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2. Zusammenfassung

Uber die Perigraftreaktion von unbeschichteten und antibakteriell beschichte-
ten Silber- und Rifampicin-Dacron-GefaRprothesen. Eine quantitative Analyse

am tierexperimentellen Rickenhautkammermodell der Maus

Um geschadigte Arterien zu ersetzten muss haufig auf synthetische Gefaliprothesen
zuruckgegriffen werden, obwohl diese mit einer deutlich hoheren Inzidenz an Infek-
ten einhergehen als dies fur autologe Venen der Fall ist. Bei vielen gefalichirurgi-
schen Patienten stehen zum Beispiel aufgrund von Alter oder Begleiterkrankungen
keine entsprechenden Venen zur Verfugung die fur einen Gefalersatz notwendig
waren. Fur diese Patienten ist die Verwendung von Gefaliprothesen oft die einzig
alternative Therapie. Das Risiko eines Gefaldprotheseninfekts liegt bei ungefahr 5%
und ist mit einer hohen Morbiditat und Mortalitat verbunden. Zur Behandlung einer
solchen Gefaldprotheseninfektion reicht eine systemische Antibiose alleine oft nicht
aus.

Teilweise mussen infizierte Prothesen entfernt und gegeben falls sehr aufwendig re-
konstruiert werden. Als Ersatz der infizierten Prothese und zur direkten Therapie in
situ haben sich Dacron™ Prothesen etabliert, die mit antibakteriellen Eigenschaften
ausgestattet sind. Das verbreitetste Konzept ist die Beschichtung einer Dacron™
Prothese mit dem Antibiotikum Rifampicin. Ebenfalls ist die Beschichtung mit Silber
erhaltlich und auch eine Kombinationsbeschichtung aus Rifampicin und Silber auf
einer Dacron™ Prothese ist moglich. Diese speziellen Prothesen werden zunehmend
auch zur Prophylaxe eingesetzt. Bei Rifampicin wird jedoch seit langerer Zeit eine
antiangiogene und proliferationshemmende Wirkung beschrieben. Eine ausreichende
Angiogenese, Proliferation und eine adaquate Inflammation sind jedoch fur die suffi-
ziente Integration einer Prothese in das umliegende Gewebe enorm wichtig, hier-
durch kénnen auch Gefal3protheseninfektionen vermieden werden. Insofern wollten
wir in unserer Studie untersuchen, ob sich eine Rifampicinbeschichtung negativ auf
das Integrationsverhalten von Gefal3prothesen auswirkt. Hierfur wurden Rifampicin-
beschichtete und unbeschichteten Dacron™ sowie mit Rifampicinbeschichtete

Dacron Silber*™ Prothesen verglichen.



Fir die Studie nutzen wir das Rickenhautkammermodell an C57BL/6 Mausen. Durch
diese Methode war eine in vivo Analyse Uber 14 Untersuchungstage mittels intravita-

ler Fluoreszenzmikroskopie (IVM) moglich.

Hier konnten die Neoangiogenese und Inflammation als dynamische Prozesse beo-
bachtet werden. Nach Ende der in vivo Messungen folgten ein immunhistochemische
Auswertungen der Neoangiogense und Inflammation sowie von Proliferation und
Apoptose. Wir konnten feststellen, dass Rifampicinbeschichtete Dacron™ Prothesen
verglichen mit unbeschichteten Dacron™ Prothesen die Neoangiogense und Inflam-
mation signifikant hemmten. Diese Ergebnisse, eine signifikante Hemmung der
Proliferation sowie eine signifikant erhohte Apoptose, ausgeldst durch Rifampicin,
konnte immunhistochemisch bestatigt werden. Der Vergleich von Rifampicinbe-
schichteten und unbeschichteten Prothesen mit Rifampicinbeschichteten Dacron Sil-
ber*™ Prothesen ergab eine signifikant niedrigere Inflammation und Angiogenense
verglichen mit unbeschichteten Prothesen. Im Vergleich mit Rifampicinbeschichteten
Dacron™ Prothesen war eine erhéhte Angiogenese und Inflammation im spéaten Ver-
lauf des Versuchs messbar. Daruber hinaus konnten signifikant hohere Werte fur
Proliferation und signifikant niedrigere Werte fur Apoptose im Vergleich mit Rifampi-

cinbeschichteten Dacron™ Prothesen erhoben werden.

Dieses signifikant schwachere Integrationsverhalten von Rifampicinbeschichteten
Gefallprothesen konnte im direkten Zusammenhang mit der Hemmung des Vascular
endothelial growth factor (VEGF) und der bekannten immundepressiven Wirkung von

Rifampicin stehen.

Vor allem eine fruhe Neoangiogense und eine adaquate Inflammation sind fur die
Inkorporation von Gefal3prothesen wichtig. Eine suffiziente Inkorporation tragt zu ei-
ner verbesserten Offenheitsrate bei und senkt die Gefahr eines Protheseninfekts.
Insofern sollte der Einsatz von Rifampicinbeschichteten Gefal3prothesen jeweils ab-
gewagt werden. Insbesondere der prophylaktische Einsatz dieser Prothesen sollte

Uberdacht werden.



21 Summary

Perigraftreaction of uncoated and antibacterial coated Silver- and Rifampicin-
Dacron-vascular grafts. A quantitative analysis using the dorsal skinfold
chamber of mice.

Synthetic vascular grafts are frequently used to replace damaged arteries, although
they have higher incidences for vascular infections then autogenic used veins.
Because of increasing age and comorbidities there are a lot of patients in vascular
surgery who do not possess suitable veins to perform proper bypass surgery.
For those patients, the use of synthetic vascular grafts is an alternative treatment.
The risk for vascular prosthetic graft infections is approximately 5% and results in
high rates of morbidity and mortality. For the treatment of a vascular prosthetic graft
infection is a single antibiotic therapy often not effective. In some extent, the infected
graft should be removed and the vessels should be reconstructed. For the substitu-
tion of the infected graft besides to have an antibacterial therapy directly in the con-
taminated tissue Dacron™ vascular grafts are well established which show antibacte-
rial properties. In this regard, the most used concept is the use of Rifampicin coated
Dacron™ grafts. Furthermore, there are silver acetate coated vascular grafts availa-
ble and the combination of Rifampicin soaked, silver acetate coated vascular grafts.
These particular grafts are also increasingly used for antibacterial prophylaxis. Ri-
fampicin is known to reduce vascularization and proliferation. An adequate vasculari-
zation and proliferation besides a suitable inflammation of vascular prostheses during
the early healing process is essential for a proper integration in addition for the pre-
vention of perioperative or late graft infection. Thus, in this experimental study we
analyzed whether this coating affects the early tissue incorporation of the grafts.
There for we matched uncoated and Rifampicin coated grafts with Rifampicin soaked

silver acetate coated vascular grafts.

For our studies, we used the dorsal skinfold chamber model of C57BL/6 mice.
This model permits an in vivo survey over an observation period of 14 days by using
repetitive intravital fluorescence microscopy. With this method neovascularization
and inflammation were examined as dynamical processes. After the in vivo experi-
ments neoangiogenesis and inflammation as well as cell proliferation and apoptosis

were analyzed immunohistochemically.



Our results show that Rifampicin coated Dacron™ vascular grafts compared to un-
coated Dacron™ grafts exhibit a significant reduced neovascularization and inflam-
mation. Furthermore, a significant impaired proliferation and an enhanced count of

apoptotic cells.

The comparison between Rifampicin coated and uncoated Dacron™ grafts with Ri-
fampicin soaked Dacron Silver*™ grafts yielded a significant reduced inflammation
and neovascularization compared to uncoated Dacron™ grafts. Compared to Rifam-
picin coated Dacron™ grafts we measured increased neovascularization and inflam-
mation. In addition, we examined a significant increased proliferation and enhanced

apoptosis compared to Rifampicin coated Dacron™ grafts.

The significant impaired incorporation of Rifampicin coated vascular grafts could be
cohesive with the immune depressive effect of Rifampicin and in addition eventually
with the down regulation of the vascular endothelial growth factor (VEGF) by Rifam-
picin.

Especially the rapid graft vascularization and inflammation are thought to be highly
important for the incorporation of vascular grafts. Thus a sufficient Incorporation con-
tributes to a higher patency rate and lower risks of vascular graft infections.
On this account, the use of Rifampicin coated vascular grafts should reconsidered.
Exceedingly the use of Rifampicin coated grafts for antibacterial prophylaxis should
be reevaluated particularly in cases of elective arterial reconstruction in noninfected

environments.



3. Einleitung
3.1 Ubersicht liber die Periphere Arterielle Verschlusskrankheit (pAVK)

Atherosklerotische GefalRveranderungen und die daraus resultierenden kardiovasku-
laren Erkrankungen sind die haufigste Todesursache in den westlichen Industrienati-
onen (WHO. 2016). Die pAVK ist zu 95% eine Folgeerkrankung einer Atherosklerose
und befallt die unteren Extremitaten. Das Risiko an einer pAVK oder anderen athero-
sklerotischen GefalRveranderungen, wie an einer Koronaren Herzkrankheit (KHK) zu
erkranken, korreliert mit dem Lebensstil der westlichen Welt. Adipositas, Dyslipida-
mie, arterielle Hypertonie, chronischer Bewegungsmangel, Nikotinabusus und Diabe-
tes mellitus gehdren zu den Risikofaktoren (Grundy et al. 1999). Da unser westlicher
Lebensstil auch fur Entwicklungslander ein Vorbild ist, muss weltweit von einer stei-
genden Pravalenz von kardiovaskularen Erkrankungen und damit auch der pAVK
ausgegangen werden (Fowkes et al. 2013). Die Pravalenz der pAVK in der Alters-
gruppe zwischen 60 und 70 Jahre liegt in Deutschland tUber 10% (Diehm, Kareem,
Lawall. 2004; Criqui, Aboyans. 2015). Die pAVK zeichnet sich durch einen langsa-
men und oft asymptomatischen Verlauf aus. Hierdurch bedingt ist die pAVK eine un-
terdiagnostiziere Erkrankung und es muss von einer deutlich héheren Pravalenz in
der Bevolkerung ausgegangen werden. Eine dauerhafte mangelnde Perfusion kann
langfristig zu einer chronisch kritischen Ischamie fuhren. Patienten mit einer solchen
Ischamie gehoéren zu einer Hochrisikogruppe mit hoher Mortalitat- und Amputations-
rate (Gulati, Botnaru, Garcia. 2015). Die typische Symptomatik einer chronisch kriti-
schen Ischamie ist eine Claudicatio Intermittens. Durch eine chronische Minderperfu-
sion klagen die Patienten Uber bewegungsabhangige Beinschmerzen. Diese bessern
sich anfangs in Ruhe. Bei hdhergradigen Stenosen bestehen im Verlauf auch bewe-
gungsunabhangige Schmerzen in Ruhe. In letzter Instanz kénnen Ulzerationen auf-
treten. Die Prognose einer symptomatischen pAVK st  schlecht.
Die funf Jahres Mortalitat nach Beginn der Symptome liegt bei 20%. 70% dieser Pa-
tienten versterben an begleitenden kardiovaskularen Erkrankungen, wie einem
akuten Koronar-Syndrom oder einer Cerebralen Ischamie (getABlI Study group,
2002). Fur die Diagnose einer pAVK ist die Erfassung der Risikofaktoren und der
subjektive Gehstrecke der Patienten sehr wichtig. Ferner gehort die Messung des
Ankle-brachial-Index (ABI) zur Standarddiagnostik (Lawall, Pittrow, Diehm. 2009).



