass
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die Galleprobe mit Antibiotika versetzt gewesen wére. In diesem Fall hatte sie ver-
worfen und entsorgt werden missen. Nach Ablauf der Inkubationszeit, war in keiner
der Probe ein Antibiotikariickstand nachzuweisen. Die 5 verschiedenen Flaschen
konnten im Folgeschritt in einem Behaltnis gepoolt werden

3.24 Zentrifugieren der Galle

Die Galle wurde aus den Glasflaschen portionsweise in 12 a4 50 ml Falcon-Tubes
abgefilit. Je 6 Tubes wurden tUber einen Zeitraum von 20 min bei 8000 Umdrehun-
gen/min und einer Temperatur von 15°C mittels einer Tischzentrifuge von groften
Zellen, Keimen und kristallinen Prazipitaten getrennt. Im zweiten Arbeitsschritt wurde
ein 500 ml Millipore Sterifilter an eine Wasserstrahlpumpe gekoppelt. Der Uberstand
der zentrifugierten Réhrchen wurde mittels dieses Sterifilters filtriert. Im darunter
befindlichen Auffangbehéalter sammelte sich die von Schwebeteilchen befreite Galle.
Die Flissigkeit wurde in einer 1800 ml Glasfalsche gepoolt. Die Gesamtmenge der
gefilterten Galle betrug 1600 ml. Anschliel3end fand die Abfiillung von je 45 ml gerei-
nigter humaner Gallenflissigkeit in 36 a 50 ml Falcon-Tubes statt. Bis zur weiteren
Verarbeitung erfolgte die Einlagerung bei -21°C.

3.2.5 Bestrahlung der Galle

In der Klinik und Poliklinik fiir Chirurgie am Universitatskrankenhaus Hamburg-Ep-
pendorf, Abteilung Transfusionsmedizin, erfolgte in Zusammenarbeit mit Frau Dr.
Lubitz die Bestrahlung der Galle. Dieser Vorgang war notwendig, um die Fllissigkeit
zu sterilisieren. Durch die absolute Keimfreiheit konnte gewahrleistet werden, dass
in der geplanten Versuchsreihe ein kontrolliertes Wachstum unter dem eingesetzten
Bakterienstamm stattfinden kann.

Die tiefgekiihlten Tubes wurden fiir den Transport auf Trockeneis gelagert, in Styro-
porboxen verstaut und lediglich flr die Bestrahlungsdauer von 9 min, entsprechend
30 Gray, entnommen. Zur Durchfihrung diente ein Blutbestrahlungsgerat der Fa.
Hans Wallischmiller GmbH Markdorf Rossendorf vom Typ HWM 400D. Bis zur Ver-
wendung wurde der Galle-Pool erneut bei -21° C tiefgefroren.

3.2.6 Ansatz des Untersuchungsmediums

Beim Ansatz des Gallemediums orientierten S. Haag und ich uns zur Gewahrleistung
der Vergleichbarkeit an den Versuchsbedingungen von A.-C. Schafer, die 3 ml Gal-
lenflissigkeit mit 75 pl. E. coli- Bakteriumsuspension versetzte. Dieser Keim besitzt
B-Glucuronidase Aktivitat, die bei der Entstehung des Biofilmes eine bedeutende
Rolle spielt.
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Bei dieser Arbeit konnte auf die Beobachtung des Bakteriumwachstums mittels Fluo-
reszenzmikroskopie sowie einer Doxycyclin-versetzten Kontroll-Leerprobe verzichtet
werden. Der Nachweis bakterieller Sludgebildung wurde bereits durch A.-C. Schéfer
erbracht.

Der verwendete Standard-Stamm E. coli (DH5a) wurde von der Fa. Clontech, Hei-
delberg (pDsRed2; Katalog #6943-1) hergestellt. Das Plasmid pDsRed2 enthalt eine
Origin-Sequenz flur die Vermehrung in Bakterien, ein Ampicillin-Resistenz-Gen sowie
das DsRed2- Gen fiir ein rot-fluoreszierendes Protein (RFP).

Um fahrlassig eingeschleppte Keime oder auch bereits im Inkubator vorhandene Bak-
terien umgehend zu eliminieren, wurde im Unterschied zu dem damals verwendeten
Medium 300 pl statt 100 pl Ampicillin-Lésung zugesetzt. Bei dieser Wirkstoffkonzen-
tration von 100 pg/ml Galle konnte eine wesentliche Wachstumsbeeintrachtigung
von DH5a ausgeschlossen werden. In 1 ml Bakteriensuspensium befanden sich
1.000.000 Keime.

3.2.7 Zuschnitt der Stentprothesen

Das in dieser Studie verwendete Teflonrohmaterial wurde von der Fa. Hans-Christian
Grosse, Medizintechnik/Arzt- und Krankenhausbedarf GmbH & Co KG Dahldorf, gestelit.

Der klinische Einsatz sieht vor, Stents verschiedener Langen und Durchmesser in-
dividuell aus einem Teflonschlauch anzupassen. In Anlehnung an die Praxis, ent-
schieden wir uns Teflon und Polyethylen mit einem Durchmesser von 10 Fr als
Probenmaterial zu verwenden. Der Innendurchmesser der verwendeten 12-Well-
Plates weist 20mm auf. Um ein Aufliegen der Materialien zu verhindern, wurden die
Stents auf ca. 22 mm L&nge zugeschnitten.

3.2.8 Beschichtungsverfahren

Die urspringliche Vorgehensweise in der Studie von A.-C. Schafer sah vor, den
Teflonschlauch erst nach dem Beschichtungsverfahren zu schneiden. Dies flihrte
zu erheblichen Beschadigungen der Oberflachenstruktur, so dass die Proben nur
bedingt auswertbar waren.

Zur Optimierung wurden in dieser Studie die verwendeten Proben vor der Beschich-
tung auf entsprechende Lange geschnitten. Ein Teil der ca. 20mm langen Teflon-
stents wurde halbiert und anschlieliend wie in Abbildung 12 dokumentiert am Ende
der Probe mit einem Loch versehen, durch welches ein Befestigungsdraht gezogen
wurde. An dieser Haltevorrichtung konnte die Probe in die jeweilige FlUssigkeit ein-
getaucht werden, um dann im zweiten Schritt zum Abtropfen des Uberstandes und
Trocknen an einem Gitter sicher befestigt zu werden. Daraus resultierende Gewichts-
differenzen unter 10% wurden toleriert.
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Die restlichen, nicht halbierten Proben, wurden schonend mittels einer Pinzette im
Tauchverfahren beschichtet. Um sicher zu stellen, dass auch die Innenseite beschich-
tet wird, wurden die runden Prothesen mehrfach mit einer Spritze durchgespdlt. Die
Trocknung fand auf einem Dorn in einer Aluminiumschale statt. Das Trocknungsver-
fahren wurde z.T. in einem Trockenschrank bei 90°C durchgefiihrt.

Abb, 12: Stentproben im Trocknungsverfahren A: Halbrunde Prothese: Abtropfen des Uberstandes der Stentbeschichtung.
B: Runde Prothese: Trocknung der Stentbeschichtung in der Aluminiumschale. C: Trocknung der Stentbeschichtung im
Trockenschrank bei 90°C.

3.2.8.1 Haftungsproblematik — Ursachenforschung — Lésungsansétze

Um die Gallengangprothesen unversehrt von Magdeburg nach Hamburg zu transpor-
tieren, wurden sie von der Drahtaufhangung gelést und in Plastikbehalter gelagert.
Beim Entfernen des Drahtes |6ste sich ein Teil der Beschichtung ab.

Folgende Ursachen wurden diskutiert:

— Teflon ist als Tragermaterial flr einige Beschichtungsarten zu glatt — aufgrund
dessen ungeeignet

— Die Viskositat des Beschichtungsmaterials ist zu hoch — dadurch wurde eine zu
grolte Schichtdicke erreicht

— Das Tragermaterial oder die Beschichtung dehnen sich beim Trocknen im Trocken-
schrank bei 90°C aus — dieser Vorgang flihrte zum Abplatzen der Beschichtung

Die nachstehenden Lésungsansdtze wurden mit Dr. Uwe Wienhold, Chemiker,
Fa. Wienhold-Consult, Magdeburg, diskutiert und durchgefiihrt:

— Alternativ wird neben Teflon Polyethylen aus Bestanden der Klinik und Poliklinik
fur Interdisziplindre Endoskopie am UKE als Tradgermaterial verwendet

— Die Viskositat der verschiedenen Beschichtungsmaterialien wird durch Verdin-
nung mit Losungsmittel verringert

— Die Trocknung der beschichteten Proben findet bei 20°C Raumtemperatur statt
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3.2.8.2 Geometrie — Rettungsanker alternativer Methodik zur Uberpriifung der
Oberflacheneigenschaften?

Beim Anfertigenden der Proben wurde wie oben beschrieben ersichtlich, dass diese

nicht exakt identisch nach Gréflte und Gewicht zugeschnitten werden konnten. Die

Quantifizierung der Versuchsreihe wurde durch die unterschiedlichen Formen -rund

bzw. halbrund - zusatzlich erschwert.

