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1. Einleitung

Die Entwicklung von Biomateridien ha in den lezten Jéhren die Medizin verdandert und
innovdive Biomateridien snd aus dem medizinischen Alltag in unzéhligen Diagnose- und
Therapieverfahren nicht wegzudenken.

Biomateridien werden heute am Computer mittels CAD entworfen, und neue Materidien,
Kunddoffe wie Legierungen, den Anforderungen entsprechend entwickdt. Besondere
Bedeutung haben Biomateridien, die in den Organismus eingebracht werden und mit Blut in
Kontakt kommen. Dies snd intravasde Katheter, kingliche Herzklappen, Gefd3prothesen
oder Stents. Im extrakorporden Kredauf werden nicht implantiete Materidien wie Didy-
semembranen oder Oxygenatoren bendtigt.

Nach Kontekt der Biomateridien mit Blut verhdten sch diese ds Fremdkdrper und aktivie-
ren im Organismus und an der Grenzschicht der eingebrachten Materidien eine Vidzahl von
zdluld&ren und plasmedédndigen Resktionen, Blutzdlen sowie die Mechanismen der Gerin-
nung, Fbrinogen und Komplementsystem mit entsprechenden Interaktionen dieser Systeme.
Als Endprodukt dieser Resktionen kommt es unabhdngig von der sysemischen Antikoa-
gulierung der Pdienten und Entwicklung neuer Kunddoffe bzw. Legierungen zur Bildung
eines Thrombus; ein Problem, das bisher nicht befriedigend gel6st werden konnte (29, 55).
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Abb. 1.1 Interaktion zeluldrer und plasmasténdiger Blutkomponenten mit

Biomaeridien

Nach Kontekt der Implantate mit Blut kommt es unabhdngig von Thrombogenitét der Ober-
flachen sofort zur Anlagerung adhdsiver Proteine des Blutes, vor alem von Fbrinogen. Es
folgt ene Induktion der plasmaischen Gerinnung, der Aktivierung des Komplementsystems
und der Adhédson und Aktivieeung von Thrombozyten. Desweiteren bewirken Leukozyten
inflammatorische  Resktionen  (,sticking® mit den Endothelzelen). Die hier aufgezéhlten
Sydeme snd untereinander verknipft und konnen sch versérken, wobel das Thrombin ene
zentrde Rolle spiet (6, 10, 41, 42, 76, 97).
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Abb. 1.2 Entstehung eines Thrombus (43)

Nach dem Einbringen von Bioimplantaten kommt es zu einer Verletizung des Gefél3endothels.
Dabel wird die subendothdide extrazdlul&e Matrix freigdegt. Die freigeegten Strukturen,
insdbesondere  Kollagen, treten in Kontekt mit dem Blutsrom, aktivieren die Thrombozyten
und, via obaflachenkatdyseter Prothrombinaktivierung resultiet eine lokde Thrombin-
bildung (48). Dieses bindet direkt an spezifische Rezeptoren der Thrombozytenmembran,
ativiet die Pétchen und kadydet s0 s@ne egene wetere Bildung im Snne enes
postiven Feedback-Mechanismus. Deswelteren induziet Thrombin in den Pétchen die Fre-
setzung von Arachidonséure, weche durch das Enzym Cycdooxygenase in Endoperoxide und
Thromboxan A2 umgewanddt wird. ThromboxanA2 168 ene irreversble Aggregation der
Rétchen aus, die daraufhin die Inhdtsstoffe ihrer Speichergranula freisetzen. Insbesondere
das in den dektrorendichten Granula enthdtene ADP und Cacium verséken die Fre-
setizunggesktion und die Thromboxan A2-Bildung; eine Kaskade von Resktionen, die wetere
Rétchen gimuliet und in der Bildung enes Geinnsds minde, zu dessen Sabiliserung
ebenfdls das Thrombin beitrégt: durch die Interektion von Thrombin mit Fhbrinogen wird
vemehrt Fbrin gebildet, wobe dch Fhbrinpolymere an die Thrombozytenoberfléchen an-



haften. Es resultiet ein &ul3erst reegibles Oberfléchennetzwerk aus Fibrinféden, eine Matrix
fr das Wachstum von Thromben (1, 6, 10, 30, 41, 42, 70).

Inhibierung von Faktor Xa und Thrombin Inhibierung von Faktor  Xa und Thrombin durch
durch plasmastandige I nhibitoren direkt und indirekt wirkende natiirliche und synthetische Inhibitoren
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Abb. 1.3 Schemata zur Inhibierung von Faktor Xa und Thrombin

Im gesunden Organismus exidieren endogene Inhibitoren der plasmatischen Gerinnung, die
eine Aktivierung des Hamostasesysems verhindern und in Form von Schutzmechanismen
ene Kontrolle Uber die enzymatische Aktivitd des Thrombins ausilben. Hierbei handdt es
gch um Antithrombin [IlI (hemmt die Bildung und Wirkung von Thrombin und Fektor Xa)
und den Heparin-Kofektor [l (hemmt nur Thrombin). Thrombomodulin, en Proten auf
intekten Endothelzellen von Blutgefd3en, bindet Thrombin auf der Oberfléche des Endothes
und aktiviet ProteinC, wedches wiedaum die Inaktivierung der gerinnungsfordernden
Faktoren Va und Vllla induziert. Glykosaminoglykane, ebenfdls von intektem Geféd2endothel
szeniet, zeigen ene dem Hepain &dhnliche Wirkung und katdyseren die Reektionen der

endogenen Gerinnungsinhibitoren.

Desweiteren werden vom Endothel  hochaktive Metabolite des Arachidonsurestoffwechsdls
in Form von Progaglandin- und Prostecyclinderivaten freigesetzt, die eine Aktivierung und
Aggregation der Thrombozyten unterbinden und auch die Anlagerung von Leukozyten
verhindern (10, 17, 29, 76,101). Von grol}er Bedeutung sind die Lipidmembranen der Zdlen
zur Aufrechterhdtung der Hamodtase: die AulRensaite der Zelmembranen it durch zahlreich
engdagate Phosphatidylcholinmolekile  antithrombogen, wéhrend an der Membraninnen-
ste  engeagete  Phosphatidylserinverbindungen  thrombogene  Eigenschaften  aufweisen
(23, 106).



Das wohl bisher eabliertete Behandlungsverfahren in Zusammenhang mit der Implantation
von Biomateridien zur Verhitung von Thrombosen oder thrombotischen Ablagerungen ist
die Hepainiserung, die bei der Implantation von Koronargents teilweise in Kombinaion mit
enem Thrombozytenaggregationshemmer angewandt wird. Heparin ds Kofaktor fir AT Il
und Heparin-Kofaktor 11 unterbindet lokae Gerinnungsprozesse, indem es nach Kontakt mit
AT Il Thrombin und den Faktor Xa bzw. mit Heparin-Kofaktor I Thrombin inaktiviert und
somit die Hbrinbildung und -polymerisation hemmt. Als Folge davon werden die Aktivierung
der Gerinnung gehemmt, Thrombin nicht mehr ausreichend aktiviet und Rlétchen nicht mehr
aggregiert. Die Entdehung lokder Gefddverschlisse wird durch  Antikoagulanzien zwar
deutlich reduziet, aber nicht volséndig gehemmt, da lokd gebildetes Thrombin bei
systemischer Gabe von Antikoagulanzien wie Heparin im Gerinnsdl nicht immer erfald wird.
S kann es trotz Thrombininhibition durch Heparin zu thrombotischen Ablagerungen  auf
Gefd¥prothesen bzw. Stents kommen, die sch in lokden thrombotischen Verschliissen mani-
festiren und ds Embolien zu enormen Kompliketionen fihren konnen. Die gleichzetige
Applikation von Aggregationshemmen wie Agpirin, Tidopidin  oder  GP lIb/llla-Inhibitoren
ist daher notwendig (6, 9, 17, 42,54, 80, 97).

Insbesondere bel Petienten mit Implantaten von lebendanger Verweldauer im Organismus
kann die notwendige Antikoagulation nach jahrdanger Verabreichung schwerwiegende
Nebenwirkungen wie Kazfizierung von z.B.Herzklgppen durch Marcumar oder Osteoporose
durch Heparin hervorrufen. Polytraumatiserte und  didysepflichtige Patienten  kdnnen  trotz
verringerter  Thrombogenitét der verwendeten Biomaeridien auch unter Heparintherapie das
Komplementsystem aktivieren und sogar ein ARDS (acute respiratory distress syndrome)
entwickeln. Welter i bekannt, da3 Heparin ene Thrombozytopenie mit faden klinischen
Folgen induzieren kann (42, 54, 59, 100).