Durch die getABI Study Group 2002 konnte gezeigt werden, dass insbesondere eine
rasche Verschlechterung des ABI-Wertes ein Marker flr eine rasche Progredienz

des Krankheitsverlaufes ist (Diehm et al. 2004).

3.2 Therapie der pAVK

Die Stadieneinteilung der pAVK richtet sich nach der maximalen beschwerdefreien
Gehstrecke der Patienten und lasst sich nach Fontaine oder im angloamerikanischen
Raum nach Rutherford einteilen. Im Stadium | nach Fontaine kann eine Veranderung
des Lebensstils, eine Nikotinkarenz, ein strukturiertes Gehtraining und eine medika-
mentose Therapie den Krankheitsverlauf positiv beeinflussen und zu einer langsame-

ren Progredienz der Erkrankung fihren (Andrew et al. 2001).

Ab dem Stadium Il nach Fontaine, einer chronisch kritischen Ischamie oder einer
stark eingeschrankten Lebensqualitat ist eine interventionelle Therapie beziehungs-
weise ein gefalchirurgischer Eingriff meist unumganglich (Lawall, Pittrow, Diehm.
2009). Sowohl die operative als auch die interventionelle Therapie sind symptomati-
sche Behandlungen. Die zugrundeliegende progressive atherosklerotische Gefald-
veranderung kann dadurch nicht behoben werden. In den letzten Jahren kommt es,
wie auch in anderen chirurgischen Fachbereichen, auch in der Gefal3chirurgie zu
einem deutlichen Anstieg an interventionellen Therapieformen. Diese sind oft deut-
lich schonender fur die Patienten als ein chirurgischer Eingriff und damit auch mit
klrzeren Hospitalisierungszeiten verbunden. Insofern bendtigen Patienten mit einem
interventionell beherrschbaren Gefallverschluss kaum mehr einen operativen Ein-
griff. Jene Lasionen aber, die interventionell nicht mehr beherrschbar oder bei denen
eine interventionelle Therapie nicht erfolgversprechend ist, gehdéren zum operativen
Kollektiv (Bockler et al. 2005). Die Operationen werden somit schwieriger und die
Patienten haben eine schlechtere Prognose. Aufgrund der Uberalterung, den haufi-
gen multiplen Begleiterkrankungen wie Diabetes, COPD und weiteren kardiovaskula-
ren Erkrankungen wird die peri- und postoperative Morbiditat und Mortalitat bei chi-
rurgischen Revaskularisationen steigen (Conte et al. 2001). Die operative Revaskula-
risierung ist trotzdem nach wie vor die effektivste Therapieform der pAVK (Siracuse
et al. 2012). Patienten bei denen sowohl eine operative als auch eine interventionelle

Therapie nicht erfolgversprechend ist, kdnnen noch mit vasoaktiven Substanzen, wie
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Prostaglandinen behandelt werden. Eine positive Wirkung dieser Therapie wird noch
kontrovers diskutiert (Altstaedt et al. 1993; The Oral lloprost in Severe Leg Ischaemia
Study Group, 2000; Creutzig, Lehmacher, Elze. 2004).

3.3 Moglichkeiten des GefaBersatzes

In der Gefalichirurgie gibt es grundsatzlich mehrere Moglichkeiten eine geschadigte
Arterie zu ersetzten Hierbei kdnnen biologische und alloplastische Materialen unter-
schieden werden. Unter den biologischen Materialen haben autologe Venen insbe-
sondere die Vena saphena magna oder parva den grofdten Stellenwert. Seltener
werden die Vena cephalica, Vena basilica oder korpereigene Arterien verwendet.

Xenogene (bovine/porcine Prothesen) werden im klinischen Alltag eher selten einge-
setzt. Allogene Gefallersatzmaterialen oder Homografts haben wegen der sehr ho-
hen Kosten und der seltenen Verflgbarkeit bisher weniger Relevanz. Unter den allo-
plastischen Materialien haben sich Gefal3prothesen aus Polyethylenterephtalat (PET)
(Markenname Dacron™) und Polytetrafluorethylen (PTFE) durchgesetzt. Im Prinzip
werden die beiden Materialien gleichwertig bei jeweils verschiedenen Indikationen

eingesetzt.

Wenn moglich wird ein GefalRbypass mit autologer Vene bevorzugt, da dieser im
Vergleich zu alloplastischen Materialen eine geringere Infektions- und eine bessere
Offenheitsrate aufweist (Klinkert et al. 2004). In den ersten Monaten nach Implantati-
on ist die Offenheitsrate bei alloplastischen Materialen ahnlich gut wie die von auto-
logen Venen. Im Verlauf jedoch neigen Bypasse aus alloplastischen Materialen hau-
figer zu Re-Stenosen als autologe Venenbypasse (Pereira et al. 2006).

11
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Abbildung 1: Gewichteter Mittelwert der kumulativen Offenheitsrate von autologen Venen
im Vergleich zu PTFE Gefal3prothesen in Abhangigkeit von den Jahren nach einem gefal3-
chirurgischen Eingriff (Klinkert et al. 2004).

Klinkert et al. 2004 zeigten, dass alloplastische Bypasse nach zwei Jahren deutlich
schlechtere Offenheitsraten aufweisen als venose Bypasse (Abbildung 1).
Insofern wird in den Leitlinien der Deutsche Gesellschaft fur Gefallchirurgie vaskula-
re und endovaskulare Chirurgie (DGG) das Bypassverfahren mit der Verwendung
von autologen Venen empfohlen (Lawall, Pittrow, Diehm. 2009). Nicht bei allen Pati-
enten stehen jedoch geeignete Venen zur Verflugung. Oftmals leiden Gefal3patienten
zusatzlich an einer chronisch venodsen Insuffizienz oder anderen vendsen Erkran-
kungen. Darlber hinaus kann eine geeignete Vene bereits fir die Behandlung einer
KHK in Form eines Aortocoronarenvenenbypasses verwendet worden sein oder soll
fur eine solche Therapie geschont werden. Fur dieses Patientenkollektiv sind allo-
plastische Materialen eine gute Alternative (Debus et al. 2013). Sie stehen im Prinzip
in unbegrenzter Zahl und in unterschiedlichsten Gréfien und Langen zur Verfigung.
Durch den Einsatz von alloplastischen Gefal3prothesen lasst sich aulierdem sowohl
die Operationszeit als auch das Operationstrauma verringern, da keine geeigneten
Venen prapariert und transplantiert werden mussen (Park et al. 2014). Aufgrund des-
sen ist der Einsatz von alloplastischen Materialen in der Gefalichirurgie trotz schlech-

terer Eigenschaften sehr haufig (Rychlik et al. 2014).
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3.4 GefaBprotheseninfektionen

Neben der schlechteren Offenheitsrate kommt es beim Einsatz von Bypassen aus
synthetischen Materialien verglichen mit autologen Venen haufiger zu Gefalinfektio-
nen (Edwards et al. 1987; Klinkert et al. 2004). Das Risiko eines Protheseninfekts
liegt zwischen 0,5-5% in 24 Monaten (Jensen, Kimose, 1985; Chang et al. 2003;
Leroy et al. 2012). Patienten mit einer chronisch kritischen Ischamie sind besonders
pradisponiert einen Gefalinfekt zu entwickeln (Rychlik et al. 2014). Siracus et al.

2013 beschrieben spezielle Risikofaktoren fur eine Gefaliprotheseninfektion:

e Revisionsoperation im selben Gefallbett
e perioperative generalisierte Infektion
e weibliches Geschlecht

e schlecht eingestellter Diabetes mellitus

Diese Protheseninfekte kdnnen eine langwierige antibiotische Therapie erforderlich
machen, oft reicht eine systemische Antibiose alleine nicht aus. Als weitere Behand-
lungsmoglichkeit konnen die infizierten Prothesen entfernt und rekonstruiert werden.
Als Ersatz der infizierten Prothese und zur direkten Therapie in situ haben sich
Dacron™ Prothesen etabliert, die mit antibakteriellen Eigenschaften ausgestattet
sind. Diese Revisionsoperationen sind mit einem deutlich erhdhten Operationsrisiko
und einer Mortalitat von bis zu 10% verbunden. (Ehsan, Gibbons. 2009; de Donato et
al. 2014; Revest et al. 2015).