Alternativ wurde der Einsatz von quadratischen Plattchen diskutiert. Durch eine de-
finierte Groleneinheit hatte eine prazisere Aussage hinsichtlich des Gewichts der
Anhaftungsmaterialien in Bezug auf die Probenflache getroffen werden kénnen. Je-
doch erwies sich dieser Denkansatz zum einen aus Kostengrinden nicht praktika-
bel. Zum anderen kann diese geometrische Form als praxisfremd gewertet werden,
da sie keine Aussage zur Haftung der Beschichtung auf dem im klinischen Einsatz
verwendeten Teflonschlauch zulassen wiirde.

3.2.9 Versuchsanordnung

3.2.9.1 Verblindungsschema

In Kooperation mit S. Haag flossen in die Untersuchung insgesamt 14 Beschichtungs-
arten, zuzliglich der Referenzprobe , Teflon unbeschichtet”, ein. Von den halbrunden
Proben wurden jeweils 10, von den Runden jeweils 2 angefertigt und beschichtet.
Die endgliltige Menge von 68 Proben teilte sich auf jeweils 7 Halbrunde und jeweils
2 der Runden fir die Referenzprobe auf.

Die verschiedenen Proben, 14 beschichtete plus die Referenzprobe, wurden von
einem unabhéngigen Mitarbeiter des Labors verblindet und in neuer Reihenfolge
willkirlich mit den Ziffern 1 bis 15 versehen. Die Identifikation durch den Untersucher
war somit ausgeschlossen.

Diese Arbeit befasst sich ausschlielilich mit den Stents folgender Ziffern:

Ziffer 01(08)
Ziffer 02(13)
Ziffer 06(14)
Ziffer 07(10)
Ziffer 11(07)
Ziffer 12(09)
Ziffer 13(11)
Ziffer 15(12) plus die Referenzprobe Teflon
Ziffer 09(15)

Die in Klammern gesetzte Ziffer entspricht der vor der Verblindung laufenden Zahl

in der Zellkulturplatte, die bis nach Abschluss der Auswertung unzugéanglich aufbe-
wahrt wurde.
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Um beim Bestiicken der einzelnen Kammern sowie auch bei der Auswertung, der
Gefahr einer Verwechslung entgegenzuwirken, wurden die Zellkulturplatten fir die
Studie wie in Abbildung 13 dargestellt gekennzeichnet.

1 3 3 4

Abb, 13: Kennzeichnung der Zellkullurplatie,

3.2.9.2 Fillmenge der Kammem

Zur Bestimmung der optimalen Flllmenge der Kammern wurde eine Testreihe mit 3
ml, 3,5 ml und 4 ml durchgefiihrt. Einerseits mussten die Proben vollstandig mit dem
Medium bedeckt sein, andererseits musste ein Ubertreten der Fliissigkeit (iber den
Rand der Well-Plates beim Schwenken vermieden werden. Bei vollem Neigungswin-
kel wurden 3,5 ml als optimale Beflillungseinheit bestimmt. Da jedoch flur die gesamte
Versuchsreihe eine begrenzte Flissigkeitsmenge von 1600 ml zur Verfligung stand,
wurde die Fillmenge von 3 ml gewahit.

3.2.9.3 Inkubation und Beobachtungszeitraum
Die Planung und Durchfihrung dieser Studie erfolgte in gemeinschaftlicher Zusam-
menarbeit mit S. Haag.

Insgesamt wurden in dieser Studie 43 Proben (nebst Referenzproben) sowie 25
weitere Endoprothesen durch S. Haag untersucht. Flr den Beobachtungszeitraum
von 40 Tagen im Inkubator bei 37 °C wurde ein chronologischer Plan erstellt, der die
Zeitpunkte fur den Austausch von Substrat fiir das Bakterienwachstum und Gallen-
flissigkeit festlegte.

Im Vorfelde wurde die in der Studie eingesetzte Schwenkvorrichtung einem Test-
durchlauf unterzogen. Die 12-Well-Plates wurden dabei mit je 3 ml H,O bestickt.
Diese Filllmenge garantierte, dass einerseits die Stentproben vollstandig im Medium
lagen und andererseits wurde dadurch ein Uberlaufen der Kammern vermieden.
Mittels eines Riemens erfolgte die sichere Befestigung der Schwenkvorrichtung.
Letztlich folgte die Einpassung in den Inkubator, die Installation der Stromversorgung
mit einer Leistung von 3,75 Volt, die einer Tischschwenkungsfrequenz von 20/min
entspricht.
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Um eine Kontamination des Untersuchungsmediums mit Bakterien oder Pilzsporen
zu verhindern, wurde fir den Ansatz des Mediums eine 250 ml Glasflasche autokla-
viert. Der erste Ansatz bestand aus:

- 210 ml Galle
— 5,25 ml Bakteriensuspension
— 210 pl Ampicillin-Losung

Um dies herzustellen, wurden finf Falcon-Tubes & 45 ml Galle, 6 ml Bakteriensus-
pension und 1 ml Ampicillin-Lésung in einem Wasserbad bei 37° C aufgetaut. Die
nicht verwendete Restmenge wurde dokumentiert und wieder bei -21° C tiefgefroren.

Nach erstmaliger Beflllung der Kammern mit je 3 ml Galle, 75 ul Bakteriensuspen-
sion und 3 pl Ampicillin war nach 4 Tagen jeweils 1 ml Medium aus der Kammer zu
entnehmen und entsprechend 1 ml neue Galle und Ampicillin hinzuzufiigen. Dieser
Vorgang diente zum einen zur Reduzierung der Bakterienkonzentration und zum an-
deren sollte den verbliebenen Bakterien unverbrauchtes Substrat zugeflhrt werden.
Flr die Substratzufuhr wurden 70 ml Gallenflussigkeit, 70 pl Ampicillin-Lésung in
einer autoklavierten Glasfalsche mit dem Fassungsvolumen von 80 ml gemischt und
auf die Kammern verteilt. Nach einer Woche erfolgte ein kompletter Austausch des
Untersuchungsmediums. Die Entnahme des verbrauchten Mediums erfolgte mittels
einer 50 ml Spritze. Die Flussigkeit wurde ordnungsgemal gesammelt, autoklaviert
und entsorgt.

Das Verschlieften der Zellkulturplatten mit Parafilm™ sorgte fir die notige Luftab-
schirmung und verringerte gleichzeitig den Fllssigkeitsverlust durch Verdunstung.

Da die Plates je nach Lage bzw. H6he einem unterschiedlichen Neigungswinkel
ausgesetzt waren, wurde die Reihenfolge auf der Schwenkvorrichtung notiert und im
zeitlich festgelegten Intervall im Rotationsprinzip von der oberen zur unteren Position
verandert. Dies hatte zur Folge, dass jede Probe im Verlauf der Studie den gleichen
Versuchsbedingungen unterlag und die Stents durch das Hin- und Herschwenken
der Well-Plates kontinuierlich mit dem Galle-Medium perfundiert wurden.

Der fehlerfreie Versuchsablauf wurde taglich morgens und abends kontrolliert und
dokumentiert.

3.2.10 Aufbereitung und Konservierung der Stentproben
Die Aufbereitung der Proben sowie die rasterelektronenmikroskopische Auswertung

wurden in Zusammenarbeit mit dem Institut der Neuroanatomie des Universitatskran-
kenhaus Hamburg-Eppendorf unter Anweisung von Herrn K. Sieverts durchgefiihrt.
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Beim Trocknen organischer Materialien an der Umgebungsluft kénnen durch starken
Wasserverlust und der daraus resultierenden Oberflachenspannung Schrumpfarte-
fakte entstehen. Aus diesem Grund wurde nach Ablauf der 40 Untersuchungstage
im ersten Schritt mittels Wasserstrahlenpumpe das verwendete Medium aus dem
Kammern entfernt und die Stents durch Spilen mit Phosphatpufferlésung (PBS)
(PBS DUBLECCO'S; Ca2+, Mg2+, Na+, HCO3-) von flissigen Gallenbestandteilen
befreit. Im Anschluss folgte die 9-t4gige Fixierung mit 3%iger Glutaraldehyd- Lésung
in 0,05% PBS.

3.2.10.1 Entwésserung

Die Entwasserung bzw. Trocknung der Belage, die fir die rasterelektronenmikros-
kopische Auswertung unabdingbar war, erfolgte durch kontrollierten Wasserentzug.
Die fiir eine aufsteigende Alkoholreihe erforderlichen Reagenzien wurden in auto-
klavierten Glasflaschen mit Ethanol 100% absolut und Aqua bidest. wie in Tabelle 3
aufgefiihrt mit den Konzentrationen 35%, 50%, 70%, 96% und abschlieftend 100%
pyrogenfrei hergestellt.

Die bis dahin in Glutaraldehyd gelagerten Proben wurden in PBS gewaschen und
im ndchsten Schritt fir jeweils 15 Minuten in die aufsteigende Alkoholreihe gelegt.