Sat kurzem gent mit Hirudin ein welteres Antikoagulanz zur  Verflgung. Hirudin, en
nadrlich im Spechd des Blutegds ,Hirudo medicndis' vorkommendes Polypeptid, kann
st eniger Zeit mittds Gentechnologie hergestdlt werden und ist somit der modernen Anti-
koagulanzientheragpie  zugdnglich geworden. Es handdt dch hiebad um enen  sdektiven
Thrombininhibitor, der hochspezifiscch wirkt und mit  Thrombin enen Hirudin-Thrombin-
Komplex hbildet, dadurch sdmtliche proteolytischen Funktionen des Enzyms hemmt und
aufgrund seiner hohen Affinitdd nur in rdativ geringen Konzentrationen verdoreicht werden
muf3, um in die Gerinnung enzugrafen (6, 42, 64).



Weter gdlt die sysemische Veraireichung von Thrombozytenaggregetionshemmern  ene
snnvolle Ergénzung zu den bisher genannten Ma3ahmen bel der Thrombosegprophylaxe dar.
Hierbe handdt es sch mit Acaylsdicylsiure, Ticopdin und GP lIb/llla-Inhibitoren  um
Substanzen mit unterschiedlichen pharmakol ogischen Eigenschaften.

Durch Acetyldicylsiaure wird ene irreversble Cyclooxygenasshemmung mit resultierender
Thromboxan A.-Inhibition induziert, desweteren blockiet Acetylsdicylsiure via Membran-
modifikation an den Thrombozytenoberflachen sdmtliche Wege der  Plétchenvergéarkung.
Somit kdnnen die Thrombozyten nicht mehr aggregieren, die amplifizierende Freisetzungs-
resktion und die Anlagerung adhésver Proteine werden untebunden, die Aktivierung der
plasmaischen Gerinnung kann weder ausgeddst noch unterhdten werden und die Fibrin-
bildung und -polymerisstion wird nicht katdydert. Folglich gdlt die Anwendung von
Thrombozytenaggregationshemmern  ene effektive Moglichkeit zur Prévention eines Blutge-
rinnsdls dar, die dlerdings mit dem Risko von auftretenden Nebenwirkungen wie Blutungs-
komplikationen, Thrombopenie, Ulcera des Gadrointestindtraktes, dlergischen Resktionen,
Bronchogpasmen und im Extremfal mit ener Agranulozytose verbunden sein kann
(22, 39, 41, 42, 54, 56, 102).

Pharmakologische

Integrin Plattchenfunktion Steuerung
GPIDIX — WF Pléttchenadhésion
GPllIb/llla

¢

ADP ADP Antagonisierung durch
. - Plattchenaktivierung Clopidogrel /Ticlopidin
ADP aktiviert Phospholipid loop « inhibiert die Fibrinogenbindung
und damit wird GP l1b/ll1a an Plattchen
Rezeptoraktivierung eingeleitet « keine Interferenz mit
Prostaglandinstoffwechsel
« Prodrug-Aktivierung,
r Metabolitin der Leber (1-2 Tage)
TXA, Cyclooxygenaseinhibierung
| « Acetylsalicylsiure
v Pléttchensekretion
Thromboxan
GPIIKIIa Plattchenaggregation Rezeptorantagonisten
« Abciximab
* Eptifibatid
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Abb. 1.4 Schema zur Interaktion bel Thrombozytenaktivierung



llopros, ein Prodaglandinderivat und potenter  Thrombozytenaggregationshemmer, ist berdts
in S0 niedrigen Konzentrationen hochwirksam, dald diese unerwiinschten Wirkungen praktisch
nicht auftreten. Neben der Hemmung der Thrombozytenfunktionen (Adhésion, Aggregation
und Sekretion) inhibiert lloprog auch andere thrombinvermittdte Resktionen und zeigt mito-
gene Wirkung. Aufgrund dieses rddiv braten Wirkprofils hemmen berdts minimae
systemisch verabreichte Mengen an lloprogt effektiv und auf vidfdtige Weise die Okkluson
von Gefél3en (28, 31, 75, 85, 88,89, 104).

Neben den bisher erléauterten Problematiken und Thergpieverfahren betreffend der Thrombo-
genitdt kundlicher Oberfléchen liegt aufgrund der verbreéteten Anwendung implantierter
Materidien ein weterer Ansaizpunkt in der Prévention der durch Fremdkorperimplantation
augeogten  Infektionen. Gerade be immer haufiger auftretenden multiresstenten Keimen
und aufgrund der Erkrankungen multimorbider Petienten sehr eingechrénkten  Thergpie-
madglichkeiten ist eine wirksame Antibiose aul3erst schwierig geworden, so dald der Prophy-
laxe von Infektionen inklusve deren oft schwerwiegenden Folgen en wichtiger Stelenwert

zukommt.

In der Peathogenese dieser Infektionen exidieren vide Mdoglichkeiten der Kontamination der
kiinglichen Oberflachen mit Bakterien. Vermeidbare Ursachen sind unsachgemde Sterilise-
rung oder die Milchtung hygienischer Grundprinzipien bel der Appliketion von Bioma-
teridien. Ein Problem dagegen gdlt insbesondere be Venenvewellkathetern die Deszenson
von Hautkeimen in die Blutbahn dar. Die wohl bedeutendse Ursache liegt in der hémaio-
genen Keimbesieddlung, bei der die Bakterien aus unbekannten septischen Herden oder dem
Darm der Patienten stammen (5,24). Uber sehr komplexe Mechanismen, die bisher noch
nicht vollgéndig aufgeklat werden konnten, adhé@rieren die Keme an der Oberfléache der
Biomateridien(26, 71, 74, 77). Ausgdos durch die thrombogene Oberflache der Bioma-
teridien wie Katheter, Gefdd oder Endoprothesen wird Thrombin aktiviert, welches, wie
bereits beschrieben, eine Vidzahl von Resktionen trigget und kadydet. Unter anderem
fordat es die Hbrinbildung und -polymerisation, in dessen Gegenwat ene verdtérkte
Bekterienadhdson an den Kunstoberflachen ds geschert gilt. Desweteren kann durch die
Bedligung von Thrombin (und somit von Fbrinablagerungen) auch die Beobachtung, dal3
fremdkOrperassoziiete Thrombosen  und  Infektionen  oft  gleichzetig  auftreten,  erklart
werden (72).



Etabliete Vefdren wie die sysemische Antibiotikethergpie snd oft nicht ausreichend
wirksam, kupieren frihzetige Symptome ener Infektion und weisen organtoxische Neben-
wirkungen auf, so da3 be ener fremdkorperassoziieten Infektion die Entfernung des
Implantates ds ultimaratio gdten kann (5, 26, 27, 37, 74).

Strategien zur Vermeidung von Komplikaionen wie Thrombosen oder Infektionen nach
Blutkontakt mit kinglichen Oberfléchen haben deshdb an Bedeutung gewonnen und beste-
hen derzet in der Synthese anttithrombogener Kungdoffe, der Modifikation bewahrter
Materidien mit chemischer Fixierung von Pharmeka und in der Anwendung des ,locd drug
deivery” in Form von Beschichtungen eablieter Biomateridien mit resorbierbaren Arzne-
dofftrégern, in die blutgerinnungshemmende oder antibiotische Medikamente eingearbeitet
snd (4, 5, 24,29, 37, 74,86, 95).

Am Begpid von Sents konnte gezeigt werden, dad dlene die Oberflchenmodifikation
mittdls Polieren des Medls im Vergleich zu unpolieten Stentoberfléchen eine dgnifikante
Reduktion des Thrombusgewichtes, der Fibrinauflagerung und der neointimalen Hyperplasie,
nicht aber der Thrombozytenadhésion induziet (83). Auch die Synthee neuatiger Kung-
doffe und die chemische Fixierung von Antikoagulanzien mit beispidsweise Heparin  oder
Phosphatidylcholin -~ auf  bewdhrten  Biomateridien verbessarn die Hamokompatibilitét.
Nachgewiesen ig ene dgnifikant reduziete Anlagerung adhésver Proteine und somit ene
Verbesserung der Thrombogenitét von  Oberfléchen. Diese Materidien konnten aber  die
Restenoserate nicht verbessern (21, 23,40, 49, 84,91). Folgich gelen diese Vefaren enen
wichtigen Fortschritt in der Entwicklung antithrombogener Oberfléchen dar, kénnen aber das
Problem der Hamokompatibilitét nicht befriedigend 16sen, da die Induktion der plasmatischen
Geinnung lediglich reduziert, nicht aber vollsténdig aufgehoben werden kann (7, 55).