3.5 Das Keimspektrum bei GefaBprotheseninfektionen

Protheseninfektionen nach Gefaliersatz kdnnen nach wenigen Tagen oder vielen
Jahren klinisch apparent werden. Die Infektionen kdnnen je nach Infektionszeitpunkt
in eine Frih- und eine Spatphase eingeteilt werden (FitzGerald, Kelly, Humphreys,
2005). Je nach Zeitpunkt liegt der Infektion ein unterschiedliches Keimspektrum zu-
grunde. Bei einer Infektion in den ersten vier Monaten wird von einer Fruhinfektion
gesprochen. 80% der GPI in dieser Zeit werden durch koagulase-positive Staphylo-
kokken ausgelost (Kochlnstitut, 2007). Durch den massiven Einsatz von Antibiotika in
der Therapie und anderen Bereichen, wie der Tierzucht, bilden sich immer mehr re-
sistente Bakterien. In den nachsten Jahren wird die Anzahl an resistenten Keimen

vermutlich weiter steigen.
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Auch bei Gefaldprotheseninfektionen muss mit einer steigenden Inzidenz von multi-
resistenten Keimen gerechnet werden. Fur die Gefal3chirurgie am relevantesten sind
Infektionen durch Methicillin resistenter Staphylococcus aureus (MRSA) (Murphy et
al. 2013; Mallios et al. 2014). Nach ungefahr vier Monaten verandert sich das Erre-
gerspektrum. Eine Kontamination ab diesem Zeitpunkt wird als Spatinfektionen be-
zeichnet. Haufigste Erreger sind Staphylokokkus epidermidis (Homer, Vanniasinkam,
2007) oder Escherichia coli (Lachapelle, Graham, Symes, 1994). Auch Pilzinfektio-
nen konnen die Ursache fur Spatinfektionen sein, diese Infektionen sind sehr
schlecht zu therapieren (Doscher, Krishnasastry, Deckoff. 1987; Motte et al. 1993). In
der Regel liegen einer Spatinfektion verschiedene Erreger als Mischkulturen zugrun-
de, die eine gezielte antibiotische Therapie erschweren (Wooster, Louch, Krajde.
1985).

Die haufigsten Gefalinfekte sind ausgeldst durch Staphylokokken Spezies. Staphy-
lokokken kommen sehr haufig vor und rund 20% der Bevdlkerung sind asymptome
Trager von Staphylokokken auf der Haut (Kluytmans et al. 1997). Staphylokokken
konnen intraoperativ Uber die Haut in das Operationsfeld eindringen oder sich im
Rahmen einer postoperativen passageren Bakteriamie im Operationsgebiet ansie-
deln. Sie adharieren bevorzugt an synthetischen Materialien. Ein wichtiger Virulenz-
faktor der meisten Staphylokokken ist die Moglichkeit auf synthetischen Materialien
Biofilme auszubilden (Loughran et al. 2014). Diesen Erregern ist es moglich irrever-
sibel an der Implantatsoberflache zu haften und sich zu Bakterienkolonien zusam-
menzuschlieRen. Der Bakterienverband bildet daraufhin ein extrazellulares Polysac-
charid (Costerton, Montanar, Arciola. 2005). Eingebettet in diese Matrix konnen die
Erreger der korpereigenen Abwehr entgehen und sind somit besonders geschutzt.
Die meisten Antibiotika konnen Biofilme schlecht oder gar nicht penetrieren. Eine
100- oder sogar 1000-fache Konzentration von eigentlich gut wirksamen Antibiotika
kann fur eine erfolgreiche Eradikation der Erreger unter einem Biofilm nétig sein (Ceri
et al. 1999). Vermuitlich ist eine komplette Eradikation nur durch eine definitive Ent-

fernung des betroffenen Implantats zu erreichen (Stewart, Costerton. 2001).
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3.6 Antibakterielle Beschichtung von Dacron™ Prothesen

Bei einer Gefalprotheseninfektion ist die alleinige antibiotische Therapie oft nicht
effektiv. Nicht selten mussen die Patienten einer Revisionsoperation unterzogen
werden. Nach der Entfernung der Infizierten Prothese kann eine in-situ Rekonstrukti-
on erfolgen. Um die Ergebnisse einer in situ Rekonstruktion zu verbessern, werden
seit langerer Zeit Mdglichkeiten untersucht Gefal3prothesen mit antibakteriell wirksa-
men Substanzen auszustatten. Ebenfalls wird nach Konzepten gesucht, Gefalpro-
thesen prophylaktisch antibakteriell zu beschichten (Hardman et al. 2004; Menger,
Hammersen, Messmer. 1992). Dacron™ und PTFE Rohrprothesen werden in der
Gefalchirurgie seit dem Ende der 1950er Jahre eingesetzt (Belio et al. 1959). Das
héhere Risiko einer Infektion bei der Verwendung von synthetischen Materialien im
Vergleich zum autologen Venenbypass wurde fruh erkannt (Helbing, Hohf. 1962) und
eine Behandlung oder sogar eine Pravention einer GPI versucht. Die ersten Versu-
che einer Pravention wurden mit systemischer Antibiose durchgefuhrt (Lindenauer et
al. 1967). Diskussionen, die Prothese selbst antibakteriell zu beschichten und so eine
antibakterielle Wirkung direkt am Implantat zu erreichen, folgten (Moore et al. 1981).
Greco und Harvey fuhrten 1982 eine tierexperimentelle Arbeit durch, in der sie Oxa-
cillin beschichteten und unbeschichteten PTFE Rohrpothesen in die Aorta abdomina-
les von Hunden einsetzten und diese mit 1*107 Staphylokokkus aureus Erregern kon-
taminierten. Nach sechs Wochen konnten sie feststellen, dass Oxacillin beschichtete
PTFE Rohrprothesen im Vergleich zu unbeschichteten Prothesen eine erhdhte Of-
fenheitsrate und ein geringeres bakterielles Wachstum aufwiesen (Greco, Harvey.
1982). Muhl et al. 1996 diskutierten die antiinfektiose Wirkung von Vancomycin auf
Rohrprothesen. Aboshady et al. 2012 behandelte Dacron™ Rohrprothesen mit einer
antibakteriellen Triplekombination aus Chlorhexidin, Rifampin und Minocyclin (Abos-
hady et al. 2015).

Bei den antibiotischen Beschichtungen setzte sich Rifampicin gegenlber anderen
antibiotischen Beschichtungen wie Oxacillin (Greco, Harvey. 1982), Vancomycin
(Muhl et al. 1996) oder Gentamycin (Ginalska et al. 2005) durch.
Die Rifampicinbeschichtung zeigte besonders gute Ergebnisse in der Wirkung ge-
genuber Staphylokokkus aureus sowie gegen die von ihm gebildeten Biofilme (Hayes
et al. 1999; Hernandez-Richter et al. 2003; Rose et al. 2015).
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Ein weiterer Vorteil dieses Konzepts ist es, dass die Beschichtung von Dacron™ Pro-
thesen mit Rifampicin klinisch sehr gut umsetzbar ist. Es wird lediglich eine 15-
minutige Einwirkzeit bei 37°C bendtigt. Fur eine Gentamycinbeschichtung von
Dacron™ Prothesen ist eine deutlich komplexere Vorbereitung notig, um eine
gleichmalige Abgabe ins Gewebe zu gewahrleisten (Ginalska et al. 2005). Die gute,
gleichmaRige und rasche Bindung von Rifampicin an Dacron™ ist auf ionische Bin-
dungen zuruckzufuhren (Freyrie et al. 1992; Lachapelle, Graham, Symes. 1994; Ma-

lassiney et al. 1996).

Rifampicin ist ein Antibiotikum aus der Gruppe der Ansamycine und wirkt stark bakte-
rizid. Es wirkt Uber eine Hemmung der DNA-abhangigen B-Untereinheit der RNA-
Polymerase, die die bakterielle Proteinbiosynthese beeinflusst. Rifampicin ist nach
den Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fur Pneumologie und Beatmungsmedizin
in der Tuberkulose-Therapie gegen Mycobacterium tuberculosis in Kombination mit
Ethambutol, Isoniazid und Pyrazinamid als Vierfachkombination zugelassen (Scha-
berg et al. 2012). Ebenfalls zeigt Rifampicin auch eine gute Aktivitat gegenuber an-
deren Erregern, vor allem gegen Staphylokokkus aureus und epidermidis, Entero-
kokken und Meningokokken. Es sollte jedoch aufgrund der Resistenzbildung bis auf
begrindete Ausnahmen fur die Tuberkulosetherapie vorbehalten werden. Die hau-
figsten unerwunschten Arzneimittelwirkungen sind ein Transaminasenanstieg, gast-
rointestinale Beschwerden und eine orange-rote Farbung von Urin, Schweil3, Sputum
und anderen Korperausscheidungen. Rifampicin ist Uber Cytochrom P einer der
starksten Enzyminduktoren und beschleunigt dadurch den Stoffwechsel zahlreicher
anderer Medikamente (Stahlmann, Lode. 2009). Diese unerwunschten Arzneimittel-
wirkungen von Rifampicin treten bei lokaler Anwendung auf Gefal3prothesen nicht
auf (Goéau-Brissonniére et al. 1991). Inwieweit eine Rifampicinbeschichtung von Ge-
falprothesen zu einer Resistenzbildung von Bakterien fuhren kann, ist momentan
noch unklar. Eine ahnlich schnelle Resistenzbildung, wie bei systemischem Einsatz,
gilt jedoch als unwahrscheinlich (Sardelic, Ao, Fletcher 1995; Koshiko et al. 2002).

Lachapelle, Graham, Symes. 1994 beschatigten sich detaillierte mit einer Rifampi-
cinbeschichtung von Dacron™ Rohrprothesen im Tierexperiment. Sie untersuchten
die Rifampicinabgabe ins Gewebe pro Zeiteinheit. Hierfur wurde die Rifampicinkon-
zentration auf der Prothese, im periprothetischen Gefal3bett und im Serum zu ver-

schiedenen Zeitpunkten gemessen.
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Auf den Prothesen war Initial eine mittlere Rifampicinkonzentrationen von 57,6ug/g
messbar. Diese Konzentration fiel bereits nach 4 Stunden deutlich ab. Drei Tage
nach Implantation waren nur noch Konzentrationen von < 2ug/g messbar (Abbildung
5). Auch im periprothetischen Blutstrom war ein schneller Abfall der Rifampicinkon-
zentration nachweisbar (Abbildung 2). Eine systemische Konzentration von Rifampi-
cin war zu keiner Zeit messbar. In vitro wurde die Wirkung von Dacron™ + Rifampicin
Rorprothesen auf eine Kontamination mit Staphylokokkus aureus, -epidermidis und
Escherichia coli analysiert. Das Wachstum von Staphylokokkus aureus und epider-
midis konnte durch die beschichteten Prothesen Uber den gesamten Versuchszeit-
raum von 3 Tagen verhindert werden. Ein Wachstum von Escherichia coli hingegen
setzte nach zwei Tagen ein. Daruber hinaus wurde die postoperative Infektionsrate in
vivo in drei Versuchsgruppen am Schweinemodell untersucht (Lachapelle, Graham,
Symes. 1994).