Dabei wurden die mit 4 ml gefiiliten Kammern Mittels einer Wasserstrahlpumpe ent-
leert, um im Anschluss mit der nachst héheren Konzentration erneut bestlckt werden
Zzu kénnen. Das in den Proben enthaltene Ethanol verdampfte an der Luft. Die ab-
schliefende Trockenlagerung erfolgte in einem evakuierten Exsikkator mit Silicagel.

Konzentration Ethanol absolut (ml) Aqua bidest. (ml)
35 % 98 182

50% 1140 140

96% 196 84

100% 1280 0

Tab.3: Ansatz und Mischungsverhaitnis der Alkoholreihs,

3.2.11 Auswertungsmethode

Basierend auf der Annahme, Sludgeablagerung auf der Stentoberflache flhre zu
einer Gewichtszunahme der Endoprothese, bestand die Auswertungsmethode aus
einem semi-quantitativen und einem qualitativen Ansatz.

3.2.11.1 Semi-quantitative Methode zur Auswertung

Die semi-quantitative Beurteilung erfolgte durch Vermessen der Proben und Wiegen
des Trockengewichts vor und nach Abschluss der Versuchsreihe. Bei diesem Vor-
gang wurde durch das Tragen von Handschuhen das Risiko einer Kontamination der
Stents minimiert. Mittels Pinzette wurden die Proben einzeln aus der Zellkulturplatte
entnommen und mit einer Schubleere die jeweilige La&nge sowie der Durchmesser
bestimmt. Im Anschluss wurde auf einer Feinwaage das Gewicht ermittelt.
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Da Luftfeuchtigkeit einen Wasserfilm auf der Probe bildet, d.h. die Ergebnisse da-
durch verfalscht werden kénnten, mussten die Stents absolut trocken sein. Um die
Prothesen von jeglicher Feuchtigkeit zu befreien, wurden die bestlickten Plates zu-
nachst in einem mit Silicagel gefllliten Behalter gelagert. Der Prozess fir den Ent-
zug der Feuchtigkeit erfolgte in einem luftundurchlassigen Plastikbehalter. Nach der
Datenerhebung wurden die Well-Plates mit Parafilm™ verschlossen und bis zum
Versuchsbeginn eingelagert.

3.2.11.2 Qualitative Methode zur Auswertung

Nach Ablauf der vorgesehenen Laufzeit von 40 Tagen wurde die Inkubation beendet
und die Auswertung der Proben vorbereitet. Die folgenden Arbeitsschritte erfolgten
in Zusammenarbeit mit dem Institut fir Neuroanatomie des Universitatsklinikums
Hamburg-Eppendorf.

Durch behutsames Spilen in PBS wurden die Untersuchungsmaterialien von den
flissigen Gallebestandteilen befreit. Fur die im weiteren Verlauf vorgesehene ras-
terelektronenmikroskopische Auswertung wurden die Stents analog zu den beschrif-
teten Zellkulturplatten in neue Well-Plates tberfihrt und mit jeweils 3 ml 3%iger
Glutaraldehyd-Lésung in 0,05% molarem PBS fixiert. Die Fixierung der anhaftenden
biologischen Beldge auf der Oberflache betrug 9 Tage.

3.2.11.3 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung

Die Rasterelektronenmikroskopie (REM) eignet sich zur Darstellung leitender Ober-
flachen. Sollen wie in der vorliegenden Arbeit biologische Objekte untersucht werden,
mussen diese erst durch Aufdampfen eines Metallfilmes leitend gemacht werden. Im
Vergleich zum Lichtmikroskop liegt das bestmdgliche Auflésungsvermogen um den
Faktor 100 héher und erreicht somit den Nanometerbereich. Der nutzbare Vergrofie-
rungsbereich reicht von 5 bis 100.000fach, wobei bei dieser Auswertung maximal bis
10.000fach vergréfert wurde. Das fiir diese Studie verwendete REM vom Typ DSM
940 ist ein Produkt der Fa. Carl Zeiss, Jena, Deutschland. Mit diesem Mikroskop ist
eine Spiegelreflexkamera verbunden. Fur die Fotoaufnahmen wurden liford FP 4,
36er s/w Filme verwendet.

3.2.11.4 Aufbau des Rasterelektronenmikroskops

Durch das Erhitzen eines Wolframzylinders (Kathode) wird ein Primarelektronen-
strahl erzeugt, der durch einen Steuerzylinder (Wehnelt Zylinder) fokussiert und
durch eine Anode beschleunigt wird. Anschliefend passiert der Primérelektronen-
strahl elektromagnetische Spulen, erfahrt dadurch eine feine Blindelung und trifft
fokussiert auf das Objekt auf. Mittels eines XY-Ablenksystems wird ein Zeilenraster
erzeugt. Die Objektoberflaiche wird zeilenférmig abgetastet, wodurch sogenannte
Sekundarelektronen erzeugt werden. Diese werden von einem Detektor aufgefangen
und zu einem Szintillator geleitet, der sie in Lichtblitze umwandelt. Die entstandenen
Lichtblitze werden von einem Fotomultiplier elektrisch rickverwandelt und verstarkt.
Das erzeugte elektrische Signal wird auf einem Monitor sichtbar gemacht.
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3.2.11.5 Sputtern der Proben

Durch das Aufbringen einer leitfahigen Schicht auf die Oberflache der Proben wer-
den Bildstérungen, die wahrend der Untersuchung mit dem REM entstehen kdnnen,
vermieden.

Die notwendigen Stiftprobenteller der Fa. Agar, Specimen Stubs 0.5, Nr. G 301,
sind aus Aluminium gefertigt und weisen einen Durchmesser von 8 mm auf. Um die
sichere Befestigung zu gewahrleisten, wurden die Stents auf 10 mm gekiirzt. Zur Ver-
starkung der elektrischen Leitfahigkeit, wurden die Proben mit Leitsilber aufgeklebt.

Zum Besputtern der Stents wurden jeweils drei Stiftprobenteller gleichzeitig in den
Sputter Coater gestellt. Mittels des Sem-Coating Systems der Fa. Bio-Rad Laboratories
GmbH (Microscience Division) Mlnchen, wurde innerhalb von zwei Minuten eine Gold-
schicht aufgetragen. Damit der Elektronenfluss nicht durch andere Molekiile abgelenkt
wird, wurde die im Sputter enthaltene Luft gegen Argon ausgetauscht. Durch diesen
Vorgang entsteht im Inneren des Sputter Coaters ein Druck von 0,08 torr.

Die Trocknung der Stentproben erfolgte in einem mittels Vakuumpumpe evakuier-
tem Exsikkator mit Silicagel. Der Zeitraum fiir die Trocknung betrug 5 Tage. Bis zur
Auswertung unter dem Rasterelektronenmikroskop wurden die beschrifteten und
bestlickten Stiftprobenteller in einem evakuierten Exsikkator mit Silicagel als Tro-
ckenmittel gelagert.

3.2.11.6 Kriterien zur Auswertung und Dokumentation
Jede Probe ist wie unter Tabelle 4 aufgefiihrt durch im Vorfelde festgelegter qualita-
tiver und quantitativer Kriterien bewertet worden.

Halbrunde Stentabschnitte wurden hinsichtlich der Annahme unterschiedlicher Fliel3-
eigenschaften des Gallemediums und eventuell daraus resultierender Verschmut-
zung der Oberflache gegenlber runden Endoprothesen bewertet. Die Ergebnisse
der rasterelektronenmikroskopischen Untersuchung wurden stets zu zweit durch-
gefuihrt und tabellarisch dokumentiert — sowohl in Uber- als auch in Detailansicht
fotographisch festgehalten. Anhand dieser Resultate wurden die unterschiedlichen
Oberflachen miteinander verglichen und eine Rangfolge in Anlehnung an das ,Schul-
noten-System"” aufgestellt. Zunachst galt es, den Zustand der Beschichtung in Bezug
auf Ablésungen vom Tragermaterial, Beschadigungen oder Unregelmaligkeiten zu
beurteilen. Die weitere Auswertung bezog sich auf die Begutachtung der beschich-
teten Flachen, welche maanderférmig durchmustert wurden.

Die Anhaftung von Bakterien an Endoprothesenoberfldchen stellt den initialen Pro-
zess der Stentokklusion dar — jegliches biologische Material wie Proteinfilm und
Sludge wird von ihnen gebildet. Die dadurch prozentual besiedelte Fldche und Dichte
wurde separat bewertet und in Relation zu den bakteriellen Produkten gesetzt.
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Auch der aufliegende Biofilm wurde in Prozent zur Gesamtoberflache gemessen und
qualitativ in Héhe und Struktur sowie nach der Lokalisation auf der Probe bewertet.

Weitere Kriterien zur Beurteilung der Oberflacheneigenschaften stellten die Vertei-
lung von Sludge, dessen Grolte und Struktur dar. Des Weiteren sind Besonderheiten
wie Beschichtungstropfen, Artefakte und Unregelmafigkeiten der Oberflache sowie

die VergroRerungen der Fotoaufnahmen festgehalten worden.