Deshdb hat in den leizten Jahren das Prinzip des ,locd drug ddivery® zur Verbesserung
antithrombogener und  antiinfektiver Eigenschaften von Biomateridien an Bedeutung gewon-
nen und grofdes Interesse geweckt Durch ene Beschichtung der kinstlichen Oberfléchen mit
degradierbaren Arznegofftragern, die mes sdbst schon die Adhdson von Blutbestandtelen
und Bekterien reduzieren, in Kombination mit eingearbeiteten Pharmaka, konnen loka hohe
Konzentrationen an Wirksubstanzen ereicht werden, wéhrend die systemischen Konzentra-
tionen und das damit verbundene Risko auftretender  Nebenwirkungen  gering
bleben (7,62,66,90). Das Zusammengpid von Arzneigofftriger mit diversen eingearbei-



teten Medikamenten soll ene Imitation der korpereigenen Schutzfunktion des Endothds
bewirken, lokd auf kindlichen Obefléchen die Ablagerung von Blutbestandteilen und
Kemen verhindern, die Aktivierung der plasmatischen Gerinnung, die Aggregetion und den
Zafdl der Thrombozyten unterbinden, um so thrombembolische oder infektive Ereignisse
wirksam zu verhindern helfen (29, 37, 72, 95).

In unserer Arbetsgruppe entwickelte Beschichtungen baseren auf der Verwendung eines
niedermolekularen  Milchsturepolymers  (Polylektid R 208) ds Arznedofftrager.  Polylaktide
zafdlen durch Hydrolyse und snd in der klinischen Anwendung in Form von Naht- und
Ogeosynthesematerid  etabliert.  Darin eingearbeitet werden  ein direkter, sdlektiver
Thrombininhibitor ~ (Hirudin)  zur Hemmung der plasmatischen  Blutgerinnung  und  en
Progtaglandinderivat (lloprost) zur Hemmung der Plétchenaggregation. In vorangegangenen
Arbeiten konnte bewiesen werden, dal3 diese Kombination von hochwirksamen Arzneistoffen
mit der resorbierbaren Trégersubstanz neue Wege zur Hergtdlung antithrombogener  und
antiinfektiver Biomateridien ermdglicht (32, 87).

Hypothese der vorliegenden Arbeit:

Handelslibliche PTFE-Gefél3prothesen und Koronarstents aus Metdl wurden mit  einem
degradierbaren Polylaktid und eingearbeteten Arzneistoffen beschichtet, um folgende Fragen
abzukléren: es sollte geprift werden, in wechem Umfang die Fresstizung der Arznedoffe
von der Menge des Tragers abhangig is, bzw. von der Konzentration der Arznegtoffe bean-
flut wird. Weiter war es Aufgabe, de Degradierung des Polylaktidtrégers zu untersuchen
und die antiinfektiven Eigenschaften der Beschichtungen nach Bakterienkontakt mit mikro-
biologischen Verfahren abzukl&ren.



2. M aterial und Methoden

2.1. Beschichtungstechnologie

2.1.1. Arzneistofftréger

Als Arzneisiofftréger fur die Beschichtung wird ein auf der Basis von Polymilchsiure synthe-
tisch hergestdlter diphatischer Polyester verwendet. Hierbel handdt es sich um en racemi-
sches Poly-D,L-Laktid mit enem Molekulargewicht von 29500 Ddton und der chemischen
Struktur  [C3H4O2], das unter dem Handdsnamen ,Resomer R 203 Poly-D,L-lactid’
(abgekirzt R 203) von der Firma Boehringer Ingelheim Pharma KG bezogen wird.

2.1.2. Arznestoffe

Als Arzneigtoffe werden antikoagulative Wirksubstanzen in die Beschichtung eingearbeitet.

2.1.2.1.  Polyethylenglycol (PEG)-Hirudin
Knall AG, Ludwigshafen

PEG-Hirudin, ein potenter Thrombinhemmer der Firma Knoll AG, Ludwigshafen, liegt uns in
derilen Abflllungen as Lyophilisat vor (50 mg).

2.1.2.2. Rekombinantes(r)-Hirudin

Handd sname "Refludan’, Hoechst Marion Roussell Deutschland GmbH,
Bad Soden/Ts.

Als wateres Antikoagulanz und Thrombinhemmer wird r-Hirudin  (Wirkstoff Lepirudin)
verwendet. r-Hirudin beziehen wir von der Frma Hoechs Marion Roussdl Deutschland
GmbH, Bad Soden/Ts. ds Trockensubgtanz in Haschen zu je 50 mg Lepirudin ds deriles

Lyophilis.
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2.1.2.3. lloprost
Handelsname "llomedin”, Schering AG, Berlin

Ein von da Schering AG, Belin, ds Rensubsanz zur Vefligung gestdltes Progaglandin-
derivat und potenter Thrombozytenaggregetiondemmer; auch unter dem Handesnamen
"llomedin® in 0,5ml Ampullen zu je 50 pg Wirkgtoff bel Schering zu beziehen.

2.1.3. L 6sungsmittel

Als organisches Losungsmittd wird Chloroform von der Frma Meck AG, Darmdadt,
verwendet.

2.1.4. Biomaterialien zur Beschichtung

2.1.4.1. M etallr 6hrchen

Hierbel handdt es sch um Stahlzylinder, die aus Vordufen be der Herstelung von Stents

gewonnen werden.

2.1.4.2. Gefal3prothesen
FirmaGore, W.L. Gore & Associates, Inc. Flagstaff/Arizona

Verwendet werden handelsiibliche Geféd3prothesen der Firma Gore (W.L. Gore & Associates,
Inc., Fagdaff/Arizona) mit einem Innendurchmesser von 4mm. Die uns zur Verfligung
gedtellten Exemplare eignen sich nur fir expeimentdle Versuche, da die Gefd3prothesen
nicht gerilisert gdiefert werden.

Hergtellerangaben der verwendeten Gefé3prothesen:

4.0mm inner diameter, 30um internodd distance, nonreinforced, thin waled GORE-TEX®
expanded PTFE tubing.
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2.1.5. Materialien und Geréte zur aseptischen Beschichtung von Biomaterialien

Fir die asgptische Beschichtung von Biomateridien werden folgende Maeridien und Geréte
bendtigt:

2.1.5.1. Materialien

derile Schutzkleidung (Kitte, Handschuhe, Mundschutz, OP-Hauben, Schutzbrillen)
Serile Abdecktiicher

gerile 10 ml Glasreagenzgléser mit geschliffenem Hals und VerschluRstopfen
derile Glasréhrchen (Lange 4 cm, Innendurchmesser 0,8 cm) mit sterilem Teflonstopsel
seriler Reegenzglasstander

gerile 10 ml Einma spritzen und grofdumige lange Kantlen (z.B. 20G)

derile Spitz-Pinzetten

Glaspipette 10 ml

Peleushdl

deriler Medikamentenspatel

Serile Eppendorfpipetten mit passenden gterilen Pipettenspitzen

Sterilfilter mit einer Porengrdlie von 0,2 um

(I6sungamittelres stente Filter der Firma Sartorius, Minisart SRP 25)

Serile Plastikreagenzglaser mit Stiépsel zum Transport der Biomateridien
Trockeneis in gesignetem Behdtnis

derile Pepierfolie

Einschweil3papier zum sterilen Verpacken

2.1.5.2. Geréate

gesichte Prézisonswaage

Arbeitplatz mit Luftabzughaube

Sterilraum mit lamina-air-flow -Bedingungen (< 100 sterile Partikel/m? Luft)
Trockenschrank

Exsikkator

Folienschweil3gerédt zum Verschwei3en der Sterilverpackungen



2.1.6. Arbeitsanweisung zur Durchfiihrung von Beschichtungen

2.1.6.1. Vorbereitende Arbeiten

Die Ged¥rothesen bzw. Sahlzylinder werden in 1cm lange Stiicke geschnitten, in
Chloroform gewaschen, getrocknet, in Pepiefolie eingeschwelld® und beschriftet. Die 0

vorbereiteten Materidien werden zur Sterilisation gegeben.

2.1.6.2. Herstellen der Beschichtungslosung

Samtliche Arbeiten erfolgen mit den unter 2.1.5. genannten Materidien und Geréten.

Die entsprechende Menge des Polylaktids R 203 wird auf einer Prézisonswaage abgewogen
und in en verschlieares Glasreagenzgefdd gefiillt, um dann unter dem Abzug arbeitend in
Chloroform gelést zu werden. Zu diesem Ldsungsgemisch wird nun, je nach gewdnschter
Konzentration, ein besimmtes Volumen Illoprogt hinzupipettiert. Unter aseptischen Bedin-
gungen zieht man die noch underile Lésung in eéne 10ml Einmasgoritze auf und filtet de
portionsweise durch einen Steilfilter mit der Porengrdfe 0,2pm in das Hirudin-Gefald ab.
Durch vordschtiges Schwenken des Hirudin-Haschchens wird eine vollséndige Ldsung bzw.
Suspenson des Lyophilisstes erreicht. Zuletzt erfolgt mittels ener grolumigen Kanitle und
gne derilen Einmaspritze ein aseptisches Umfllen der jetzt gerilen Losung in ein deriles
verschliefdares Reagenzglas, um einem Verdampfen des Chloroforms vorzubeugen.