e Dacron™+ Prothesen plus Rifampicin
e unbeschichteten Dacron™ Prothesen plus systemische Rifampicingabe

e unbeschichtete Dacron™ Prothesen (Kontrollgruppe)

Das Operationsgebiet wurde mit Staphylokokkus aureus kontaminiert, woraufhin
100% der unbeschichteten Dacron™ kolonisiert waren. Bei unbeschichtete Dacron™
und einer intravendsen Rifampicintherapie wurde bei 57,4% eine Kolonisierung der
Prothese mit Staphylokokkus aureus festgestellt. Bei den Dacron™+Rifampicin
Rohrprothese kam es zu einer signifikant niedrigeren Infektionsrate der Prothesen
von 15,4% (p<0.001). Die gute antiinfektiose Wirkung von Dacron™ + Rifampicin
wurde auch durch andere Studien (Hayes et al. 1999; Hernandez-Richter et al. 2003)
belegt. Jedoch sind diese sehr guten Ergebnisse kritisch zu bewerten. Fraglich ist, ob
diese provozierten Infektionen, mit ausgesuchten Erregerstdmmen Uberhaupt ver-
gleichbar sind mit klinischen Infektionen bei Menschen (Stewart, Eyers, Earnshaw.
2007; Zilla., Bezuidenhout, Human. 2007). Daruber hinaus wurde bereits in einigen
Studien ein negativer Einfluss von Rifampicin auf zellulare Ablaufe wie Angiogenese
(Shichiri, Tanaka. 2010), Proliferation (Hughes et al. 1978), Apoptose (Enriquez-
Cortina et al. 2013) und Inflammation (An et al. 2008) diskutiert. Inwieweit die ange-
sprochenen Prozesse einen Einfluss auf die Inkorporation einer Rifampicin beschich-
teten Dacron™ Prothese, beziehungsweise einer Rifampicin beschichteten Dacron
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Silber*™ haben, ist bisher unklar. Diese Einfliisse wurden bisher in den Studien Uber

Rifampicinbeschitung von Gefaliprothesen nicht bericksichtigt.
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Abbildung 2: Die Abbildung beschreibt die mittlere Rifampicinkonzentration im periprotheti-
schen Blutstrom und im Serum in pg/ml in Abhangigkeit von der Zeit. Nach 30 Minuten wur-
de eine Konzentration von 14,8ug/ml gemessen. Nach vier Stunden konnten nur noch
4,6ug/ml gemessen werden. Eine messbare Rifampicinkonzentration im Serum war nicht
nachweisbar. (Lachapelle, Graham Symes. 1994). Diese Abbildung zeigt das sehr starke
Konzentrationsgefalle von Dacron™+ Rifampicin Prothesen.

Neben der Beschichtung von Gefal3prothesen mit Antibiotika wurde auch die Mog-
lichkeit anderer antibakterieller Agenzien in Betracht gezogen. Neben der Verwen-
dung von antiseptischen Losungen, wie Chlorhexidin (Aboshady et al. 2012), hat sich
die Silberbeschichtung von Dacron™ Prothesen durchgesetzt. Die antibakterielle
Wirkung von Silber ist schon lange bekannt und wird in der Medizin seit Jahrzehnten
eingesetzt (Schierholz et al. 1998). Silber entwickelt in seiner oxidierten ionisierten
als positiv geladene Kation lonen (Ag*) sowohl bakterizide als auch bakteriostatische
Wirkung (Kumar, Munstedt. 2005). Diese Wirkung besteht sowohl auf Gram positive
als auch Gram negative Bakterien (Hardman et al. 2004). Dacron Silber*™ GefaR-
prothesen, die mit Silberazetat beschichtet sind, geben ionisiertes Silber von der
Oberflache ab. Silberkationen reagieren mit Thiolgruppen in Proteinen, dadurch wer-
den bakterielle Proteine inaktiviert. Aulerdem fuhrt der Kontakt mit Silberionen dazu,
dass die DNA der Bakterien in einer kondensierten Form vorliegt. Hierdurch ist die
Replikation nicht mehr moglich (Feng et al. 2000).
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Darlber hinaus wurde eine Beschichtung von Dacron™ mit Heparin in einige Studien
untersucht. Heparin hat zwar kaum einen Einfluss auf GPI, jedoch diskutierten De-
vine, McCollum. 2004 und Lambert et al. 1999 eine signifikant bessere Offenheitsrate
durch die Heparinbeschichtung. Diese Ergebnisse flhrten dazu, dass heparinbe-
schichtete Dacron™ Prothesen prophylaktisch eingesetzt und von Herstellern ver-
trieben werden (2015 Maquet Holding B.V. & Co. KG).

Die grofRte klinische Relevanz haben heutzutage Gefallprothesen mit Silber- und
Rifampicin Beschichtung. Beide Beschichtungen sind Teil der Leitlinien der deut-
schen Gesellschaft fur Gefalchirurgie (Lawall, Pittrow, Diehm. 2009). Schmacht et
al. 2005 verglichen Dacron™ + Rifampicin mit Dacron Silber*™ Rohrprothesen auf
GPI durch eine Kontamination mit MRSA. Sie konnten zeigen, dass sowohl Dacron™
+ Rifampicin als auch Dacron Silber*™ Prothesen eine Kolonisation durch MRSA
nicht suffizient verhindern konnten. Schmacht stellte in Aussicht, dass eine Kombina-
tion beider antibakterieller Wirkstoffe, als Dacron Silber*™ + Rifampicin eine bessere
Wirkung gegen MRSA haben konnte. Gao et al. 2012 untersuchten die Wirkung von
Rifampicinbeschichteten PTFE Silber Prothesen im Vergleich zu unbeschichteten
PTFE Prothesen auf Staphylokokkus aureus. Sie stellten eine signifikant bessere
Wirkung der Kombinationsbeschichtung im Vergleich zur unbeschichteten PTFE Pro-
these fest (Gao et al. 2012). Ebenfalls wurde ein synergetischer Effekt von Rifampi-
cin mit Silber Nanopartikeln festgestellt. Diese gute Wirkung wurde besonders ge-
genuber Acinetobacter baumannii untersucht und von einer guten Wirkung gegen
Echerischia coli wurde ausgegangen (Wan et al. 2016). Die Studie wurde
insbesondere in Hinblick auf eine Therapiemdglichkeit gegenuber multireistenten
Keimen durchgefuhrt.

Die Kombination von Rifampicinbeschichteten Dacron Silber*™ Prothesen ist fir den
klinischen Gebrauch zwar zugelassen jedoch nicht etabliert. Fir die Beschichtung
einer Dacron Silber*™ Prothese mit Rifampicin wird analog zur Standard-Dacron™
Prothese eine 15-minltige Einwirkzeit bei 37°C bendtigt. Prothesen mit dieser Kom-
binationsbeschichtung werden bislang meist bei Patienten mit GefaRprotheseninfek-
tionen der Aorta verwendet. Dies gilt sowohl fir GPI nach klassischem Aortenersatzt
als fur Infektionen eines Stentgrafts im Rahmen einer interventionellen Endovaskula-
ren Aortenreperatur (EVAR) (Capoccia et al. 2016).
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Menna et al. 2015 setze eine kombinierte Rohrprothese bei Patienten ein, bei denen
sich der Stentgraft nach EVAR infizierte. Helleman et al. 2007 setzte diese Kombina-
tionsprothese bei einem Patienten mit thorakalem Aortenaneurysma und einer be-
gleitenden Escherichia coli Sepsis ein, Van der Vliet et al. 2014 bei einem Aort-
ofemoralen Bypass. Gefal3protheseninfektionen nach Aortenersatz und der Infekt
eines Stentgrafts sind selten. Revisionsoperationen in diesem Bereich jedoch beson-
ders schwierig und mit einer groRen Mortalitat verbunden (Cernohorsky et al. 2011;
Capoccia et al. 2016;).

Dies konnte erklaren, warum grofl3e kontrollierte randomisierte klinische Studien fur
Dacron Silber*™ + Rifampicin bisher fehlen. Die von Gao et al 2012 beschriebene
sehr gute Wirkung gegenuber Staphylokokkus aureus und die von Schmacht et al.
2005 vermutete- und von Hardman et al. 2004 bestatigte gute Wirkung gegenuber

MRSA kdnnte jedoch in Zukunft zu einer Verbreitung dieses Konzeptes beitragen.

3.7 Die Inkorporation von GefaBRprothesen

Die Integration einer GefalRprothese in das umliegende Gewebe ist flr Langzeitstabi-
litdt, Offenheitsrate und als Pravention von Infektionen von grof’er Bedeutung
(Menger, Hammersen, Messmer. 1992). Die Inkorporation der Prothesen beginnt
bereits kurz nach Implantation. In den ersten Stunden kommt es zu einer endo- und
extravaskularen Adhasion von Fibrin und Proteinen. Besonders viel Fibrin sammelt
sich um die GefalRanastomosen. Im weiteren Verlauf kommt es zu einer sterilen Ent-
zundungsreaktion mit Anreicherung von Granulozyten, Lymphozyten und Plasmazel-
len. Dies ist Ausdruck einer unspezifischen Fremdkorperreaktion (Muller, Dasbach.
1994). Der Einfluss der zellularen beziehungsweise humoralen Immunantwort auf
das Einwachsen einer GefalRprothese ist nicht abschliefiend geklart, von einem sy-
nergetischen Effekt von Inflammation auf die Inkorporation von Prothesen ist auszu-
gehen (Davis et al. 2003; Zippel et al. 2008). Nach ungefahr einem Tag bildet sich
ein periprothetisches Granulationsgewebe. Dieses entwickelt sich zu Gefallnetzwer-
ken die in das periprothetische Gewebe einwachsen (Wu et al.1996; Popa et al.
2007). Das Anwachsen von Gefallen am Prothesenrand wird als Neoangiogenese
bezeichnet. Daruber hinaus besteht das Granulationsgewebe aus Fibrin, Proteinen,
dem von Willebrandfaktor und Erythrozyten (Muller, Dasbach. 1994).
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Durch die Entwicklung eines suffizienten Granulationsgewebes kann die Ansiedelung
von pathologischen Keimen auf- und um die Prothese effektiv verhindert werden
(Menger, Hammersen, Messmer. 1992). Nach einigen Wochen kommt es zur
endovaskularen Auskleidung der GefaRRprothese mit Endothel und zur Bildung einer
Neointima (Dal Ponte et al. 2002). Besonders eine ausreichende und frihe Neoangi-
ogenese mit einem suffizienten Granulationsgewebe ist fur die Inkorporation von Ge-
falprothesen und anderen synthetischen Materialien essentiell. Einwachsende Ge-
falnetzwerke in das Implantationsgebiet sind fur eine ausreichende Versorgung mit

Sauerstoff und Nahrstoffen entscheidend (Novosel et al. 2011).