Bis 100% intakt 0

Bis 75 % intakt 1 0 % 0

Bis 50 % intakt 2 Bis zu 25 % 1

Bis 25 % intakt 3 Bis zu 50 % 2

0 % intakt 4 Bis zu 75 % 3
Bis zu 100 % 4

0 % 0 0 % 0
Bis zu 25 % 1 Bis zu 25 % 1
Bis zu 50 % 2 Bis zu 50 % 2
Bis zu 75 % 3 Bis zu 75 % 3
Bis zu 100% 4 Bis zu 100 % 4
Kolonien 5

Bakterienrasen BR

0% 0 0 % 0
Bis zu 25 % 1 Bis zu 25 % 1
Bis zu 50 % 2 Bis zu 50 % 2
Bis zu 75 % 3 Bis zu 75 % 3
Bis zu 100 % 4 Bis zu 100 % 4

Nicht vorhanden

Dunn, einschichtig

—

Dick, mehrschichtig

Tab. 4: Auswertungskriterien zur Untersuchung der Stentproben.
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4 Ergebnisse

Bei der Auswertung wurden eine semi-quantitative und eine qualitative Beurteilung
der zu untersuchenden Gallengangendoprothesen vorgenommen.

4.1 Semi-quantitative Auswertung der beschichteten Gallengang-
endoprothesen

Bei der Auswertung der einzelnen Endgewichte zeigte sich bei 43 Proben lediglich
bei 4 Stents, entsprechend 9,3%, eine Gewichtszunahme, wobei hingegen bei 30,2%
eine Gewichtsabnahme zu verzeichnen ist. Ein Vergleich mit der REM-Auswertung
wies kein Korrelat bezliglich der Gewichtsunterschiede auf.

Die Ergebnisse zeigen, dass sogar innerhalb einer Beschichtungsart — insbeson-
dere bei ,Wie-PE" — trotz dichtem Biobelag das Gewicht abnahm. Tabelle 5 zeigt die
Auflistung der untersuchten Stentproben mit Ausgangsgewicht, Endgewicht sowie
Prothesenldnge. Die rotmarkierten Zahlen bedeuten Gewichtszunahme, die grtin-
markierten Zahlen verweisen auf eine Gewichtsabnahme.

Proben-Nr. Ausgangs- | Endgewicht |Liange (mm)
gewicht (mg) (mg)
01-1 = Wie, Teflon gespilt 214 215 20,5
01-2 = Wie, Teflon gespiilt 226 226 R [
02-1 = Wieg202c, PE getaucht 92 100 22,0
02-2 = Wieg202c, PE getaucht 79 79 220
02-3 = Wieg202c, PE getaucht 102 102 22,0
02-4 = Wieg202c, PE getaucht 99 99 225
02-5 = Wieg202c, PE getaucht 103 104 22,5
02-6 = Wieg202c, PE getaucht 87 87 21,5
02-7 = Wieg202c, PE getaucht 102 102 22,0
06-1 = Wieg202c, PE gespdilt 178 180 21,0
06-2 = Wieg202c, PE gespiilt 184 186 22,0
07-1 = Wieg202c, Teflon gespiilt 223 224 21,0
07-2 = Wieg202c, Teflon gespiilt 228 228 21,5
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Proben-Nr. Ausgangs- |Endgewicht |Lange (mm)
gewicht (mg) (mg)
09-2 = Teflon unbeschichtet 137 137 21,5
09-3 = Teflon unbeschichtet 185 185 22,0
09-4 = Teflon unbeschichtet 175 175 22,0
09-5 = Teflon unbeschichtet 125 125 21,5
09-6 = Teflon unbeschichtet 160 160 22,0
09-7 = Teflon unbeschichtet 168 167 22,0
11-1 = Wie, Teflon getaucht 155 156 22,0
11-2 = Wie, Teflon getaucht 125 125 21,0
11-3 = Wie-Teflon, getaucht 113 113 22,0
11-4 = Wie-Teflon, getaucht 120 119 23,0
11-5 = Wie-Teflon, getaucht 100 99 222
11-6 = Wie, Teflon getaucht 114 114 21,0
11-7 = Wie, Teflon getaucht 115 113 22,0
12-1 = Wieg202c, Teflon getaucht 134 135 21,5
12-2 = Wieg202c, Teflon getaucht 145 144 21,5
12-3 = Wieg202c, Teflon getaucht 106 106 22,0
12-4 = Wieg202c, Teflon getaucht 123 122 22,0
12-5 = Wieg202c, Teflon getaucht 116 116 22,0
12-6 = Wieg202c, Teflon getaucht 99 99 22,0
12-7 = Wieg202c, Teflon getaucht 116 116 22,0
13-1 = Wie, PE getaucht 109 108 21,0
13-2 = Wie, PE getaucht 108 108 21,0
13-3 = Wie, PE getaucht 84 82 21,0
13-4 = Wie, PE getaucht 75 74 21,5
13-5 = Wie, PE getaucht 122 122 22,0
13-6 = Wie, PE getaucht 75 74 215
13-7 = Wie, PE getaucht 123 122 21,5
15-1 = Wie, PE gespdlt 184 182 22,0
15-2 = Wie, PE gesplilt 173 172 21,0

Tab. 5: Auswertung der Prothesenendgewichte

4.1.1 Uberpriifung der semi-quantitativen Auswertung

Als Ursache der Gewichtsabnahme kdnnte das Auslésen von im Teflon und Polyethy-
len enthalten sogenannten Weichmachern verantwortlich sein. Weichmacher sind
Ester héherer Alkohole und bewirken die Vernetzung von Molekdllen, die entschei-
dend fir die Flexibilitat eines Materials sind.
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In einer Testreihe zur Uberpriifung der semi-quantitativen Methode wurde unbehan-
deltes Teflon 12 fr (braun) sowie 10 fr (weil}) auf 35 mm Lange geschnitten (insgesamt
42 Proben) und fur einen Zeitraum von 20 Tagen in Well-Plates auf der Schwenk-
vorrichtung bei 37°C im Inkubator unten genannten diversen Medien ausgesetzt.
Das Gewicht wurde vor und nach Versuchsbeginn mittels Feinwaage dokumentiert.

Mach Ansatz der Medien wurden vier 6-Well-Plates nach Vorgabe beschriftet, wobei
sich in jeder Zellkulturplatte zwei Proben befanden, ein brauner 12 fr und ein weiller
10 fr Stent. In der vierten Zellkulturplatte war je eine Probe enthalten (Tabelle 6).

‘Well-Plate ‘Medium

1-13 | kein Medium

1416 je 6 ml NaCl-Lésung 0,9 %

11 =113 je 6 ml PBS pH 6

14 — 116 je 6 ml PBS pH 8

1 -3 je 6 ml Alkohol absolut 100 % unvergelt
4 - 116 je 6 ml Alkohol 70 %

V1 - 1V3 je 6 ml Aqua bidest

V4 — IV6 je 6 ml Sonnenblumendl

Tab. 6: Verteilung der Zellkulturplatten und Medien im Rahmen der Testreihe zur Uberpriifung der semi-quantitativen Methode.

Zum Versuchsstart wurden die Plates mit Parafilm™ verschlossen, auf der Schwenk-
vorrichtung befestigt, die Schwenkvorrichtung im Inkubator installiert und auf 3,75
V Leistung eingestellt. Um den optimalen Kontakt zur Teflonoberfliche zu gewahr-
leisten, fand ein Mediumaustausch statt. Dabei wurde das Medium mittels einer
Wasserstrahlpumpe abgesaugt und anschlielfend nach dem vorgegebenen Schema
neu befllt.

Nach Versuchsende erfolgte das Absaugen des Mediums. Die Proben sind durch
Waschen von Resten des Mediums befreit worden. Die NaCl- und PBS-Proben wur-
den mit Aqua bidest, die Ol-Proben mit PBS + Tween 20 (0,05 %) mit Aqua bidest
gewaschen. Der Trocknungsprozess fand zunachst auf beschriftetem Filterpapier an
der Luft statt, es folgte die Uberfiihrung der Proben in vorbereitete Plates mit Silicagel
in einen Trockenbehalter.

Bei nur 3 der insgesamt 42 Proben konnte eine Gewichtsabnahme von je 1 mg

festgestellt werden. Die in Sonnenblumendl gelagerten Proben verzeichneten eine
Gewichtszunahme von je 1 mg, die durch Olanhaftungen erklart wurde.

4 Ergebnisse



Es konnte somit nicht bestatigt werden, dass durch die Einwirkung der oben be-
schriebenen Medien Bestandteile des Teflons ausgeldst wurden. Als Ursache der
Gewichtsabnahme innerhalb der Hauptmessreihe wurden die jeweiligen Beschich-
tungen ausgemacht. Zum einen kénnten aufgetretene Haftungsprobleme auf der
Teflonoberflache urs&chlich sein. Zum anderen kénnte diskutiert werden, ob durch
das Einwirken der einzelnen Umwelteinflisse Teile der Beschichtungen geldst wer-
den kénnten.