2.1.6.3. Methodik der aseptischen Beschichtung von Biomaterialien

Das Prinzip bel der Beschichtung von Biomateridien bestent im Eintauchen des Biomaterids
in die Beschichtungd ésung und anschliel¥enden Abdampfen des L ésungamittels.

Um die Verdampfungsoberflache des Chloroforms moglichst gering zu hdten, wird en Tel
der Besthichtungdtsung in en konisches 4cm hohes Glasgefd? mit einem  Innendurch-
messer von 0,8cm gefllllt, welches mit einem Teflonstdpsel verschlossen wird. Dieses mit der
Stammlésung gefilllte Gefal’ wird nun auf Trockeneis gekiihlt, so da?3 auch beim Offnen des
Glases kein Losungsmittel  abdampfen kann, was eine Konzentrationsdnderung der Beschich-
tungddsung zur Folge héite. Pro Arbetsgang wird eine derilisete Gefd3prothese (Innen-
durchmesser 4mm, Lange 1cm) in die Beschichtungddsung eingetaucht, so dal? die Prothese
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vollgandig in der Lésung schwimmt und komplett durchtrénkt wird. Anschliel3end entnimmt
man mit einer Pinzette die Gefdyprothese aus dem Glasrdhrchen, wobel darauf zu achten i,
dal} das Biomaterid nur am aulersen Rand mit mdglichst geringer Auflagefléche berthrt
wird. Um en gleichmddiges Abdampfen des Losungamittds zu erziden, wird mit langsam
kreisenden Bewegungen unter dem Abzug gewartet, bis das Chloroform vollstdndig abge-
dampft ist. Dieses Vorgehen der Beschichtung wird be jedem Biomaterid ein zwetes Ma
wiederholt, damit die Glechmddgkeit der Beschichtung optimiet wird und auch die
Auflegeflachen der Pinzette mit  beschichtet werden kénnen.  Anschliel?end werden die
Gefdljprothesen  aseptisch  verpackt, engeschwell¥, mit  Trockenmittd in der aul3eren
Ummantdung versehen und in ene luftdichten Verpackung bis zur Vewendung im
Kuhlschrank aufbewahrt.

Andoges Vorgehen erfolgt fir die Beschichtung der Stahlréhrchen.

2.2. Mikrobiologische Adhéasionsver suche

Die Durchfihrung der mikrobiologischen Versuche efolgte in den Labors des Inditutes fir
medizinische Mikrobiologie und Hygene und in der Klink fior Nuklearmedizin  des

Klinikums rechts der Isar. *

Um die Anhaftung und das Wachsum von Staphylokokkus epidermidis auf Biomaeridien
mit  unterschiedlichen  Oberfl&cheneigenschaften  (unbeschichtet und mi  verschiedenen
Bechichtungen) zu quantifizieren, werden die zu untersuchenden Biomderidien in ener
Bakteriensuspenson inkubiert, nach ener definieten Zet aus der Lésung herausgenommen
und gewaschen. Auf diese Weise verbleiben nur fest adh&ierende Bakterien auf den Bioma-
teridien und konnen nun Uber enfache mikrobiologische (Abklaisschpréparate)  und
radioaktive Verfahren (3H -Markierung von Staphylokokkus epidermidiis) bestimmt werden.

2.2.1. Materialien, Ndhrmedien und Ger ate

Fur die mikrobiologischen Adhés onsversuche bendtigt man folgende Utendlien:

Besonderer Dank gilt hierbel Frau Prof. Dr. Dana Milatovic, die mir be diesen Arbeiten
mit wertvollen Anregungen zur Seite and.
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2.2.1.1. Materialien

Stgphylokokkus epidermidis BK108 (am Vortag frisch Gberimpift)
gandardiserte Vergleichddsung "Mac Farland 0,5"
3H-Thymidin (Tritium)

Szintigrgphiefllissigkelt

geriliserte Erlmeierkolben (100 ml)

isotone Kochsdzl6sung

photometergesignete Reagenzglaser

Pl astikreagenzgl aser

Sintigrgphierchrchen

Glaspipetten in verschiedenen Grolien

Plastikdsen

Pinzetten

Kleenex-Tucher

2.2.1.2. Nahrmedien

Blutagarplatten (Columbia Agar mit 5% Schafsblut)
Bouillon: BBL enriched Thioglycollate Medium
aus |aboreigener Herstellung: Miller-Hinton-Bouillon

In dar Regd wurden die Medien hiefir von der Firma Becton Dickinson Mikrobiology
Europe aus Frankreich bezogen.

2.2.1.3. Geréate

Photometer
Zentrifuge
Brutschrank
Bunsenbrenner
Shaker
(3-Counter
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2.2.2. M ethodik zum Abrollversuch

Beim Abrollversuch, enem semiquantitativen Verfahren, wird die Adhésion lebender Bakte-
rien mittels Abrollen des Probematerids auf Agarplaten untersucht. Da sich hierfir vor dlem
feste Materidien eignen, werden Metdlrdhrchen aus Stahl, gewonnen aus Vorstufen be der
Sentherstdlung, verwendet.

Am Vortag des Vesuches frisch Uberimpfter  Stgphylokokkus — epidermidis  des
Serotyps BK108 wird in isotoner Kochsazldsung suspendiert und auf dem Sheker s0 lange
vermischt, bis ene homogene Suspendon entstanden i, Diese wird anhand ihrer Extinktion
mit ener dandadiserten Verglechssugpenson (MacFaland 05) im  Photometer  abge-
glichen. Abhéngig von der Bakteriengrofle erhdt man zB. fir Stgphylokokken ene
Ausgangssuspenson  mit  der  Konzentration von ewa 15x 10°KBE/ml. AnschlieRendes
Vedinnen im Vehdtnis 110 mit isotoner Kochsdzlbsung ermdglicht den Gewinn  enes
groleren Volumens an  InkubationdGsung. Die dabel  resultierende  Bakterienkonzentration
wird in einer Verdinnungsreihe bestimmt und betragt im Mittel 2,2 x 10° KBE/ml.

Jewels dre Metdlréhrchen mit der gleichen Beschichtung werden nun in 5ml der Einssat-
l6sung fir 2h ba 37°C im Brutschrank inkubiert, wieder aus der Bakterienldsung heraus-
genommen und gewaschen. Dazu werden die Probestiickchen in ein Reagenzglas mit 5ml
isotoner Kochsalzlosung gegeben und auf dem Shaker fur ca 15Sek. aufgeschiittelt. Dieser
Vorgang wird wiederhalt, bis die Biomateridien insgesamt funf Ma gewaschen wurden. Um
zu kontrollieren, ob durch diessn Waschvorgang dle nicht-adhérierenden Bakterien entfernt
wurden, wird aus der letzten Spllflissgkeit eine Verdinnungsreihe hergestelt.

Nach dem Abgief3en der letzten Waschfllissgkeit folgt ein vorsichtiges Abtupfen der Metall-
rohrchen mit einem Kleenex-Tuch, s0 dal3 auf der Oberfléche keine Wassartropfen mehr
gchtbar snd. Mit ener abgeflanmten Pinzette wird jewels en Medlrohrchen in finf
Bahnen auf ener Agaplate ausgerollt, welche anschlielfend einen Tag lang be 37°C im
Brutschrank inkubiert wird. Auch die Probestiickchen werden in einer Thioglykolat-Bouillon
unter gleichen Bedingungen inkubiert, um zu kontrollieren, ob dle anhaftenden Bakterien
beim Abrollen ge6st und auf die Agarplaite Ubertragen wurden.

Nach etwa 24 Stunden Bebritung im Wameschrank werden die auf den Néhrmedien
gewachsenen Bakterienkolonien ausgezéhlt. Aufgrund der glechen Behandlung dler Probe-
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diickchen konnen die resultierenden Daten untereinander verglichen werden. Da aber nicht
davon ausgegangen werden kann, dald sch bem Waschen und Abrollen exakt die gleiche
Anzahl Bakteien von den Maeridien gdés ha, snd die Ergebnisse unterenander
semiquantitetiv zu vergleichen.

2.2.3. M ethode des Adhasionsver suches mit radioaktiv markiertenBakterien

In enem weateaen Veasuch <oll die bakteidle Adhdson mittds radioaktiv. markierter
Staphylokokken untersucht werden.