Eine insuffiziente Neoangiogenese und ein damit schlecht ausgebildetes Granulati-
onsgewebe, konnen neben einer erhohten Infektionsgefahr zu der Entstehung eines
Seroms beitragen. Ein Serom ist eine Ansammlung von sterilem Exsudat in Pseudo-
zysten und kann sich postoperativ im Bereich von Wundrandern und somit auch an
Gefalkanastomosen bilden (Ladenheim et al. 2012). Serome konnen die Integration
von extrakorporalem Material deutlich verlangern oder sogar unmaoglich machen
(Pascual et al. 2015).
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3.8 Fragestellung

Sowohl Dacron™ + Rifampicin als auch Dacron Silber*™ + Rifampicin sind laut der
deutschen Gesellschaft fur Gefalchirurgie fur den Gefallersatz zugelassen (Lawall,
Pittrow, Diehm. 2009). Gerade Dacron™ + Rifampicin ist flir Revisionsoperationen
nach Gefallprotheseninfektion etabliert. Die Kombination der beiden antibakteriellen
Wirkstoffe Rifampicin und Silber zu Dacron Silber*™ + Rifampicin ist, wie bereits be-
schrieben, bisher weniger beachtet aber insbesondere aufgrund der potentiell besse-
ren Wirkung gegenuber MRSA und Escherichia coli eine Option. Inwieweit eine
Rifampicinbeschichtung von Gefal3prothesen einen Einfluss auf frihe Neoangiogen-
se, Inflammation, Proliferation und Apoptose im periprothetisches Gewebe hat ist
jedoch unklar. Ein negativer Einfluss von Rifampicin auf manche dieser zellularen
Prozesse ist durch einige Studien bereits beschrieben. Wir beschaftigten uns mit
dem speziellen Einfluss einer Rifampicinbeschichtung von Gefaldprothesen auf deren

Integrationsverhalten.

Durch die bereits bekannten Arbeiten zu den zytotoxischen Einflissen von Rifampi-
cin stellten wir die These auf, dass Rifampicin die Integration von Gefal3prothesen
verschlechtert.

Wir verglichen also die Biokompatibilitdt von unbeschichteten Dacron™ Kontrollpro-

thesen mit Dacron™ + Rifampicin und mit Dacron Silber*™ + Rifampicin Prothesen.

Eine signifikant bessere Biokompatibilitdt durch Dacron Silber*™ verglichen mit
Dacron™ bewiesen bereits Jeanmonod et al. 2014. Welchen Einfluss auf das
Integrationsverhalten die Rifampicinbeschitung einer Dacron™ beziehungsweise

einer Dacron Silber*™ Prothese hat, wurde bisher nicht untersucht.

Fur das Tierexperiment verwendeten wir das Ruckenhautkammermodell der Maus.
Dieses Modell erlaubte eine detaillierte quantitative Analyse von Neoangiogense und
Inflammation mittels intravitaler Floureszenzmikroskopie. Zur Untersuchung von Zell-
proliferation und Apoptose wurden immunhistochemische Schnitte angefertigt und

lichtmikroskopisch untersucht.
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4. Material und Methoden:
4.1 Versuchstiere:

Die experimentelle Arbeit wurde an 12-16 Wochen alten, 24-26g schweren mannli-
chen Mausen der Spezies C57BL/6 durchgefuhrt. Dies sind Standard Labormause
von einem Stamm der Charles River Laboratorien GmbH aus Sulzfeld. Mause dieses
Stammes wurden bereits durch unsere und andere Forschungsgruppen fir die
Durchfiihrung von Ruckenhautkammern erfolgreich eingesetzt. Die Tiere wurden in
der Versuchstierhaltung des Instituts fir Klinisch-Experimentelle Chirurgie des Uni-
versitatsklinikums des Saarlandes bei konstanter Temperatur und Luftfeuchtigkeit
unter Einhaltung eines 12 stiindigen Tag-Nacht-Zyklus einzeln in Kafigen gehalten.
Wahrend der gesamten Versuchszeit hatten sie freien Zugang zu Trinkwasser und
Standardtrockenfutter (Altromin, Lage Deutschland). Samtliche Eingriffe und Unter-
suchungen wurden gemald dem deutschen Tierschutzgesetz §10 durchgefuhrt und

wurden durch das Landesamt fur Gesundheit und Verbraucherschutz genehmigt.

4.2 Praparation der Riickenhautkammer:

Eine Ruckenhautkammer (RHK) besteht aus zwei symmetrischen Rahmen, die durch
drei Schrauben miteinander verbunden sind. Verschlossen wird die RHK durch eine
Deckplatte aus Plexiglas und einen Sperrring (Abbildungen 3 und 4) mit einem Ge-

samtgewicht von 3,2g und besteht aus einer Titanlegierung.

Abbildung 3: C5BL/6 Maus nach der Praparation der RHK.
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Die Tiere wurden entsprechend ihres exakten Korpergewichts analgosediert.
Verwendet wurde hierfur eine Lésung bestehend aus 75mg/kg Ketaminhydrochlorid
(Ketavest™:; Parke Davis, Freiburg, Deutschland), 75mg/kg Xylazinhydrochlorid
(Rompun™; Bayer, Leverkusen, Deutschland) gelést in 8,5ml steriles NaCl.
Dieses so hergestellte Betaubungsmittel wurde mit einer 26 G Injektionskanule intra-
peritoneal appliziert. Der Wirkungseintritt der Narkose wurde durch Uberpriifung des
Reflexstatus am Hinterlauf der Tiere sichergestellt. Diese Prufung der Narkosetiefe
erfolgte auch regelmalig wahrend des Eingriffs. Bei nicht ausreichend tiefer Narkose
wurde in 0,1ml Schritte Narkoseldsung appliziert. Zum Schutz der Horn- und Binde-
haute der Tiere, wurde eine feuchtigkeitsspendende Augensalbe (Bepanthen Augen-
und Nasensalbe™; Bayer, Leverkusen, Deutschland) aufgetragen. Das Fell und die
Haare wurden zunachst mit einem Elektrorasierer grob entfernt. Anschlie3end folgte
eine chemische Depilation mit einer Enthaarungscreme (asid®-med; Asid Bonz
GmbH, Herrenberg, Deutschland). Daraufhin wurde die Rickenhaut der Tiere desin-
fiziert (74,1% Ethanol, 10% 2-Propanolol) (Softasept®N™:; Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland). Um ein perioperatives Auskuhlen der Mause zu verhin-
dern, wurde die Praparation unter einer Warmelampe (Osram Siccatherm 150W,
240V HG) durchgefluhrt. Die Rickenhaut der Tiere wurde unter Transillumination auf
die Verlaufe der Stammgefalle untersucht und so ausgerichtet, dass die Gefalle auf
beiden Seiten kongruent verliefen. Die Maus wurde kranial und kaudal mit Haltefa-
den entlang ihrer Medianlinie senkrecht in eine Haltevorrichtung gespannt. Die erste
Komponente des Gestells wurde mit sechs Einzelknopfnahten an der Umschlagsfalte
der elastischen Ruckenhaut befestigt. Hierfur wurden handelsublicher Bindfaden und
eine chirurgische gebogene Nadel verwendet. Zwei Stichinzisionen wurden vorsichtig
an der Ruckenhaut vorgenommen. Durch die entstandenen Inzisionen konnten die
beiden Schrauben durch die Haut gefuihrt werden (Abbildung 4B). An den Schrauben
wurde die zweite Komponente der Rickenhautkammer befestigt. Mit mikrochirurgi-
schem Operationsbesteck wurde ein 15mm im Durchmesser grof3es Beobachtungs-
fenster kreisrund exzidiert und bis zum M. camosus panniculus freiprapariert (Abbil-
dung 4A). Hierfur wurde das Tier in Seitenlage unter einem Operationsmikroskop
positioniert. Nach Praparation und dem Einsatz des Sperrrings verkleinerte sich das
Beobachtungsfenster auf 11mm im Durchmesser fur die weiteren Untersuchungen.
Es war jedoch sehr wichtig das gesamte Fenster von 15mm im Durchmesser frei zu
praparieren um eine Komprimierung und damit einhergehende Gewebeirritation zu
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vermeiden (Abbildung 4B). Daraufhin konnte die zweite Komponente des Titanrah-
mens an den Schrauben befestigt und mit Stahlmuttern mit diesem verschraubt wer-
den. Mit einem Plastikdeckglaschen und einem Sprengring wurde das Beobach-
tungsfenster Luftdicht und blasenfrei verschlossen (Abbildung 4B). Die uberstehen-
den Schrauben wurden mit einer Zange gekurzt um die Bewegungseinschrankung
der Mause auf ein Minimum zu reduzieren. Die gesamte Praparation nahm ungefahr
30-40 Minuten in Anspruch. Im Anschluss an den Eingriff wurden die Tiere in einen
Einzelkafig gelegt. Wahrend der Aufwachphase wurde eine Warmelampe (Osram
Siccatherm 150W, 240V HG) auf die Maus gerichtet und sie in etwas Kafigstreu ein-
gebettet. Diese Mallnahmen sollten ein postoperatives Auskihlen des Tieres verhin-
dern. Erst nach volligem Abklingen der Narkose wurde die Maus in die Versuchstier-
haltung zurickgebracht. 48 Stunden nach dem Eingriff hatten sich die Tiere in der
Regel gut an das Gestell auf ihrem Ricken gewohnt und auch das Operationstrauma
uberstanden. Dies konnte durch ein normales Fressverhalten und einen wiederein-

setzenden Bewegungsdrang beurteilt werden.