4.2 Qualitative rasterelektronenmikroskopische Beurteilung

Unter dem REM konnte bei jeder Probe deutlich zwischen intakter und beschadigter
Oberflaiche unterschieden werden, so dass in die Beurteilung ausschlieftlich be-
schichtete Stentabschnitte (ausgeschlossen die Referenzprobe) flossen. Aufgrund
der Haftungsproblematik wurde der Beschichtungszustand gesondert gewertet. Die
fotographische Dokumentation der rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen
befindet sich in Kapitel 9.

4.3 Ergebnis der einzelnen Beschichtungen

In Tabelle 7 sind die in dieser In-vitro-Studie untersuchten Beschichtungsarten ,Wie"
und ,\Wieg202c" auf den Materialien Teflon und Polyethylen sowie Teflon unbeschich-
tet unter den Kriterien Beschichtung, Proteinfilm, Sludgebildung, Bakteriendichte
sowie Besonderheiten dokumentiert. Ferner beinhaltet die Tabelle die Anzahl und
Vergrélierung der Bildaufnahmen sowie die Erfassung der Gesamtnote.
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Zur Beurteilung der Beschichtungen wurden die im Kapitel ,Methoden" in Tabelle
4 aufgefiihrten Bewertungskriterien angewandt und in den folgenden Diagrammen
dargestellt.

Probe 01: Wie, Teflon gespiilt

f Sludge / Schichthdhe
Sludge / GO
m Biofilm / Héhe

Probe 01-2

M Biofilm / GO

B Bakterienwuchs / Dichte

Probe 01-1

® Bakterienwuchs / GO

J B Beschichtung

Legende: Y-Achse = Probenanzahl der Beschichlungsart, X-Achse = Bewerlungskriterien mit Grading.

Probe 02: Wieg202c, Polyethylen getaucht
I" : |
Probe 02-7
Probe 02-6
Sludge / Schichthdhe
Probe 02-5
Sludge / GO
m Biofilm / Hohe
Probe 02-4 u Biofilm / GO
B Bakterienwuchs / Dichte
Probe 02-3 B Bakterienwuchs / GO
® Beschichtung
Probe 02-2
Probe 02-1
0 1 2 3 4
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Probe 06: Wieg202c, Polyethylen gespiilt

' | | . Sludge / Schichthdhe
Probe 06-2 Sludge / GO
| Biofilm / Hihe
i " Biofilm / GO
Probe 06-1 B Bakterienwuchs / Dichte
® Bakterienwuchs / GO
"
1 5 3 4 ® Beschichtung
Probe 07: Wieg202c ,Teflon gespiilt
| Il Sludge [ Schichthdhe
Sludge / GO
Probe 07-2
m Biofilm / Hohe
m Biofilm / GO
Probe 07-1 W Bakterienwuchs / Dichte
W Bakterienwuchs / GO
1 2 3 4 ® Beschichtung
Probe 09: Teflon unbeschichtet
1
Prﬂbﬂ 05-7 | I |
Probe 09-6 |
! ' Sludge / Schichthahe
Probe 09-5 i [
Sludge / GO
: m Biofilm / Héhe
Probe 09-4 ; | mBiofilm/ GO
B Bakterienwuchs / Dichte
Probe 09-3 | ® Bakterienwuchs f GO
, m Beschichtung
[
Probe 09-2 ; '
]
Probe 09-1 J
1 2 3 4
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Probe 11: Wie, Teflon getaucht

Probe 11-7
Probe 11-6
sludge / Schichthidhe
Probe 11-5
Sludge / GO
| Biofilm / Héhe
Probe 11-4 w Biofilm / GO
W Bakterienwuchs / Dichte
Probe 11-3 B Bakterienwuchs / GO
® Beschichtung
Probe 11-2
Probe 11-1
0 1 2 3 4
Probe 12: Wieg202, Teflon getaucht
q | | ,
Probe 12-7
J
: ) Sludge / Schichthdhe
Probe 12-5
Sludge / GO
] . m Biofilm / Hihe
Probe 12-4 = Biofilm / GO
i B Bakterienwuchs / Dichte
Probe 12-3 ® Bakterienwuchs / GO
m Beschichtung
J
J

0

1

2 3 4
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Probe 13: Wie, Polyethylen getaucht

a 1
Probe 13-7 |
Probe 13-6
\
Sludge / Schichthdhe
Probe 13-5
o ‘ . Sludge / GO
m Biofilm / Hohe
Probe 13-4 ‘ | m Biofilm / GO
W Bakterienwuchs / Dichte
|
Probe 13-3 ‘ { M Bakterienwuchs / GO
® Beschichtung
Probe 13-2
\
Probe 13-1

Probe 15: Wie, Polyethylen gespiilt

1 | .l Sludge / Schichthihe
Sludge / GO
Probe 15-2
M Biofilm / Hohe
" ® Biofilm / GO
- ) .
Probe 151 Bakterienwuchs / Dichte

M Bakterienwuchs / GO

M Beschichtung

4.4 Ergebnis der Probengeometrie

Im Vergleich zwischen halbrunder und runder Geometrie der Proben ergaben sich
Unterschiede. Die runde Form wies eine um ein bis zwei Grad gréfiere Verunreini-
gung der Oberflachen hinsichtlich aller angewandten Beurteilungskriterien auf. So-
wohl die Menge an Bakterien sowie die mit Biofilm Uberzogene Flache als auch das
Auftreten von Sludge waren deutlich erhéht. Diese Tendenz war fir alle beschichteten
und unbeschichteten Stentproben gleichermalten nachweisbar.
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4.5 Gesamtergebnis

Im Vergleich der gebildeten Untersuchungsgruppen, ergibt sich nach der Auswertung
der einzelnen Beschichtungen sowie der unbeschichteten Teflon-Referenzprobe,
folgende Rangfolge im Hinblick auf ihre Fahigkeit, Sludgebildung zu vermeiden.

Reihenfolge von 1. entspricht einer guten Eignung bis 9. entspricht einer schlechten
Eignung. Die in Klammern gesetzte Ziffer zeigt die an das Schulnotensystem ange-
lehnte Bewertung.

1. Wie: Teflon, gesplult (2-Komponenten Polyurethan Beschichtungssystem ohne
Nanopartikel) (1,8)

2. Referenzprobe: Teflon, unbeschichtet (1,9)

3. Wie: Teflon, getaucht (2-Komponenten Polyurethan Beschichtungssystem ohne
Manopartikel) (2,0)

4. Wie: Polyethylen, gesplilt (2-Komponenten Polyurethan Beschichtungssystem
ohne Nanopartikel) (2,2)

5. Wie: Polyethylen, getaucht (2-Komponenten Polyurethan Beschichtungssystem
ohne Nanopartikel) (3,2)

6. Wieg202c: Teflon, gespilt (2-Komponenten Polyurethan Beschichtungssystem
mit Nanopartikel) (4,0)

7. Wieg202c: Polyethylen, getaucht (2-Komponenten Polyurethan Beschichtungs-
system mit Nanopartikel) (4,2)

8. Wieg202c: Polyethylen, gespiilt (2-Komponenten Polyurethan Beschichtungs-
system mit Nanopartikel) (5,9)

9. Wieg202c: Teflon, getaucht (2-Komponenten Polyurethan Beschichtungs-
system mit Nanopartikel) (6,0)

Die geringsten Anhaftungen fanden sich auf der 2-Komponenten-Polyurethanbe-
schichtung (Wie), die im Vergleich zu herkémmlichen Teflonstents eine geringere
Proteinfilm und Sludgeauflagerung aufwies. Die Anzahl an Bakterien auf der Pro-
benoberflache ist geringfiigig niedriger ausgefallen.

Die Ergebnisse mit Siliciumdioxidpartikel (Wieg202c) beschichteten Gallengangdrai-
nagen zeigten keinen entscheidenden Vorteil hinsichtlich der genannten Untersu-
chungskriterien. Aufgrund nicht ausreichender Haftung einiger Beschichtungen am
Teflon, die auf eine wahrscheinlich zu hohe Schichtdicke sowie auf die Probenauf-
bereitung nach der Inkubation zurlickzufiihren ist, konnte keine quantitative Aussage
Uber die Sludgeauflagerungen getroffen werden.
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5 Diskussion

Eine chirurgische Resektion der Pankreasneoplasie ist meist aufgrund des fortge-
schrittenen Stadiums zum Zeitpunkt der Diagnosestellung nicht mehr méglich. Die
palliative Therapie der Wahl beim malignen VerschluRikterus stellt die Stentimplan-
tation dar. Die Einlage der Endoprothese gewéhrt den Gallensekretabfluf. Bis zum
sogenannten Clogging — zur Verstopfung der Stenteinlage vergehen durchschnittlich
drei bis sechs Monate. Die endoskopische Reintervention stellt eine Belastung fur
den Patienten dar. Die Implantation von erheblich teureren, selbstexpandierenden
Metallstents mit einem Kostenfaktor von circa 1000 € je Stent, bietet zwar eine
signifikant langere Drainagedauer, ist jedoch mit einem Tumorein- und Gberwuchs
behaftet (Huibregtse et al. 1992, Knyrim et al. 1993, Wagner et al. 1993, Neuhaus
und Schuhmacher 1998, Kaassis et al. 2003).