Dazu werden Kolonien von Staphylokokkus epidermidis BK108 in einer Ldsung, bestehend
aus 10ml  Miuile-Hinton-Boillon und 20l *H-Thymidin, suspendiert, tber Nacht be 37°C
im Inkubator bebritet und auf diese Weise radioaktiv markiert. Die Bakterienldsung, die nech
der Wachdumszeit der Staphylokokken von Uberschiissgem Tritium gereinigt werden mul3,
wird hierfir zunéchst bei 2000 g lber 10Min. zentrifugiert. Der Uberstand wird abgegossen
und die Bakterienldsung in 5ml isotoner Kochsdzldsung resuspendiert. Diessr Vorgang wird
wiederholt, bis die Suspenson dre Md zentrifugiet wurde. Andog dem Abrollversuch
efolgt durch Vedinnung da Bakteaiensuspenson mit  isotoner  Kochsdzlésung  und
Abgleichen der Extinktion im Photometer gegen ene Sandardidsung die Hersdlung der
Einsaat. Wieder werden je dre MetdIrohrchen mit jewells der gleichen Beschichtung in 5 ml
Inkubationdésung fir 2h be 37°C im Brutschrank infiziet. Durch ene Verdinnungsreihe
wird die Kemzahl der Inkubationdésung ermittdt und zudem die entgorechende Radio-

aktivitét im [3-Counter gemessen.

Es folgt en funfmdiger Waschvorgang, wie im Abrollversuch beschrieben. Aus der letzten
Wasthflissigkeit wird zur Kontrolle, ob die nicht fest anhaftenden Bakterien weitgehend
entfernt wurden, eine Probe entnommen, deren Radioaktivitét im RR-Counter bestimmt wird.

Die Fissgketseste auf den Metdlrohrchen werden vorschtig abgetupft und die Probe-
dickchen jewels enzdn in mit Szntigraphieflissgkeit angereicherte  Spezidrohrchen
gegeben. Nun kann die Anzahl der Bakterien, die noch an den Biomateridien haften, indirekt
Uber die Radioaktivitdt im R-Counter quantitativ bestimmt werden. Anzumerken it hierbei
dlerdings, dald Uber die Messung der Raedioaktivité im Gegensaiz zum Abrollversuch dle
adhérierenden Bakterien erfad werden, dso auch digenigen, die berets abgestorben sind.
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2.3. Abbau des Tragersund Freisetzung der eingear beiteten Wirkstoffe

2.3.1. Materialien und Ger ate

2.3.1.1. Materialien

isotone Kochsdzl6sung

Serile 12 ml Plastikreagenzgldser mit Stopsel

serile Glaspipetten

Peleushdl

serile Eppendorfpipetten mit passenden Pipettenspitzen
Serile Eppendorfcups

steriles Stahlgitter, in kleine Telle geschnitten

23.1.2. Geite
Seriler Reagenzglasstander
deriler Ritteltisch
Arbeitgdlatiz mit Luftabzughaube
Trockenschrank
Exgkkator

geeichte Prézisonswaage

2.3.2. Elutionsversuch

Mit Hilfe eines Elutionsversuches soll die in-vitro Freisstizung der in die Beschichtung enge-
arbateten Arzneigtoffe andysert werden. Verglichen werden folgende Beschichtungen:
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400 mg R 203/6 ml Chloroform

(wird im weiteren Text ds ,,hohe Polylaktidkonzentration* bezeichnet)
400 mg R 203/6 ml Chlordorm mit 1% PEG-Hirudin und 1% lloprost
400 mg R 203/6 ml Chloroform mit 5% PEG-Hirudin und 1% lloprogt
400 mg R 203/6 ml Chloroform mit 5% PEG-Hirudin und 2% lloprogt
400 mg R 203/6 ml Chloroform mit 5% r-Hirudin und 1% |loprost
400 mg R 203/6 ml Chlorofam mit 5% r-Hirudin und 2% lloprost
100 mg R 203/6 ml Chloroform

(wird im weiteren Text ds,, niedrige Polylaktidkonzentration” bezechnet)
100 mg R 203/6 ml Chloroform mit 1% PEG-Hirudin und 1% lloprost
100 mg R 203/6 ml Chloroform mit 5% PEGHirudinund 1% lloprost
100 mg R 203/6 ml Chloroform mit 5% PEG-Hirudin und 2% lloprost
100 mg R 203/6 ml Chloroform mit 5% r-Hirudin und 1% Iloprost
100 mg R 203/6 ml Chloroform mit 5% r-Hirudin und 2% lloprost

Dazu werden jeweils 14 GORE-TEX®-Gefaprothesen mit einem Durchmesser von 4mm
und ener Lage von lcm unter aseptischen Bedingungen mit der gleichen Beschichtung
Uberzogen.

Damit die Gefd¥rothesen wéhrend des Versuches vollséndig in der Elutionsflissgket en-
getaucht snd, werden se durch in kleine Stiicke zerteiltes Maschendrahtgitter aus rostfreem
Sahl in 12ml Padtikreagenzglésern <o fixiert, dal3 se nach Zugabe von 10ml isotoner Koch-
sdzlésung noch komplett mit Elutionsflissgket bedeckt snd. Um wéahrend des Versuches
ene kongante homogene Duchmengung der LoOsungen zu gewdrleisten, werden die
Reagenzgldser in einem Reagenzglassténder auf einem Rutteltisch vorschtig bewegt.

Zu den Zdtpunkten OMinuten, 10Minuten, 1Stunde, 6 Stunden, 12 Stunden, 24 Stunden,
48Sunden, 10Tage, 30 Tage und 9NTage werden jewels 100pl Hutiondlissgket
entnommen und bel mindetens —20°C tiefgefroren. Mittels Eichkurven fir Hirudin und
llopros kénnen nun die jeweligen Konzentrationen der Arzneistoffe zu den entsprechenden
Entnahmezeitpunkten der Proben bestimmt werden. Es ist darauf zu achten, dald3 das pro
Probenentnehme um 100l reduziete Gesamtvolumen der  Elutiondflisigkeit ba  der
Berechnung der Konzentrationen berticksichtigt wird. Nach Abschlul3 des Elutionsversuches
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am 90. Tag werden die Geféljprothesen im Warmeschrank bel 37°C Uber 3 Tage getrocknet
und anschlief¥end gewogen.

Padld dazu werden in enem zweiten Versuch Geféljprothesen zur Andyse des freigesetzten
Polylaktids R 203 duiert. Der Unterschied zum oben dargestdlten Vefahren liegt in der
Probenentnahme:  pro Entnahmezeitpunkt werden die kompletten Gef&3prothesen aus der
Elutionsflissigkeit entfernt, im Wéarmeschrank bel 37°C Uber 3 Tage getrocknet, gewogen
und luftdicht verpackt im Exgkkator bis zur Andytik mittds inhd&renter Viskostéat trocken
aufbewahrt.

2.3.3. Inhérente Viskositat

Die Messung der inhérenten Viskositét erfolgte bel Boehringer Ingelheim Pharma KG.

2.4. Gerinnungsanalytische Unter suchungen

24.1. Ecarinzeitbestimmung nach der Methode von Nowak

Zur Quattifizierung der Hirudin-Konzentrationen wird die Ecarinzeitbetimmung nach der
Methode von Nowak engesetzt. Diese Methode wurde von der AG “Pharmakologische
Hamostasologie® der Medizinischen Fakultét der Universtd Jena unter  Prof.  Nowak
entwickdt. Die Bestimmungen wurden in dem Gerinnungdabor von Prof. Dr. med. Job
Harenberg, Fakultét fir klinische Medizin der Universté Helddberg in Mannhem freund-
licherweise durchgefiihrt, da in diesem Labor ein nach der GLP vdidietes Testverfahren
vorlag.

24.2. Thrombozytenaggr egation

Die Thrombozytenaggregation wie von BORN beschrieben, ist eine quantitative Bestimmung
der Aggregation, berunend auf der turbodimerischen Bestimmung von Zedlsuspensonen, die
wir zum Nachweis der Aktivierung und Quantifizierung von lloprost verwenden. Gemessen
wird die prozentude Lichtdurchldssgkeit von plétchenreichem bzw. plétchenarmem Plasma
vor und nach der Aggregation. Durch Zugabe von Kollagen ds Induktor wird die Aggregation
ausgdost und die optische Dichte des Plasmas ds physkaisches Korrda des Aggregations-
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verhdtens der Thrombozyten in ene Zet/Transmissons-Kurve durch den Computer
dargestellt.

Zur Ergdlung ener Eichkurve wird, beginnend mit ener llopros-Ausgangddsung in ener
Konzentration von 100 ng/ml, mit isotoner Kochsazlésung ene Vedinnungsehe vorbe-
reitet. Jeweils 5ul diesr Vedinnungddsung werden dann zu 295l plétchenreichem
Humanplasma (PRP) hinzupipettiet und die durch Kollagen induzierte maximade Thrombo-
Zytenaggregation sowie der maximale Gradient mit dem APACT-Gerdt ermittelt.