Abbildung 4: A: Schematische Darstellung der Gewebeschichten an einer C5BL/6 Maus,
B: Darstellung einer RHK in 10-facher VergréRerung unter einem Lichtmikroskop.
Weiller Pfeil: Schraube mit Stahlmutter, schwarzer Pfeil: Beobachtungsfenster 11mm im
Durchmesser, roter Pfeil: Sperrring: Das zu Praparierende Fenster betragt 15mm im Durch-
messer, 4mm werden durch den Sperrring verdeckt.
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4.3 Implantation Alloplastischer Materialien:

4.3.1 Dacron™: (Polyetyhlenterephthalat kurz PET)

GefalRprothesen aus gewirktem Polyesterenterephthalat und an der Aul3enseite mit
Kollagen gewirkt. Zur Forderung einer optimalen Einheilung und langfristigen Durch-
gangigkeit haben die Prothesen eine Flachprofil-Velours-Beschichtung auf der Au-
Renflache um Flussturbulenzen zu minimieren und die Bildung einer Neointima zu
verstarken (2015 Maquet Holding B.V. & Co. KG).

4.3.2 Dacron Silber*™:

Bei diesen Gefal3prothesen handelt es sich auch um eine kollagen gewirkte Prothese
aus Polyethylenterephthalat. Sie werden vom Hersteller (2015 Maquet Holding B.V.
& Co. KG) zusatzlich mit Silberazetat beschichtet. Somit kdnnen die antibakteriellen
Eigenschaften des Silbers direkt im Operationsfeld wirken. Die Abgabe der Silberio-
nen erfolgt kontinuierlich iber 30 Tage. Nach 30 Tagen ist die Prothese wie eine
ungeschiitzte Dacron™ Prothese zu beurteilen (Ricco, Group. 2006).

4.3.3 Rifampicin:

Rifampicin (60mg/mL Rifadine® in 0,9% NaCl gel6st, Sanofi-Aventis, Berlin, Germa-
ny) ist ein halbsynthetisches, bakterizides Antibiotikum aus der Gruppe der An-
samycinantibiotik. Es hemmt die DNA-abhangige RNA Polymerase und dadurch die
Proteinbiosynthese. Es ist gut wirksam gegen Mykobakterium tuberculosis zu dessen
Therapie es hauptsachlich eingesetzt wird. Ferner ist eine gute Wirksamkeit gegen
Staphylokokkus aureus, Meningokokken und auch Legionellen beschrieben (Vesely,
Pien, Pien. 1998). Wegen guter Diffundierbarkeit, kann es bei schwer sanierbaren

Infektionen, wie zum Beispiel Biofilmen eingesetzt werden (Schaberg et al. 2012).
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4.3.4 Beschichtung von Dacron™ und Dacron Silber*™ mit Rifampicin:

Die sterilen Gefal3prothesen wurden bei einer Temperatur von 37 °C fur 15 Minuten
in einer Rifampicin-NaCl Losung gewirkt. Dieses Vorgehen entspricht der gangigen
klinischen Praxis (Lachapelle, Graham, Symes. 1994; Gahtan, et al. 1995; Coggia et

al. 2001). Mit dieser Methode kann eine Rifampicinkonzentration von 0,06 mg/mm?

auf der Gefaldprothese erreicht werden.

Abbildung 5: A-C: Zeigt Gefaliprothesen in der RHK in 16-facher lichtmikroskopischer Ver-
groRerung nach Implantation. A: Dacron™; B: Dacron™ + Rifampicin; C: Dacron Silber™ +
Rifampicin. Nach anfangs hohen Konzentrationen von 57,6ug/g fallt die Konzentration auf
der Prothese bereits nach 4 Stunden ab. Drei Tage nach Implantation ist nur noch eine Kon-
zentration < 2ug/g messbar (Lachapelle, Graham, Symes. 1994).

4.4 Implantation der GefaRprothesen

Die verwendeten Gefal3prothesen wurden zuerst in eine Form gebracht, die eine Im-
plantation in Rickenhautkammern bei Mausen erlaubte. Grundsatzlich sollten die in
eine Ruckenhautkammer eingesetzten Materialien nicht dicker als 1mm sein, um ei-
ne hermetische Versiegelung der Kammer zu gewahrleisten. Ferner sollten die im-
plantierten Substanzen generell ein Format von 2x2mm nicht Uberschreiten, da sonst
eine korrekte Analyse mittels intravitaler Floureszenzmikroskopie (IVM) nicht mehr
moglich ist (Laschke, Vollmer, Menger. 2011). Dies bedeutet, dass ein GroRteil der
Interponate die in eine Ruckenhautkammer eingesetzt werden, nicht in der im klini-
schen Alltag verwendeten Originalgrofe entspricht. Fur die Untersuchung von Angi-
ogenese und Leukozyten-Endothel Interaktion ist die Grolke der Materialien jedoch

nicht signifikant relevant (Laschke, Vollmer, Menger. 2011).
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Insofern wurden die hier verwendeten Gefal3prothesen unter einem Operationsmik-
roskop zu 2 mm? groRen quadratischen Interponaten zugeschnitten. 48 Stunden
nach der Praparation der Rickenhautkammer erfolgte die Implantation der vorberei-
teten Gefalprothesen. Die Mause wurden hierflr erneut analgosediert und unter
dem Operationsmikroskop in Seitenlage platziert. Fur die Wiedereréffnung der Kam-
mer mussten Sperrring und Deckglas entfernt werden. Nun erfolgte der Einsatz der
Gefalprothesen auf die Schicht des M. camus paniculus (Abbildung 6). Danach er-
folgte der erneute Verschluss der Rickenhautkammer mit Deckglas und Sperrring.
Wie bereits bei der Praparation, musste das Deckglas hermetisch aufgesetzt werden.
Darlber hinaus musste sehr sorgsam vorgegangen werden, um eine bakterielle Kon-
tamination und eine mechanische Irritation der Kammer wahrend der Implantation zu
vermeiden. Unmittelbar nach der Implantation erfolgte die erste Intravitale Floures-

zenzmikroskopie.

Abbildung 6: RHK nach Implantation einer Dacron Silber*™ + Rifampicin A: In 6-facher
Vergrolierung weiles Rechteck: in B gezeigter Ausschnitt. B: 40-facher VergroRerung des
weillen Rechtecks.
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4.5 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie

Die intravitale Floureszenzmikroskopie wurde zur Darstellung der Neoangiogenese,
Mikrozirkulation und Leukozyteninteraktion angewendet. Diese mikroskopischen Un-
tersuchungen konnten mit einem DVD-Recorder (DVD-R121; Samsung Electronics
GmbH, Schwalbach, Deutschland) aufgezeichnet werden. Zu einem spateren Zeit-
punkt wurden die Aufzeichnungen mit dem Bildanalyseprogram Cap-Image (Zeintl,
Heidelberg, Deutschland) ausgewertet. Fur die Detektion von Zellen und Gefalen in
der IVM wurden zwei Fluoreszenzfarbstoffe verwendet. Rhodamin 6G (Sigma-
Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) und FITC (5% Fluoreszein-Isothiocyanat-
markiertes Dextran (FITC-Dextran, Molekulargewicht 150.000 Da, Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, Deutschland) wurden im Verhaltnis 1:1 gemischt. Rhodamin 6 eignete
sich zum direkten Anfarben von Granulozyten und Monozyten. Dieser Farbstoff er-
moglichte eine Beurteilung der Leukozyteninteraktion mit dem Gefaliendothel.
FITC fuhrte zu einer Kontrastverstarkung des Blutplasmas. Hiermit lieRen sich die
intravasalen Raume darstellen. Nach einer ausreichenden Analgosedierung wurde
der Maus 0,1 ml dieses Fluoreszenzfarbstoffgemischs retrobulbar in den Venenple-
xus injiziert. Daraufhin wurden die Tiere auf einer Plexiglasbuhne in Seitenlage fixiert
und auch dem Obijekttisch eines Zeiss Axiotech Mikroskops (Zeiss; Oberkochen,
Deutschland) positioniert. Dieses Mikroskop war zusatzlich um eine 100W HBO
Quecksilberhdchstdrucklampe, einen Auflichtilluminator und einen Reflektorschieber

erweitert.

Der Reflektorschieber bestand aus drei unterschiedlichen Filtern die eine Anregung
mit blauem (450-490nm Anregungswellenlange / 520nm Emissionswellenlange),
gruinem  (530-560nm  Anregungswellenlange /580nm  Emissionswellenlange)
und ultraviolettem Licht (330-390nm Anregungswellenlange /430nm Emissionswel-
lenlange) ermoglichten. Die durch Rhodamin 6 angefarbten Granulozyten und Mo-
nozyten wurden in Grunlicht-Epi-lllumination. dargestellt. Die Kontrastverstarkung
des Blutplasmas durch FITC erfolgte in Blaulicht-Epi-lllumination. DarUber hinaus
wurden ein Videotimer (VTG 33; FOR-A Company Limited, Tokio, Japan) und eine
CCD Videokamera (FK6990; Pieper, Schwerte, Deutschland) an das Mikroskop an-
geschlossen. Der Videotimer diente der Anzeige der Versuchstiernummer und des

Untersuchungstages.
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4.5.1 Analyse der Mikrohamodynamik

Die Aufnahmen aus der intravitalen Floureszenzmikroskopie wurden mit dem in der
Mikrozirkulationsforschung etablierten Bildanalyseprogramm Cap-Image (Zeintl, Hei-
delberg, Deutschland) ausgewertet. Mit diesem Programm ist eine quantitative Mes-
sung der Angiogenese, der Leukozyten-Endothelinteraktion und der Mikrohamody-
namik moglich. Die Auswertungen unterlagen einem standardisierten Schema. (Ab-
bildung 7).

Die Analyse der Neoangiogenese erfolgte in acht sogenannte ,Regions of Interest"
(ROI) mit einer Grolle von 0,4 mm? und wurde als funktionelle Kapillardichte in
cm/cm? angegeben. Die ROI befanden sich am unmittelbaren Prothesenrand (Abbil-
dung 7A, D).