Der Mechanismus der Okklusion ist multifaktoriell und wurde bereits von mehreren
Autoren diskutiert (Wosiewitz et al. 1985, Groen et al. 1987, Provansai-Cheylan et al.
1989, Coene et al. 1990, Moesch et al. 1991, Dowidar et al. 1992, Sung und Chung
1995, Libby und Leung 1996, Smits et al. 1997, Van Berkel et al. 1998, Van Berkel
et al. 2000, Van Berkel et al. 2005). Eine prophylaktische Antibiotikagabe fiihrte in
mehreren randomisierten Studien zu keiner Verldngerung der Drainagedauer. Eine
Erklarung dafir ist, dass die Glykoproteine und der Sludge der Bakterien eine physi-
kalische Barriere flr das Antibiotikum darstellen (Smit 1989, Ghosh 1994, Tarnasky
1995, Luman 1999, De Ledinghen 2000, Galandi 2002).

Bis zum heutigen Tag stehen wir vor einem ungelésten Problem: Wie kann im klini-
schen Einsatz die Liegedauer von Gallengangendoprothesen verldngert werden?

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestétigen in der rasterelektronischen Untersuchung
die Zusammensetzung des Sludge aus Bakterien, Bilirubinat sowie Proteinen. Dass
Bakterien hierbei eine Schlisselrolle einnehmen, wurde bereits von Leung et al.
postuliert (Leung et al. 1988). Dies wurde im Umkehrschluf in der Arbeit von A.-C.
Schéafer bestatigt. Die Studienergebnisse von Stentproben ohne Bakterienzusatz
wiesen keine Sludgebildung auf. Ferner wurde in dieser In-vitro-Untersuchung in
einem hydrophobierten Sol-Gel-Beschichtungsverfahren bewiesen, dass eine Ober-
flachenmodifikation mit sowohl hydrophoben als auch hydrophilen Anteilen in einem
Anteil von circa 75 zu 25 % die Adhasion von Bakterien am Stentmaterial signifikant
mindert und folglich die Sludgeentstehung reduziert wird (Schafer 2004 ).

Ungeachtet der Struktur sowie der chemischen Zusammensetzung lassen sich alle
Oberflachen in Bezug auf die Anhaftung von Wasser in zwei Gruppen unterteilen.
Entweder sind sie hydrophil, sprich wasserliebend oder sie sind hydrophob, sprich
wassermeidend. Wéassrige Flissigkeiten verteilen sich auf hydrophilen Oberflachen
gleichmalig, hingegen sie auf hydrophoben Oberflachen abperlen.
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In den 1970er Jahren wurde dieser Vorgang erstmalig bei der Lotuspflanze beobach-
tet. Regentropfen perlen an den Blattern der Lotusblume ab und nehmen dabei alle
Schmutzpartikel, die auf der Oberflache vorhanden sind, mit. Dieser Effekt, d.h. die
geringe Benetzbarkeit einer Oberflache, welcher auf die extrem hydrophobe Oberfla-
chenstruktur der Lotuspflanze zuriickzufiihren ist, wird als Lotus-Effekt® bezeichnet.
Fir das Verstandnis entscheidend ist, dass nicht elektrische oder chemische Effekte
dafir verantwortlich sind, sondern nanometergrole ,Unregelmaligkeiten”.

Abb. 14: A Lotusblatt, Quelle: www.nanotol.defwas-ist-nano B Ein Wassertropfen perll auf der Oberfldche eines Lotusblattes ab,
Quelle: www focus. deffotosiwilliam-thielicke.

Inzwischen wurden zahlreiche weitere ,Nano-Effekte" in der Natur beschrieben, z.B.
auf der Haifischhaut. Hier sorgen Unebenheiten im Nanometerbereich daflr, dass
weniger Reibung zwischen Haut und Wasser auftritt. Durch diese Eigenschaft knnen
Haie schneller durch das Wasser gleiten.

Abb.15: Haifischhaut, vergréiert.
Quelle: www. biotechnikum.eu/uploads/pics/08_Haifischhaut_web.jpg

In den 1990er Jahren wurde die bis dahin nur in der Natur zu beobachtende Fahig-
keit der Selbstreinigung in biometrisch-technische Produkte Ubertragen. Es wurden
Oberflachen nach dem Vorbild der Natur erzeugt, bei denen durch Nano-Struktur-
Gestaltung der Oberflache die gewlinschten Effekte bewirkt werden konnten.
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Betrachtet man Oberfldchen, die mit einer Nanobeschichtung versehen wurden unter
dem Mikroskop, so erkennt man sehr deutlich, wie sich ein Netz aus Nano-Polymeren
Uber die Oberflache zieht, welches sich eng mit der Oberflache verbunden hat.

Aufgrund der geringen Grélte erzeugter Solpartikel im Nanometerbereich lasst sich
der Sol-Gel-Prozess als Teil der chemischen Nanotechnologie verstehen. Im Gegen-
satz dazu kommt es auf unstrukturierten, glatten Oberflachen, wie z.B. Teflon, zum
Gleiten von Flussigkeiten. Dies bewirkt jedoch nur eine geringe Schmutzentfernung
(Wienhold 2001, Wienhold 2003).

Abb.16: Schmutzabweisende Wirkung eines mit hydrophoben Partikeln modifizierten hydrophobierten
Sol-Gel-Beschichtungsmaterials. (Abbildung mit freundlicher Genehmigung durch Dr. Uwe Wienhold, Chemiker,
Fa. Wienhold-Consult, Magdeburg),

Produkte der Nanotechnologie sind inzwischen auf unterschiedlichsten Oberfladchen
anwendbar und erhéhen die Widerstandsfahigkeit gegenliber Schmutz und anderer
schadlicher Umwelteinflisse dauerhaft, indem sie die Oberflache durch eine diinne
Schicht aus Nanopolymeren schiitzen. Barthlott ist Inhaber eines Basispatent sowie
der Marke Lotus-Effekt®.

Selbstreinigende Oberflachen sind von zunehmend technischer und wirtschaftlicher
Bedeutung. Heutzutage findet sich eine Vielzahl an Industriekooperationen auf dem
Markt. Unter anderem wirbt die Autolackindustrie mit nanotechnologisch erzeugten
Lackversiegelungen. Weitere Anwendungen gibt es beispielsweise bei selbstreini-
genden Markisen, Planen und Segeln, die sonst schnell verschmutzen und schwer
zu reinigen sind. Ebenso hat sich die Textilbranche den Lotus-Effekt® zu Nutze
gemacht. So ist es mdglich, dass selbst hartnéckige Lebensmittel wie Rotwein oder
Tomatensolie problemlos an der Kleidung abperlen.

Beim Reinigen von Oberflachen spielt eine Vielzahl von Faktoren zusammen. Zum
einen die chemische Beschaffenheit der Oberflache, deren mechanische Eigenschaft
sowie die Art des Schmutzes. Zum anderen die verwendeten Reinigungssubstanzen.
Des Weiteren sind den physikalischen Bedingungen wie Temperatur und Bewegung
der Reinigungslésung Beachtung zu schenken.
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Die traditionelle Sichtweise geht davon aus, dass Unebenheiten die bakterielle Anhaf-
tung auf der Oberflache erleichtern kénnen und somit zu einer frihzeitigen Stentver-
stopfung flhren. Van Berkel et al. untersuchten mit dem Rasterelektronenmikroskop
die Oberflachen unbenutzter Stents aus unterschiedlichen Materialien. Sie stellten
fest, dass Gallengangendoprothesen sowohl aus Polyethylen als auch aus Teflon
die gréften Irregularitdten in Form von Ldchern oder Kratzern auf ihrer Oberflache
aufwiesen. Die Polyurethanstents prasentierten bei dieser Untersuchung eine extrem
glatte Oberflache.

Die grundlegende Uberlegung hinter der vorgestelliten Arbeit ist, dass Oberflachen
Sludge genauso abstofen kénnen wie Schmutz. Ahnlich wie beim Lotus-Effekt®
oder den anderen dargestellten Beispielen, soll eine speziell gestaltete Oberflache
den gewlnschten Effekt erzielen.