M ax.
Thromb.
Agor.
[%]
0 | f | |
0 05 1 15 2
Konzentration Iloprost [ng/ml]
Abb.2.1 Kollageninduzierte Aggregation von Thrombozyten in Abhéngigkeit

von der lloprogtkonzentration [ng/ml]

Mit dieser Eichkurve wird fir jeden Zeitpunkt die entsorechende Konzentration an lloprogt in
der Elutionsprobe bestimmt. Zu diesem Vorgehen wurde ein GLP-Protokoll ergelt, welches
ds Thrombozytenaggregationsgerét das Moddl APACT (Automated Patelet Aggregation
Coagulation Tracer) der Firma LAbor vorseht. Das Kollagen aus Kabshaut bezogen wir von

der Firmamolab.
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3. Ergebnisteil

3.1 Beschichtungsmassen

Um die bae der Beschichtung mit dem Arzneisofftrager aufgebrachten Pharmakamengen
direkt zu emitteln, wurden die Gefd3prothesen jewels vor und nach der Behandlung auf
ene Prézisonswaage gewogen. Ein Problem zeigte sich darin, dal3 die Biomateridien durch
die Beschichtung eekirostatisch aufgdaden wurden und wir mit 1cm langen GORE-TEX®-
Gefd¥prothesen mit einem Durchmesser von 4mm im Bereich enes sehr niedrigen
Ausgangsgewichtes mit einem entsprechend grofRen Wégefehler lagen. Deshdb war beson-
ders darauf zu achten, dal3 die Prézisonswaage und das beschichtete Biomaterid vor dem
Wiegevorgang statisch entladen wurden.

Der Einfachheit hdber haben wir jewels 10 Geféljprothesen ausschliefdich mit  dem
Polylaktid R 203 in den verschiedenen Ausgangskonzentrationen beschichtet und Uber die
jewells bekannten prozentuden Konzentrationen der engearbeteten Pharmeaka das Endge-
wicht der gesamten Beschichtungsmasse interpoliert.

0] 6,2 64,
6,07 53 = 56 ] s3 T
' 51 49 — ] 2 51
501 7 46 ]
Beschichtungs- 401
gewicht |
[mg]
2,07
1,07
o,o T T T T T T T T T T _ 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 «x
Proben-Nr.
Abb.3.11. Gewichtszunahme von  1lcm  langen  GORE-T EX®-Gefé[3proth%n

(4E 4 mm), beschichtet mit einer hohen Polylaktidkonzentration
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Abb.312. Gewichtszunshme  von  1lcm  langen  GORE-TEX®-GefaRprothesen

(A 4 mm), beschichtet mit einer niedrigen Polylaktidkonzentration

Nach dem Beschichten und anschlief®enden Trocknen zeigte Sch be ener Polylaktidkon-
zentration von  400mg/6 ml Chloroform  pro  Zentimeter Gefd3rothesenléange eine  mittlere
Gewichtszunahme von 54mg be ener Sandardabweichung von 056mg. Ausgehend von
diesem Wert erechnet dch be enem 5%igen Hirudinantel en Gewicht von 270 ug.
Desweiteren betragen die jewelligen lloprostantelle 54pug in der 1%igen Lésung und 108 pg
in der 2%igen Lésung.

Andog dazu konnen die absoluten Pharmakamengen be ener BeschichtungdGsung  mit
R 203 in ener Konzentretion von 100 mg/6 ml Chloroform interpoliert werden. Bel ener
durchschnittlichen  Gewichtszunahme von 14 mg pro Zentimeter Gefé3prothesenlénge und
ene Sandardabweichung von 02 mg ehdt man fir enen Antel von 5% Hirudin ene
Gewichtszunéhme von 70 pg. Fir den lloprogtantell erechnet sch fir die Konzentrationen
von 1% lloprog ein Gewichtsantell von 14 ug sowie ba 2% lloprost ein Gewichtsanteil von

28 g
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3.2. Abbau des Trégers und Freisetzung der eingearbeiteten
Wirkstoffe

Die Gefd¥prothesen wurden wie unter 2.1.6. beschrieben aseptisch beschichtet. Anhand eines
Elutionsversuches (vgl. 2.3.2) sollte die Degradierung des Arznedofftragers (R 203) sowie
die Freisstzung der eingearbeiteten Pharmaka PEG-Hirudin bzw. r-Hirudin und lloprogt Uber

einen Zeitraum von 90 Tagen untersucht werden.

3.2.1. Abbau des Polylaktids R 203

Das Vefaren de inhdrenten Viskodtdt dient zur semiguantitativen Andyse des
Polylaktids R 203. Anhard des Molekulargewichts der Trégersubstanz konnen Rickschllisse
auf die freigesetzten Mengen von R 203 gezogen werden.,

Pro Entnahmezeitpunkt wurden jewells die kompletten Gefd¥prothesen (n=7) aus der
Elutionsflussigket entfernt, im Warmeschrank getrocknet, gewogen und anschlief3end dem
Verfahren zur Bestimmung der inhdrenten Viskositét unterzogen.

Daba zeigen die Gefdyprothesen vor Versuchsbeginn ene inhdrente Viskodta von 0,24dl/g
und zum Entnehmezeitpunkt 90Tage ene inhd&ente Viskosté von 025d/g. Das
Polymer R 203 unterliegt damit Uber dem gesamten Zeitraum der Elution kenerlel Abbau-

verhdten.

Diese Daten wurden uns freundlicherweise von Boehringer Ingehem Pharma KG
(Herr Dr. Hardld Liedtke) zur Verfugung gestellt.
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3.2.2. Freisetzung von Hirudin

Die Quanttifizieeung der duietten Hirudinfraktionen efolgte mittes Ecarinzeitbestimmung
nach der Methode von Nowak. ~

Bel ener 1%igen PEG-Hirudinlésung erhdten wir in den Elutionsproben zu jedem Zeitpunkt
der Elution dem Kontrollwert identische Ecarinzeiten, unabhéngig von der Konzentration der
Beschichtung. Somit snd die freigesstzten Hirudinmengen zu gering, um in diesem Konzen-
trationgbereich nachgewiesen werden zu kénnen.

80 7 O PEG-Hirudin
r-Hirudin

70 T

60 -
Fre- 207
setzung 40
0,
[%0] 30 -
20 -

10 A

0 22,97 33,45 45,97 50,11 52,08 62,74 55,03
T T T T T T

10 Min. 1St 6 Std. 12std.  24Std. 10Tage  90Tage
Zeit

Abb.3221  Festzung von Hirudin aus ener Beschichtung mit ener hohen Polylaktid-
konzentretion, die 5% Hirudin und 1% lloprogt enthdt

Ein initid deler Andieg bis zu ener Freisstzung von 50% des PEG-Hirudins zeigt sch
innerhdb der egen 24 Stunden. In der Folge ist nur noch eine geringe weitere Elution zu
messen. Ahnlich verhdt sich die Freisetzung von r-Hirudin. Hier ist dlerdings en initides
Fresstzungsverhdten bis 35% innehdb der eden Stunde nach Versuchsbeginn  zu
verzeichnen. Im Anschlul3 daran wird r-Hirudin innehdb der 90 Tage bis maxima 40%
kontinuierlich ansteigend in der Elutionsfllissigkeit nachgewiesen.

Die Andysen wurden unter der Leitung von Prof. Dr. med. JobHarenberg in der
Fakultét fir klinische Medizin Mannheim der Universitét Heldelberg durchgefuinrt.
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80 1 O PEG-Hirudin
r-Hirudin

70 1
60 A
Fre- 207
setzung 40 -

[%0]

30 T

20 A

10 A

16,64 21,58 31,18 26,34 25,69

0

10 Min. 1Std. 6 Std. 12 Sid. 24 Sud. 10Tage  90Tage
Zeit

Abb.3.222. Festzung von Hirudin aus ener Beschichtung mit ener niedrigen Poly-
laktidkonzentration, die 5% Hirudin und 1% lloprost enthdt

Dagegen bleiben der prozentude Abbau von PEG ds auch von r-Hirudin b songt ebenfals
andogen  Hirudin/lloprog-Verhdlitnissen,  dledings  mit  ener niedrigen Ausgangs-
konzentration des Polylaktids R 203, wéhrend des gesamten Elutionszeitraumes kongtant und
pendeln sich jewells be einem Wert von 25% Freisstzung der Gesamtmenge en. Offenscht-
lich bewegen dch die freigesstzten Hirudinmengen aus der niedrigen Polylaktidkonzentration
an der Nachweisgrenze und wurden mittels Ecarinzeitbestimmung nicht vollsténdig erfald.
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80 T O PEG-Hirudin
r-Hirudin

70
60 -
Fre- 207
setzung 40 -

[%]

30 A

20 A

10 1

0 13,32 27,38 32,62 38,49 38,40
T T T T

10 Min. 1Std. 6 Std. 12 Std. 24 Sud. 10Tage  90Tage
Zeit

45,30 34,40

Abb.3223. Freisetzung von Hirudin aus einer Beschichtung mit einer hohen Polylaktid-
konzentration, die 5% Hirudin und 2% lloprogt enthdt

80 O PEG-Hirudin
r-Hirudin

70 1
60 ~

Frei- 97
setzung 4o

] .