Fur die Untersuchung der Mikrohamodynamik und der Leukozyten-Endothel-
Interaktion wurden vier ROl in gewissen Abstand um die Prothese ausgesucht.
In diesen ROI sollten sich ausgewahlte postkapillare Venolen oder Sammelvenolen
befinden. An den ausgewahlten Venolen wurden mikrohamodynamischen Messun-
gen durchgefuhrt. AuRerdem erfolgte die Beurteilung der Leukozyten-Endothel-
Reaktion an den gleichen Venolen (Abbildung 7A, C).
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Abbildung 7: Schema der standardisierten Auswertung mit Hilfe der VM.
A: ROI der Ubersichtsaufnahmen (gelbe Quadrate), Angiogenese (rote Quadrate), der Leu-
kozyten-Endothelinteraktion und der Mikrohdmodynamik (schwarze Quadrate in A)
B: Ubersichtsaufnahmen in Blaulicht-Epi-lllumination in 5-facher VergréRerung (gelbe Quad-
rate in A) C: Darstellung der Leukozyteninteraktion und Mikrohdmodynamik an Venolen in
40-facher VergroRRerung Leukozyteninteraktion in Grunlicht-Epi-lllumination (schwarze Quad-
rate in A) D: Bestimmung der funktionellen Kapillardichte durch 8 Analysefelder am Prothe-
senrand Vergroferung in Blaulicht-Epi-lllumination in 40-facher VergréRerung (rote Quadrate
in A)
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4.5.2 Funktionelle Kapillardichte

Neugebildete Kapillaren, sogenannte ,Sprouts® wurden in acht ROl im Rahmen der
Cap-Image Bildanalyse mit der Computermaus nachgezeichnet. Die Berechnung der
funktionellen Kapillardichte erfolge durch eine Division der gemessenen Gesamtlan-
ge der neugebildeten Kapillaren durch die zu analysierende Flache des Beobach-
tungsfeldes (cm/cm?) (Menger, Hammersen, Messmer. 1992; Debergh, Pattyn, Cee-
len. 2015)

4.5.3 GefaBdurchmesser (d)

Der Gefaldurchmesser von postkapillaren Venolen wurde mit Hilfe von Cap-Image
gemessen. Der GefalRdurchmesserstrecke d sollte mdglichst senkrecht zum Gefald-

verlauf ausgerichtet sein und wurde in pm angegeben.

4.5.4 Blutzellgeschwindigkeit (v)

Eine Bestimmung der FlieRgeschwindigkeit der Erythrozyten war durch die Line-
Shift-Diagramm-Methode mdglich. Mit Cap-Image konnte eine zur Flussrichtung pa-
rallel verlaufende Linie in das GefalRlumen der Venole gezeichnet werden. Danach
wurde die auf DVD aufgezeichnete Mikroskopie fur 10 Sekunden in Echtzeit abge-
spielt. Wahrend dieser Messperiode erstellte die Software zu verschiedenen Mess-
zeitpunkten unterschiedliche Graustufen. Mithilfe dieser Graustufen liel3 sich ein so-
genanntes Line-Shift-Diagramm erstellen und es konnte dann die Blutzellgeschwin-

digkeit (v) aus diesem Diagramm berechnet werden (Amon, Menger, Vollmar. 2003).
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4.5.5 Mikrovaskularer Blutfluss (Q)

Die Berechnung des Mikrovaskularen Blutflusses (Q) erfolgte mit folgender Formel:
Q =1 x(d/2) 2* v/1,6 [pl/s]
d= GefalRdurchmesser, 1,6(pl/s) = Baker-Wayland-Faktor

Innerhalb von Blutgefallen ist die Blutzellgeschwindigkeit im Zentrum des Gefalles
hoher ist als in den Randbereichen. Bei diesem spezifischen Flussstrom handelt es
sich um ein so genanntes paraboles Geschwindigkeitsprofil. Baker und Wayland
entwickelten einen Faktor der dieses parabole Geschwindigkeitsprofil korrigiert.
(Baker, Wayland. 1974)

4.5.6 Sheerrate (y)

Die Berechnung der Sheerrate (y) wurde in Anlehnung an das erste Newtonsche
Gesetz mit folgender Formel berechnet:

y=8*vlid d= Gefalldurchmesser, v= Blutzellgeschwindigkeit

4.5.7 Leukozyten Interaktion

Leukozyten wurden nach der Bewegung am GefaRendothel in adharente- und rol-
lende Zellen eingeteilt. Adharente Leukozyten sind solche, die sich wahrend einer
Beobachtungszeit von 20 Sekunden nicht bewegten. Die Anzahl der adharenten
Leukozyten wurde in Zellen pro mm? Endotheloberflache angegeben (Anzahl Zel-
len/mm?). Berechnet wurde die Endotheloberflaiche aus Durchmesser und Lange der
Venole, als zylindrisches Gefal. Rollende Leukozyten wurden als jene definiert, die
mit einer Geschwindigkeit von weniger als 2/5 der gemessenen Blutzellgeschwindig-
keit (v) einen Referenzpunkt in der Venole passierten. Die Angabe erfolgte als An-
zahl der Zellen/min (Hoffmann et al. 2002; Laschke et al. 2007; Laschke, Vollmer,
Menger. 2011).
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4.6 Immunhistochemie und Histologie

16 Tage nach Praparation der Rickenhautkammern und 14 Tage nach Implantation
der Gefaliprothesen wurde das Implantat mit umliegendem Gewebe exzidiert. Hierfur
wurden die Tiere in tiefer Narkose mittels Genickbruch geopfert. Nach der Explanta-
tion wurde das Gewebe in Formaldehyd 4% gelegt und 24 Stunden spater in Paraffin
fixiert und im Folgenden wurden Serienschnitte mit Schichtdicken von 3 ym angefer-
tigt. Die Auswertung der immunhistochemischen sowie histologischen Praparate er-
folgte sowohl im Hell- als auch im Dunkelfeld. Die Analyse wurden an einem konven-
tionellen Durchlichtmikroskop (BX 60; Olympus, Hamburg, Deutschland) in 20 und
40-facher VergroRerung durchgeflhrt.

4.6.1 Konventionelle Histologie

Die Gewebeschnitte wurden zur lichtmikroskopischen Analyse mit Hamatoxylin und
Eosin gefarbt. Hamatoxylin farbt saure Strukturen blau und Eosin basische Struktu-

ren rot an.

4.6.2 Immunhistochemie

FUr den immunhistochemischen Nachweis von CD-31 positiven Gefallen wurde das
exzidierte Gewebe mit einem monoklonalen Ratten anti-Maus Antikorper (1:30; Dia-
nova GmbH, Hamburg, Germany) gegen CD-31 inkubiert. Fir das Anfarben von en-
dothelialen Zellen wurde als Sekundarantikorper ein Ziege anti-Ratten Cy 3 (Cyanine
Dyes) (1:50; Dianova GmbH) Antikorper verwendet. Die Zellkerne wurden mit
Hoechst (1:500; Sigma-Aldrich) dargestellt.

Fir die Identifikation von Myeloperoxidase (MPO) positiven Leukozyten, CD-3 positi-
ven Lymphozyten, KI-67 positiven proliferierenden Zellen und Caspase 3 positiven
apoptotischen Zellen wurde mit avidin-biotin Komplex immunhistochemische Far-

bungen durchgefuhrt. Es wurden ein polyklonaler Kaninchen anti-MPO Antikorper
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(1:100; Abcam, Cambridge, UK), ein polyklonaler Kaninchen anti-CD3 Antikorper
(1:100; Abcam) ein polyklonaler Kaninchen anti-KI-67 Antikorper (1:100; Abcam) und
ein polyklonalen Kaninchen anti-caspase-3 Antikorper (1:100; New England Biolabs,
Frankfurt, Germany) verwendet. Danach folgte die Inkubation mit einem Ziege anti-
Ratte 1gG biotin Antikdrper (ready to use; Abcam). Nun folgte die Inkubation mit an
eine Peroxidase gebundenes Avidin (1:50; Sigma-Aldrich). Makrophagen wurden mit
einem monoklonalen Mause anti-MAC387 Antikorper (1:50; Abcam) behandelt. Da-
nach wurden sie mit einem Ziege anti Maus IgG Peroxidase Antikorper (1:200; Dia-
nova GmbH) inkubiert. Bei allen Schnitten wurde 3,3’ Diaminobenzidin (Sigma-
Aldrich) als Chromogen verwendet. Alle Gewebeschnitte wurden nach Mayer mit

Hemalaun gegengefarbt (Merck, Darmstadt, Germany).

Die Caspase-3 und KI-67-positiven Zellen wurden in 10 verschiedenen Analysefel-
dern den High Power Fields (HPF) in 40-facher VergroRerung beurteilt.

Die Anzahl der positiven Zellen wurde als Prozent der absoluten Zellzahl eines HPF
angegeben. Die quantitative Analyse der CD-31 positiven Gefalde erfolgte bei 20-
facher VergroRerung in 7 HPF. Die Anzahl der positiven Gefale wurden mit der Fla-
che des jeweiligen Ausschnitts ins Verhaltnis gesetzt und GefaRdichte mm? angege-
ben. MPO positive Leukozyten, CD-3 positive Lymphozyten und MAC387 positive
Makrophagen wurden in 40-facher Vergrof3erung in 4 HPF untersucht. Angegeben
wurden MPO, CD-3 und MAC387 in positiven Zellen pro Flache in mm? (Abbildung
8).
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Abbildung 8: Schema der Lichtmikroskopischen Auswertung: A: gekennzeichnete Areal
(blaues Rechteck) der RHK wurde exzidiert und histologisch/immunhistochemisch angefarbt.
B: Schematische Darstellung der lichtmikroskopischen Auswertung. Innerhalb des Gewebe-
schnitts wurden HPF (rote und grine Quadrate) auf der Prothese und deren unmittelbarer
Nachbarschaft ausgewertet. Rote Quadrate HPF fur die Analyse von Kl 67 und Caspase 3
Schnitten. Griine Quadrate und mit Pfeilen markierte rote Quadrate HPF fir die Analyse der
CD-31 Schnitte. Fir die Auswertung der MPO, CD-3 und MAC387 Schnitte wurden jeweils
zwei HPF an den Seiten der Prothese gewahlt. Die mit Pfeilen gekennzeichneten HPF.
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4.7 Versuchsprotokoll

4.7.1 Versuchsgruppen

24 mannliche C57BL/6-Mause (Charles River Laboratories GmbH, Sulzfeld,
Deutschland) wurden, abhangig von der implantierten Gefal3prothese, in drei Grup-

pen eingeteilt
1. Gruppe Dacron™ (n=8)
2. Gruppe Dacron™ + Rifampicin (n=8)

3. Gruppe Dacron Silber*™ + Rifampicin (n=8)

4.7.2 Versuchsablauf

Zwei Tage nach Praparation der Ruckenhautkammer, wurde im direkten Anschluss
an die Implantation der Prothesen mit der intravitalen Floureszenzmikroskopie be-
gonnen. Dieser Tag wurde als Tag 0 definiert. Die IVM wurde an den darauffolgen-
den Tagen 3, 6, 10 und 14 wiederholt und konnte spater mithilfe des Bildanalysepro-
gramms Cap-Image quantitativ ausgewertet werden. Nach dem Ende der in-vivo Ex-
perimente wurden die Tiere geopfert. Danach wurden die Implantate mit umliegen-
dem Gewebe exzidiert, immunhistochemisch angefarbt und konnten mikroskopisch

ausgewertet werden.