Die Oberflache einer Gallengangendoprothese muss zur Gewahrleistung einer dau-
erhaften Drainage mehreren Einflissen gerecht werden. Die Zusammensetzung
der Galle variiert von Menschen zu Mensch. Viskésere Galle fliel3t schlechter und
fallt leichter Gallesalze aus. Gallensteine bilden sich vor allem in der Gallenblase.
Dort ist die Galle aufgrund von Wasserresorption konzentrierter und viskdser. Tu-
morpatienten neigen oft zu geringer Fliissigkeitsaufnahme, was ebenfalls zu einer
Erhéhung der Galleviskositat fUhren dirfte. Befallt der Tumor den Ductus cysticus
oder die Gallenblase, so entfallen damit die stoartigen Spulungen durch Kontraktion
der Gallenblase nach Stimulation (ber Cholezystokinin.

Das Ziel dieser Arbeit ist, eine kostenginstige Alternative gegenuber herkdmmlichen
Teflonstents zu entwickeln. Die Oberflache sollte eine geringe Adhésion gegeniber
Sludge aufweisen und dadurch das Clogging des Stents verhindern. Folglich soll
fir den Tumorpatienten eine verbesserte Palliation erreicht werden, die bis zum
Lebensende keinen erneuten Stentwechsel erfordert.

Viele Anzeichen sprechen daflr, dass die Beschaffenheit der Materialoberflache eine
entscheidende Rolle bei der Sludgebildung einnimmt. Es gibt zwei verschiedene
Arten von Kunststoffstents. Die geraden biliaren Stents des Amsterdam-Standard-
Typs werden aus Polyethylen hergestellt, andere verwendete Materialien sind Teflon
und Polyurethan. Teflon hat einen geringeren Reibungskoeffizient und eine glattere
Oberflache als Polyethylen. In-vitro-Studien zeigten fiir Teflon eine geringere Ab-
sorption von Proteinen und eine geringere Ansammlung von Sludge (Coene et al.
1990, Dowidar et al. 1992). Jedoch konnten klinische Studien nicht nachweisen, dass
diese Faktoren in einer verlangerten Durchgangigkeit resultieren (Teruzzi et al. 2000,
Van Berkel 1998). In einer randomisierten Studie Uber die Stenteinlage bei malignen
distalen Gallengangsobstruktionen zeigten sich bei Teflon- wie bei Polyethylenstents
ahnliche Durchgéangigkeitsraten. Polyurethanstents zeigen unter dem Elektronenmi-
kroskop eine glattere Oberflache als Polyethylen (Van Berkel et al. 2000). Daraus
resultiert jedoch keine verlangerte Durchflusszeit. Die zweite Art des Kunststoffstents
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stellt der Pigtail-Stent dar. Beim Einfiihren wird er (iber einen Filhrungsgrad begra-
digt, um im Anschlul® nach dessen Rickzug in seine Schweineschwanzform zu-
rickzukehren. Zur Drainage befinden sich zwei L6cher in der Seite des Stents. Das
.Double-Pigtail*- Design verhindert eine Migration sowohl nach proximal als auch
nach distal und bietet den Vorteil einer sicheren Verankerung.

In-vitro-Studien haben gezeigt, dass der Gallefluss durch einen geraden Stent signi-
fikant besser als durch einen Pigtail-Stent gleichen Durchmessers ist. Dies Ia[t sich
auf die gebogene Form und die kleinen Drainageltcher des Letzteren zurlickfihren
(Scheeres et al. 1990). Ein weiterer Vorteil ist die leichte Kanlilierung mit einem Fiih-
rungsdraht zur Auswechslung des Stents Giber den Draht. Die Seitenlécher stellen er-
fahrungsgemal} den haufigsten Ort der Sludgeansammlung dar. Dies kann durch die
Wirbel des Gallenflusses und die rauen Ecken erklart werden, die eine Bakterien- und
Sludgebesiedelung férdern. In einer klinischen Studie wurde bei Stents ohne Seitenlo-
cher eine signifikant geringere Sludgeansammlung als bei solchen mit Seitenléchern
dokumentiert (Coene et al. 1990). Dies fluhrte zur Entwicklung des Tannenbaumstents,
der aus Teflon besteht und keine Seitenlécher besitzt. In einer Pilotstudie zeigte dieser
eine langere Durchgéngigkeitszeit als konventionelle Polyethylenstents mit Seiten-
Iéchern (Binmoeller et al. 1995, Seitz 1996). Allerdings konnten diese Vorteile von
Stents ohne Seitenlécher in nachfolgenden Studien nicht bestatigt werden (Sung et
al. 1994, Meyerson et al. 1998, Van Berkel 1998, Terruzzi et al. 2000).

In der Arbeit von A.-C. Schafer wurde erstmalig die Methodik der Untersuchung zahl-
reicher Oberflachen mit systematisch modifizierter Oberflacheneigenschaften ange-
wandt. Die Voruntersuchungen zeigten einerseits die Uberlegenheit einiger Sol-Gel-
Beschichtungen und andererseits einen Vorteil fur glatte Polyurethanoberflachen.

In der vorliegenden In-vitro-Studie wurde das Beschichtungs- und Auswertungsver-
fahren im Vergleich zu vorherigen Studien modifiziert. Dariiber hinaus wurde die
Untersuchungsreihe durch Polyethylenprothesen erweitert. Siliciumdioxidpartikel
und Polyurethanbeschichtungen wurden einerseits auf Teflon sowie ergdnzend auf
Polyethylen untersucht.

Die Ergebnisse wurden sowohl durch ein semi-quantitatives als auch durch ein qua-
litatives Auswertungsverfahren erhoben. Die semi-gquantitative Auswertung erfolgte
mittels einer Feinwaage. Es stand zur Diskussion, ob die unerwartete und im Grunde
genommen unerwiinschte Gewichtsabnahme der beschichteten Gallengangendo-
prothesen auf das Auslésen von im Teflon und Polyethylen enthaltenen sogenannten
Weichmachern zuriickzufiihren ist. Zur Uberpriifung der semi-quantitativen Auswer-
tungsmethode, wurde unbehandeltes Teflon tber einen definierten Zeitraum in Zell-
kulturplatten im Inkubator diversen Medien ausgesetzt.
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Bei jedoch nur 3 der insgesamt 42 Proben konnte durch die Einwirkung der Medi-
en NaCl Lsg. 0,9%, PBS pH 6 und 8, Alkohol absolut 100% und 70% sowie Aqua
bidest. eine Gewichtsabnahme verzeichnet werden. Es konnte somit nicht bestatigt
werden, dass durch die Einwirkung der Medien Bestandteile aus dem Objekttrager
ausgeltst werden.

Die Reihe der in Sonnenblumendl gelagerien Proben verzeichnete eine Gewichts-
zunahme, die durch Olanhaftung erklart wurde. Die Ursache des Gewichtsverlust
von 30,2% der Stentproben in der Hauptmessreihe wurde folglich zum einen den
jeweiligen Beschichtungsarten zugeschrieben werden, zum anderen kénnten auch
vom Objekttradger ausgehende Haftungsprobleme zugrunde liegen.

Qualitativ konnte rasterelekektronenmikroskopisch deutlich zwischen intakter und
beschéadigter Oberflache unterschieden werden. Die Annahme, dass es einen Zu-
sammenhang zwischen dem aufgetretenen Gewichtsverlust sowie dem Abldsen der
Beschichtung auf dem Tragermaterial gibt, wird durch dieses Ergebnis verhartet.

Im Vergleich zu herkémmlichen Teflonstents konnte in der hier vorliegenden experi-
mentellen Studie auf dem 2-Komponenten-Polyurethan-beschichtungssystem (Wie)
eine geringere Protein- und Sludgeauflagerung nachgewiesen werden.

Weitaus groliere Ablagerungen wurden dagegen auf den Polyurethanprothesen,
deren Oberfladche zusétzlich mit hydrophoben Siliciumdioxidpartikeln (Wieg202c)
beschichtet wurde, nachgewiesen. Die glatte Polyurethanoberflache wurde durch die
Manopartikel uneben und férdert damit offenbar die Anhaftung von Sludge. Dariiber
hinaus erwies sich die Beschichtung mit Polyurethan plus Nanopartikel als instabil
und neigt zur Rissbildung. In einigen Praparaten zeigt sich eine Kumulation von
Bakterien an unregelmafigen Stellen der Prothesenoberflache.

Basierend auf den Erkenntnissen der Studie von A.-C. Schéfer sowie der hier vorlie-
genden Untersuchungsergebnisse, erwies sich in der Folgestudie von M. Dogan die
Kombinationsbeschichtung aus Polyurethan und hochmolekularem Epoxid-Sol-Gel
als stabil und mit weniger Schaden in der Beschichtung. Gegeniiber nativen Teflon-
material wurde eine geringere Sludgebildung nachgewiesen (Dogan 2008).

In einer weiterflhrenden In-vitro-Untersuchung unter der Leitung von PD Dr. U. Seitz,
wurde aufgrund der hier erstmalig aufgetretenen Anhaftungsproblematik, die Zusam-
mensetzung und Konzentration nanotechnologisch erzeugter Sol-Gel-Beschichtun-
gen auf Teflonoberflachen optimiert und die Stabilitat, die Haftungsfahigkeit auf dem
Tragermaterial, durch einen Primer verbessert. Hierzu wurden die Sol-Gel-Beschich-
tungen mit einem niedermolekularen und mit einem hochmolekularen Epoxid-Harz
gekoppelt und jeweils in drei unterschiedlichen Verdiinnungen hergestellt.
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Des Weiteren zeigte sich auf den beschichteten Stents das Verfahren der Alko-
holtrocknung, welches im Vergleich zur Luftrocknung die schonendere Trocknungsart
sein soll, kein signifikanter Vorteil hinsichtlich der Artefaktbildung (Agdirlioglu 2008).