20 T

10 A

31,37 20,41 19,35 18,98 19,43 20,58

10 Min. 1Std. 6 Std. 12 Sid. 24 Std. 10Tage 90 Tage
Zeit

0

Abb.3224. Festzung von Hirudin aus ener Beschichtung mit ener niedrigen Poly-
laktidkonzentration, die 5% Hirudin und 2% |loprogt enthét
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Werden die Beschichtungen mit ener eingearbeteten Konzentration von 2% lloprost euiert,
0 zegt dch en edaunliches Resultat: unabhéngig von der Konzentration der Arzneigtoff-
tréger wird mehr r-Hirudin als PEG Hirudin duiert.

80 O PEG-Hirudin aus 1% lloprost
PEG-Hirudin aus 2% lloprost

70 1
60 A
Frei- 20
setzung 40 -
0,
(%] 30 -

20 A

10 A

22,97 50,11 52,08 62,74 55,03

10 Min. 1Std. 6 Std. 12 Std. 24 Std. 10Tage 90 Tage
Zeit

0

Abb.3225.  Fesezung von Hirudin in Abhéngigket von der engearbateten lloprost-
konzentration aus ener Beshichtung mit ener  hohen  Polylaktid-
konzentration, die 5% PEG-Hirudin enthdt
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80 1 O PEG-Hirudin aus 1% lloprost
PEG-Hirudin aus 2% |loprost

70 1

60

Frei- 207

Setzung4o -
%
%] .

20

10 A

16,64 21,58 21,58 31,18 26,34 25,69

0

10 Min. 1Sd. 6 Std. 12 std. 24 Std. 10 Tege 90 Tage
Zeit

Abb.3226. Festzung von Hirudin in Abhdngigkeit von der eingearbateten Iloprost-
konzentration aus ener Beschichtung mit ener  niedrigen  Polylaktid-
konzentration, die 5% PEG-Hirudin enthdt

Bei Beschichtungen, die 5% PEG-Hirudin und einen variierenden lloprogtantell (1% oder 2%)
enthdten, velaufen die gemessenen Elutionen fir beide Beschichtungskonzentrationen
anndhernd pardld. Die Beschichtungen mit dem hoheren lloprogtantell zeigen ein im Mittel
umn 10-20% geringeres Freissizungsverhdten ds die entsprechenden Kombinaionen mit nur
1% lloprog. Die initide Elution des eingearbeiteten Hirudins bis zu 50% be 1% lloprost
bzw. 40% bei 2% lloprogt innerhadb der ersten 24 Stunden wird vor dlem bel der hoheren
Polylaktidkonzentration deutlich sichtbar.



80 T O r-Hirudin aus 1% lloprost
70 - r-Hirudin aus 2% |loprost
60
Frei- 207
Setzung40 -
0
6] ]
20 T
10
0 29,09 37,05 37,67 38,65 43,39 34,59
10 Min. 1Sd. 6 Std. 12 Std. 24 std. 10Tage  90Tage
Zeit
Abb.3227.  Frdsstzung von Hirudin in Abhéngigket von der eingearbeiteten lloprogt-
konzentration aus ener Beschichtung mit ener hohen  Polylaktid-
konzentration, die 5% r-Hirudin enthét
80 1 O r-Hirudin aus 1% Iloprost
70 - r-Hirudin aus 2% |loprost
60 1
Fre- 207
Setzung 40 -
0
[%] 5]
20 T
10
0 27,96 25,00 26,66 24,89 23,24 26,87
10 Min. 1Sd. 6 Std. 12 Std. 24Std.  10Tage 90Tage
Zeit
Abb.3228  Fesftzung von Hirudin in Abhdngigkeit von der engearbeteten lloprog-

konzentration aus ener Beschichtung mit
konzentration, die 5% r-Hirudin enthdt

ener

niedrigen  Polylaktid-



Nach Einarbetung von 5% r-Hirudin in Beschichtungen, die 1% oder 2% lloprost enthaten,
zeigt dch en genau umgekehrtes Verhdten: aus der Beschichtung mit dem  hoheren
lloprogtantell (2%) wird r-Hirudin im Durchschnitt um 10-20% vermehrt freigesetzt ds aus
ener entsprechenden Beschichtung mit nur 1% lloprost. Es zeigt sch fir r-Hirudin ene

detigere Freisetzung ds im Vergleich zu den entsprechenden  PEG-Hirudin-Kombinationen,
der initide Pesk in der Freisstzung von rHirudin wurde mit der ersten Probenentnahme nach
10 Minuten nicht mehr erfald.

80 1 O PEG-Hirudin aus 400 mg R 203
70 - PEG-Hirudin aus 100 mg R 203 [
m 4

Frei- 0]

setzung 40 -

[%]
20 -
10 A

0 22,97 33,45 45,97 50,11 52,08 62,74 55,03
10 Min. 1Sd. 6 Std. 12 Std. 24 Std. 10 Tege 90 Tage
Zeit
Abb.3229. Festzung von Hirudin in Abhdngigkeit von der eingearbeteten Polylaktid-

konzentration aus ener Beschichtung, die 5% PEG-Hirudin und 1% lloprost
enthdt
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80 A O PEG-Hirudin aus 400 mg R 203
PEG-Hirudin aus 100 mg R 203

70

m -

Frei- 507

setzung 40
[%]

20 A
10 A
0 13,32 27,38 32,62 38,49 38,40 45,30 34,40
10 Min. 1 Std. 6 Std. 12 Std. 24 Std. 10Tage  90Tage
Zeit

Abb.32210. Festzung von Hirudin in Abhdngigket von der engearbeteten Polylaktid-

konzentration aus ener Beschichtung, die 5% PEG-Hirudin und 2% lloprost
enthdt

Werden nun Beschichtungen mit 5% PEG-Hirudin, 1% llopros und ener hohen bzw.
niedrigen Polylaktidkonzentration verglichen, so wird deutlich, da3 von der héheren Poly-
laktickonzentration innerhdb von 12Stunden 50% des PEG-Hirudins freigesetzt werden.
Ahnlich verhdten sich die entsprechenden Beschichtungen mit einem Iloprogtanteil von 2%.

Be der Quantifizierung der Beschichtungen mit geringer Polylaktidkonzentration hingchtlich
PEG-Hirudinfreissizung mul3 leider festgestdlt werden, dal3 die freigesetzten PEG-Hirudin-
mengen mit den uns zur Verfligung stehenden Mel3verfahren nicht bestimmbar sind.

Es ig festzugtdlen, dal das eingearbeitete 5% PEG-Hirudin aus einer Beschichtung mit einem

2%igen lloprostantell bel  vergleichbaren Polylaktidkonzentrationen weniger freigesetzt  wird
asbe den Beschichtungen, die 1% lloprost enthalten.
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80 1 O r-Hirudin aus 400 mg R 203
70 - r-Hirudin aus 100 mg R 203
m -

Fre- 2]

setzung 40 -

[%]
20 -
10
0 29,09 35,06 37,05 37,67 38,65 43,39 34,59

10 Min. 1Std. 6 Std. 12 Std. 24 Std. 10 Tage 90 Tage
Zeit

Abb.32211. Festzung von Hirudin in Abhdngigket von der engearbeteten Polylaktid-
konzentration aus ener Beschichtung, die 5% r-Hirudin  und 1% lloprost

enthat
80 T O r-Hirudin aus 400 mg R 203
0 - r-Hirudin aus 100 mg R 203
60 -
Fre- 2]
setzung 40
[%]
20 -
10 A
0 42,22 46,31 49,86 52,30 52,66 57,59 55,50
10 Min. 1Std. 6 Std. 12 std. 24 Std. 10 Tage 90 Tage
Zeit

Abb.32212. Festzung von Hirudin in Abhdngigket von der engearbeteten Polylaktid-
konzentration aus ener Beschichtung, die 5% r-Hirudin  und 2% lloprost
enthdt



Beschichtungen mit ener hohen bzw. niedrigen Polylaktidmenge verhdten sch hingchtlich
der r-Hirudinfreisstzung anders. Das prozentude Elutionsverhdten ist bel engearbeteten 2%
lloprost um ca 15-20% hoher ds bei der entsprechenden 1%igen Beschichtung. Bereits zur
ersten Probenentnahme nach 10Minuten werden etwa 30-40% der Gesamtmenge an
r-Hirudin duiert. Im weteren Kurvenverlauf zeigt sch bis zum Ende des Elutionsversuches
an 90. Tag en detiger, ader minima ausgepragter Angstieg der Freisetzung, so dal3 das Frei-
setzungsniveau  in den  r-Hirudinbeschichtungen  gabil bleibt und  Uber die Dauer des

Versuches kongtant gehdten werden kann.