37



Praparation . Explantation
derRHK || mplantation Histologie
I I I I)I
Tag 3 Tag 6 Tag 10 Tag 14
IVM IVM IVM VM

Abbildung 9: A: Schema des Versuchsablaufs. B: Tag -2 Praparation der RHK.
C: Tag 0 Implantation der Gefalprothesen. D, E: Tage 0, 3, 6, 10, 14 IVM Auswertung
D: Auswertung der funktionellen Kapillardichte. E: Auswertung der Leukozyten-Endothel In-
teraktion. Tag 14 Explantation der GefaRRprothesen und immunhistochemische Darstellung F:
CD-31 Farbung zur Auswertung der Gefalldichte. G: Caspase-3 Farbung flr die Analyse
apoptotischer Zellen.

4.8 Statistik

Nach der Kontrolle der Daten auf Normalverteilung und Varianz, wurden die Unter-
schiede zwischen den Gruppen mit einem einfachen Anova-Test (SigmaStat; Jandel
Corporation, San Rafael, CA). analysiert. Alle Werte wurden als Mittelwert + Stan-
dardfehler des Mittelwerts (SEM) angegeben. Eine statistische Signifikanz lag ab ei-
nem p-Wert <0,05
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5. Ergebnisse
5.1 Vaskularisierung der GefaBprothesen
5.1.1 Vergleich von Dacron Silber*™ + Rifampicin mit Dacron™ und Dacron™

+ Rifampicin

Die Neoangiogenese zeigte sich durch die Ausbildung eines Granulationsgewebes
und konnte bei den Dacron™, Dacron™ + Rifampicin und Dacron Silber*™ + Rifam-

picin beobachtet werden

Bereits drei Tage nach der Implantation konnten Sprouts ausgehend von Venolen
und Kapillaren nachgewiesen werden und wurde als funktionelle Kapillardichte in
cm/cm? gemessen. An den folgenden Untersuchungstagen kam es sowohl zu einer
Mengen- als auch zu einer Gré3enzunahme der Sprouts und es bildeten sich Netz-
werke aus neugebildeten Gefalten im Granulationsgewebe. Auf der Prothese selber

kam es bei keiner der Versuchsgruppen zu einer Gefal3neubildung.

Abbildung 10: IVM Aufnahmen einer Dacron™-Prothese an den Tagen A: 0 und B: 14.
B: Tag 14 Bildung eines Granulationsgewebes mit Netzwerken aus Neoangiogenese (weilte
Pfeile).
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Wahrend der gesamten in-vivo Beobachtungszeit war die Neoangiogenese bei den
Dacron™ + Rifampicin Prothesen verglichen mit unbeschichteten Dacron™ Prothe-
sen geringer ausgepragt. Am Tag 14 konnte eine signifikant hohere funktionelle Ka-
pillardichte nachgewiesen werden. (85 + 1,4cm/cm? gegenliber 113 + 1cm/cm?,
p<0,001; Abbildung 11).

An samtlichen Untersuchungstagen war die Neoangiogenese der unbeschichteten
Dacron™- starker ausgepragt als der Dacron Silber*™ + Rifampicin Prothesen. Am
Tag 14 mit dem Nachweis einer Signifikants (96 + 1,5 cm/cm? gegeniiber 113 +
1cm/cm?, p<0,05; Abbildung 11).

An den Untersuchungstagen 3 und 6 war die Neoangiogenese der Dacron Silber*™
+ Rifampicin Prothesen geringer ausgepragt als die der Dacron™ + Rifampicin Pro-
thesen ohne den Nachweis einer Signifikants. Ab dem Untersuchungstag 10 konnte
eine starkere Neoangiogenese der Dacron Silber*™ + Rifampicin Prothesen vergli-
chen mit den Dacron™ + Rifampicin Prothesen verzeichnet werden, am Tag 14
konnte dann eine signifikant starkere Neoangiogenese gemessen werden. (85 + 1,4
cm/cm? gegeniiber 96 + 1,5 cm/cm?, p<0,05 Abbildung 11).
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Abbildung 11: A, B, C zeigen IVM Aufnahmen in Blaulicht-Epi-lllumination unter Kontrast-
verstarkung mit 5% FITC-markiertem Dextran. Auf den Abbildungen sind periprothetische
Areale am Untersuchungstag 14 abgebildet. Weilke Pfeile: Ausbildung eines Gefallnetzwer-
kes mit der Bildung von Sprouts A: Dacron™, B: Dacron™ + Rifampicin, C: Dacron Silver*™
+ Rifampicin D: Balkendiagramm der computergestutzten Auswertung der funktionellen Ka-
pillardichte (cm/cm?) an den Untersuchungstagen 0, 3, 6, 10, 14. WeiRer Balken: Dacron™,
schwarzer Balken: Dacron™ + Rifampicin grauer Balken: Dacron Silber*™ + Rifampicin. Es
liegt eine signifikant niedrigere funktionelle Kapillardichte in der Dacron™ + Rifampcin Grup-
pe am Untersuchungstag 14 im Vergleich zu der Dacron™ Kontrollgruppe vor. Die Kapillar-
dichte in der Dacron Silber*™ + Rifampicin Gruppe war verglichen mit der Dacron™ Kontrol-
len an allen Tagen schwacher ausgepragt. Am Tag 14 konnten signifikant niedrigere Werte
gemessen werden. Im Vergleich von Dacron Silber*™ + Rifampicin mit Dacron™ + Rifampi-
cin konnte an den Tagen 3 und 6 eine geringere funktionelle Kapillardichte gemessen wer-
den. Ab dem Tag 10 konnte ausgepragtere Kapillardichten nachgewiesen werden. Am Tag
14 konnten signifikante Werte gemessen werden. Die Daten sind als Mittelwerte £+ SEM an-
gegeben. *p<0,05 vs. Dacron™ + Rifampicin, Dacron Silber*™ + Rifampicin
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Erganzend zu den Ergebnissen der intravitalen Floureszenz Mikroskopie wurde eine
immunhistochemischen Analyse der Kapillardichte durchgefihrt und diese Dichte als
mm? pro Bildausschnitt ausgewertet. Hierfur wurden Gefalle mittels einer CD-31

Farbung dargestellt und untersucht.

Es zeigte sich eine signifikant niedrigere Dichte von CD-31 positiven Gefal3en bei der
Dacron™ + Rifampicin Gruppe im Vergleich zu den unbeschichteten Dacron™ Pro-
thesen (45,2 + 10mm? gegeniber 86 + 12mm?, p<0,05; Abbildung 12).

Aulerdem zeigte sich eine hdéhere aber jedoch nicht signifikante Gefalidichte bei der
Untersuchung der unbeschichteten Dacron™ Prothesen gegeniiber der Dacron Sil-
ber*™ + Rifampicin Gruppe (71 £ 11mm? gegeniiber 86 + 12mm?, p=0,32 Abbildung
12).

Ferner konnte eine hdhere nicht signifikante Dichte an CD-31 positiven Gefallen in
der Dacron Silber*™ + Rifampicin Gruppe im Vergleich zur Dacron™ + Rifampicin
Gruppe nachgewiesen werden, allerdings ohne den Nachweis eines signifikanten
Unterschiedes. (45,2 + 10mm? gegenlber 71 + 11mm?2, p=0,10; Abbildung 12).
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Abbildung 12: Immunohistochemische Analyse der Neongiogenese. Darstellung im Dunkel-
feldmikroskop A: Dacron™ B: Dacron™ + Rifampicin C: Dacron Silber*™ + Rifampicin. Die
histologischen Schnitte wurden mit Hoechst (1:500; Sigma-Aldrich) zur Identifizierung der
Zellkerne (blau) und einem Antikérper gegen CD-31 zur Sichtbarmachung von Mikrogefafen
(rot) behandelt. D: Das Balkendiagramm zeigt die Dichte von MikrogefaRen (GefaRe/mm?).
WeiRer Balken: Dacron™, schwarzer Balken: Dacron™ + Rifampicin grauer Balken: Dacron
Silber*™ + Rifampicin. Es konnte eine signifikant niedrigere Dichte von Mikrogeféafien in der
Dacron™ + Rifampicin Gruppe im Vergleich zu Dacron™ Kontrollgruppe nachgewiesen wer-
den. Zwischen der GefaRdichte von der Dacron Silber*™ + Rifampicin Gruppe gab es vergli-
chen mit der Dacron™ Gruppe keine signifikanten Unterschiede. Im Vergleich von Dacron
Silber*™ + Rifampicin mit Dacron™ + Rifampicin konnte eine hohere Dichte an Mikrogefalien
gemessen werden. Die Daten sind als Mittelwerte + SEM angegeben. *p< 0,05 vs. Dacron™
+ Rifampicin, Dacron Silber*™ + Rifampicin -Implantate
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5.2 Mikrohamodynamik
5.2.1 Vergleich von Dacron Silber*™ + Rifampicin mit Dacron™ und Dacron™

+ Rifampicin

Die Analyse der Mikrohamodynamik erfolgte mit Hilfe des Bildanalyseprogramms
Cap-Image (Zeintl, Heidelberg, Deutschland). Die ausgewerteten Venolen und Kapil-
laren wurden in einem gewissen Abstand zum Implantat ausgewahlt. Sie hatten ei-
nen Gefalldurchmesser von 18 bis 32um. Die FlieRggeschwindigkeit der Erythrozyten
in den entsprechenden Venolen konnte mittels Cap-lmage bestimmt werden.
Uber den gesamten Zeitraum wurden Geschwindigkeiten zwischen 100- und
350um/s Uber den gesamten Zeitraum gemessen. Daraus liel3 sich der volumetrische
Blutfluss berechnen. Dieser lag zwischen 22-164pL/s. Daruber hinaus folgte die Be-
rechnung der Shear Rate hier konnten Werte zwischen 20-107s™' nachgewiesen
werden. Zwischen den Versuchsgruppen konnten keine signifikanten Unterschiede
festgestellt werden. Es kann also 