Die urspriingliche Vorgehensweise in der Studie von A.-C. Schéfer sah vor, den
Teflonschlauch erst nach dem Beschichtungsverfahren zu schneiden. Dies flihrte
zu erheblichen Beschadigungen der Oberflachenstruktur, so dass die Proben nur
bedingt auswertbar waren.

Zur Optimierung des Beschichtungsverfahrens, wurden die in dieser Studie ver-
wendeten Proben vor der Beschichtung auf entsprechende Lange geschnitten. Ein
Teil der ca. 20mm langen Teflonstents wurde halbiert und anschlielfend am Ende
der Probe mit einem Loch versehen, durch welches ein Befestigungsdraht gezogen
wurde. An dieser Haltevorrichtung konnte die Probe in die jeweilige Flissigkeit ein-
getaucht werden, um dann im zweiten Schritt zum Abtropfen des Uberstandes und
Trocknen an einem Gitter sicher befestigt zu werden.

Die fUr diese Studie konstruierte Schwenkapparatur stellt eine kostenglnstige und
effektive Erfindung zur Imitation des humanen Galleflul? dar. Die Grundlage fir den
Bau erfolgte in Anlehnung an die Voruntersuchung von A.-C. Schafer. Durch Ver-
wendung eines alternativen Baumaterials, hier klimaresistentes Aluminium, gelang
es jedoch eine Schwenkvorrichtung kleineren Ausmales zu bauen, die im Vergleich
noch weniger Stellflache im Inkubator einnimmt. Betrieben mit einem kleinen kunst-
stoffummantelten Motor wurde die Geschwindigkeit Giber ein 12 Volt Netzteil stufenlos
geregelt.

Neben diesem Vorteil ist hervorzuheben, dass sowohl fiir die Umsetzung der Schwen-
kapparatur als auch im Hinblick auf die Durchfilhrung dieser experimentellen Studie
im Ganzen, der monetare Aufwand gering war. Férdermittel, zum Beispiel (iber die
Deutsche Forschergemeinschaft (DFG), wurden nicht bendtigt.
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6 Zusammenfassung

Das seit 1979 von Prof. Soehendra an der Universitdt Hamburg-Eppendorf entwickel-
te Verfahren des endoskopischen Stenting des Gallengangs mit Kunststoffprothesen
zur Palliation des malignen VerschlulBikterus ist heutzutage weltweit die Methode der
Wahl. Ein bisher noch unzureichend geldstes Problem stellt die Okklusion des Kunst-
stoffstents mit Sludge dar, welches zu belastenden, endoskopischen Reinterventio-
nen fuhrt. Metallstents weisen zwar eine deutlich l&ngere Drainagedauer gegenuber
Plastikstents auf, sind aber aufgrund héherer Kosten sowie anderer Komplikationen
problematisch.

In der vorliegenden In-vitro-Untersuchung wurden Proben von Gallengangendopro-
thesen aus Teflon und Polyethylen mit verschiedenen nanotechnologisch erzeugten
Oberflachen aus Polyurethan und Nanopartikeln verschiedener Grifie beschichtet.
Ziel ist es, mogliche Vorteile dieser Beschichtungen gegeniber herkémmlichen Tef-
lon in Bezug auf die Anhaftung von bilidrem Sludge aufzuzeigen, um im klinischen
Einsatz die Liegezeiten von Gallengangendoprothesen verlangern zu kénnen.

Es wurden Siliciumdioxid- und Polyurethanbeschichtungen sowohl auf Teflon als
auch auf Polyethylen im Vergleich zu herkdmmlichen Teflonprothesen untersucht.
Die Proben wurden Uber einen definierten Zeitraum mit antibiotikafreier, humaner,
bakteriell infizierter Galle auf einer fiir den Studienzweck entwickelten Schwenk-
vorrichtung zur Imitation des physiologischen Gallefluf® durchspiilt und inkubiert.
Die entstandenen Sludgeablagerungen wurden rasterelektronenmikroskopisch qua-
litativ und mittels einer Feinwaage semi-quantitativ ausgewertet. Im Vergleich zur
abgeschlossenen Dissertation von A.-C. Schafer wurde das Beschichtungsverfah-
ren modifiziert, die Untersuchungsreihe durch Polyethylenprothesen erweitert, eine
héhere Anzahl von Proben untersucht, die Beurteilungskriterien verfeinert sowie ein
quantitativer Ansatz versucht.

Mit den hier vorgelegten In-vitro-Ergebnissen wurde ein potentieller Vorteil der 2-Kom-
ponenten-Polyurethanbeschichtung von Gallengangstents belegt. Es verbindet sich
hiermit die Hoffnung auf eine kostengiinstige Modifikation von Plastikprothesen, die
zur Vermeidung von Reinterventionen flihrt. Vor dem klinischen Einsatz sollte je-
doch die Haftung der Beschichtung auf dem Stent verbessert werden. Anzudenken
wére in weiterflhrenden Studien die Entwicklung eines ,Primer” zu untersuchen, der
eine verbesserte Anhaftung der Beschichtungsmaterialien an die Teflonoberflache
ermdglicht.
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9 Anhang: Abbildungen REM

Abb. 2: Wie, Teflon gespdll.
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Abb, 5 Wie, Teflon gespiilt, Abb. 6 Wieg202c, PE getaucht,

Abb. 7: Wieg202c, PE getaucht. Abb. 8: Wieg202c, PE getaucht.
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Abb. 8 Wieg202c, PE getaucht.
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Abb. 11: Wieg202c, PE getaucht. Abb. 12: Wieg202c, PE getaucht.
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Abb. 13: Wieg202c, PE getaucht,

Abb. 15 Wieg202c, PE getaucht.
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Abb. 23 Wieg202c, PE getaucht. Abb. 24: Wieg202c, PE getaucht.
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Abb. 25: Wieg202c, PE getaucht. Abb. 26: Wieg202c, PE getaucht.

Abb. 27: Wieg202c, PE gespillt.

Z@ea

Abb. 30: Wieg202c, PE gespdlt.
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Abb. 31: Wieg202c, PE gespillt. Abb. 32: Wieg202c, PE gespllt.

9 Anhang 57



Abb. 39: Wieg202c, Teflon gespdlt.
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Abb. 34: Wieg202c, PE gespdit
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Abb. 35: Wieg202c, Teflon gespllt.

1288

18 pm

Abb. 38: Wieg202c, Teflon gesplilt,
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Abb. 40: Wieg202c, Teflon gespllt.
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. 46: Teflon unbeschichtet.
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Abb. 47: Teflon unbeschichtet. Abb. 4
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Abb. 49: Teflon unbeschichtet. Abb. 50: Teflon unbeschichtet.

Abb. 52: Teflon unbeschichtet.

iaaa

[a—
18 pm

B

Abb. 55: Teflon unbeschichtet. Abb. 58 Teflon unbeschichtet.
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Abb. 58: Teflon unbeschichtet.
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Abb. 59: Teflon unbeschichtet.
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Abb. 64: Teflon unbeschichtet.
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Abb. 65: Teflon unbeschichtet.
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Abb. 71: Wie, Teflon getaucht. Abb. 72: Wie, Teflon getaucht.
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Abb. 75: Wie, Teflon getaucht. Abb. 76: Wie, Teflon getaucht.
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Abb. 79: Wie, Teflon getaucht. Abb. 80: Wie, Teflon getaucht.
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Abb. 87: Wie, Teflon getaucht. Abb. 88: Wie, Teflon getaucht.
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Abb, 93: Wieg202c, Teflon getaucht.

Abb. 95 Wieg202c, Teflon getaucht. Abb. 95: Wieg202c, Teflon getaucht.
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Abb. 87: Wieg202c, Teflon getaucht. Abb. 98: Wieg202c, Teflon getaucht.

Abb. 99: Wie, PE getaucht. Abb. 100: Wie, PE getaucht.

Abb. 103: Wie, PE getaucht. Abb. 104: Wie, PE getaucht.
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Abb. 106: Wie, PE getaucht.
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Abb. 107: Wie, PE getaucht. Abb. 108: Wie, PE getaucht.

Abb, 109: Wie, PE getaucht. Abb. 110: Wie, PE getaucht.

Abb. 111: Wie, PE getaucht. Abb. 112: Wie, PE getaucht.
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Abb. 113: Wie, PE getaucht.
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Abb. 119: Wie, PE gesplilt.
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Abb. 124: Wie, PE gespllt.

Abb, 125: Wie, PE gespilt, Abb. 126: Wie, PE gespllt.
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