Auch fir r-Hirudin gilt bei Beschichtungen mit der niedrigen Polylaktidmenge, dal3 die von
uns verwendete Mef3methode nicht in der Lage id, die geringen tasachlichen Hirudin-
konzentrationen in den Elutionsproben zu bestimmen.



3.2.3. Freisetzungvon | loprost

Zur Bedimmung der Freisetzung von lloprost wird anhand der kollageninduzierten Thrombo-

Zytenaggregetion ene Eichkurve egdlt und an diesr fir jeden emittdten Aggregaions-
zeitpunkt die entgorechende Iloprostkonzentration abgel esen.

Es ig bekannt, dad das Progtaglandinderivat Iloprost bereits in sehr niedrigen Konzentra-
tionen [ng/ml] hochwirksam ist. Mit den verwendeten GORE-TEX®-Gefalprothesen bei
enem Innendurchmesser von 4 mm haben wir trotz ener L&nhge von nur einem Zentimeter
ene im Verhdtnis reativ grole Oberflache und somit auch eine hohe Beschichtungsmasse
ereicht. Die entsprechend engearbetete Iloprosmenge liegt somit im pg-Bereich. Aufgrund
der enormen Schwankungen in den von uns hergestdlten Verdinnungsehen war es
unmdglich, fir die Elutiongoroben pro Entnehmezeatpunkt enen enheatlichen Verdinnungs-
fektor zu besimmen. Folglich héiten wir fir jede Probenentnahme den entsprechenden
Verdinnungsfaktor experimentell bestimmen mussen. Da Aufwand und vor dlem Verbrauch
der Tedreagenzien, insbesondere des plétchenreichen Plasmas, hierflr nicht tragbar waren,
verzichteten wir auf die Besimmung von Iloprost in den Eluaten.



3.3. Adhasion und Wachstum von Bakterien an Biomaterialien

Die mikrobiologischen Versuche wurden durchgeftinrt, um, wie unter 2.2. beschrieben, die
Anhaftung und das Wachdum von Stgphylokokkus epidermidis auf Biomateridien mit
verschiedenen beschichteten Oberfléchen zu untersuchen. Hierbe ist nochma hervorzuheben,
dad im Abrdlversuch, enem enfachen mikrobiologischen Abklatschpréparat, die Keme
mittds ihrer Koloniebildung auf Agarplaten quantifiziet werden und deshdb nur lebens-
fahige Bakterien efad werden konnen. Dagegen werden in dem Vefahren mit radioaktiv
markierten Bakterien dle fes adhd@ierenden Keime, dso lebende und berdts abgestorbene,
indirekt anhand ihrer Radioaktivitét im 3-Counter bestimmt.

Anzumerken it zudem, dal3 samtliche Besthichtungen, die in den mikrobiologischen Versu-

chen verwendet werden, auf ener hohen Polylaktidkonzentration, dso 400mg R 2036 ml

Chloroform, basieren.

3.3.1. Abrollversuch

K BE/Agarplatte
1. Versuch 2. Versuch 3. Versuch
Einsaat (1 ml) 0,70 x 10° 3,27 x 10° 2,63 x 10°
575
o |unbeschichtet >> 700 >> 700
= (550-600)
5 450 583 390
= |rR203
@ (400-500) (500-650) (380-400)
m |R 203 + 5% PEG- 140 295 190
Hirudin + 1% lloprost (60-240) (237-370) (180-200)

Tab. 3.3.11. Anhaftung von lebenden Stgph. epidermidis an Stahirdhrchen in Abhéngig-
keit von der Bechichtung (in Klammern wird jewells der niedrigste und der

hochste Wert angegeben)

Pro Vesuch wurden jewels zwe bis drei Stahirbhrchen mit der gleichen Beschichtung
Uberzogen. Die EinsaatlGsungen wurden jeden Tag neu hergestdlt, so da3 diese hingchtlich
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der Anzehl ihrer Bakterienkolonien enorme Schwankungen aufweisen. Folglich snd die
gewachsenen Kolonienzahlen untereinander nur semiquantitativ zu vergleichen.

700 T
600 7 T
500 7

KBE/ 4007

Agarplatte 300 '|'
200 7
100
>> 700 485 211
0 T T 1
unbeschichtet R 203 R 203 + 5% PEG-Hirudin +
1% lloprost
Beschichtung

Abb.3.31.1. Anhaftung von lebenden Stgph. epidermidis an Stahirthrchen i Abhéngig-
keit von der Beschichtung

Betrachtet man trotz der unterschiedlichen Einsaaten in den Abrollversuchen die Mittelwerte
der jeweligen Versuchdage untereinander, so wird dennoch ein endeutiger Trend dSchtbar.
Die Bechichtung mit R 203 wes im Vergleich zu unbeschichteten Sahiréhrchen eine deut-
liche Reduktion der anhaftenden Stephylokokken auf. Weter vermindert die Beschichtung
bestehend aus R 203, 5% PEGHirudin und 1% lloprog, verglichen mit der Adhéson an aus-
schliefich mit R 203 beschichteten Stahirdhrchen, die adhé@rierende Kemzahl nochma um
etwa 50%.
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O7.eraT
Stanirafirchon

pesclwchel il B
+ 5% PEG-Hirwdin
1% Roprost

Abb. 3312 Agarplaten mit Staphylokokkus epidermidis aus dem Abrollversuch
3.3.2. Adhéasionsver such mit radioaktiv markierten Bakterien
1. Versuch 2. Versuch 3. Versuch 4. Versuch
Einsaat (1 ml) 5 5 5 5
[KBE/Agarplatte] 16,47 x 10 0,33x 10 3,70x 10 567 x 10
= 403 325 320 512
& |unbeschichtet
= (472-334) (257-379) (217-501) (337-813)
(@)
S 197 1
2 |roos 9 336 55 388
'C (142-251) (225-408) (465-684) (251-560)
g R 203 + 5% PEG- 35 124 44 60
M |Hirudin + 1% lloprost (28-43) (64-204) (30-62) (51-69)
Tab. 3.3.21. Anhaftung  von *H-markierten Seph.  epidermidis an  Stahirohrchen

(n=2bzw.3) in Abhéngigket von der Beschichtung (in Klammern wird
jewells der niedrigste und der hdchste Wert angegeben)



Im Adhé&sonsversuch mit radiosktiv markierten Bakterien wurde andog dem Abrollversuch
die Einsatlésung jeden Tag neu geziichtet, so da3 auch hier aufgrund der Schwankungen
hingchtlich der Anzahl der mit Tritium markierten Bakterienkolonien die resultierenden
Ergebnisse semiquantitativ zu betrachten sind.

Um die adh&ierenden Bakterien an Stahlrohrchen, deren Oberflachen mit verschiedenen
Arznagoffkombinationen  beschichteten sind, untereinander bessr  vergleichen zu  kdnnen,
wurden die an unbeschichteten Materidien anhaftenden Bakterien gleich 100% gesetzt. Die
Ergebnise des 3. Vesuchsages wurden be der Beechnung der  Mittelwerte nicht
berlicksichtigt, daes sich hierbel offenschtlich um ,,AusreiRer” handelt.

140
120 7
100 T [
Adhasion 80
0
%] e
40 7
20 %‘
100,00 77,32 18,74
0 T T 1
unbeschichtet R 203 R 203 + 5% PEG-Hirudin +
1% lloprost
Beschichtung

Abb.3321. Anhaftung von ‘H-markieten Staph. epidermidis an  Sahirchrchen in
Abhéngigkeit von der Beschichtung

Die Beschichtung mit dem Polylaktid zeigt gegentber der unbeschichteten Oberfléache eine
um 22,68% reduziete Bakterienadndson. Desweteren vermindert die Kombingtion aus
R 208 5% PEG-Hirudn und 1% llopros um 81,26% deutlich die Anhaftung der
Stgphylokokken.
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4, Diskussion

Die vorliegende Dissertation hat sch eingehend mit der Fresgtzung der in eine bestehende
antithrombogene Beschichtung eingearbeiteten  Arzneistoffe sowie der Degradierung  des
resorbierbaren  Trégers beschéftigt.  Aulerdem  <ollten die gleichzeitig mdglichen  anti-
infektiven Eigenschaften und Potertiale untersucht und quantifiziert werden.

Als Arznedofftrager der Beschichtung diente hiafir das resorbierbare  Poly-D,L-
Laktid R 203, weches dch berets in vorangegangenen Arbeten bewdhrt hat (32, 87). Es
zeigt hervorragende Biokompatibilitét, und diese Stoffgruppen besitzen in Form von Naht-
oder Ogeosynthesematerid sowie auch ds Arznedofftréger ein  bretes, zwischenzeitlich
eablietes  Anwendungsspektrum in der Medizin. Polylaktide hemmen die Adh&son von
Proteinen und gdten fir den Organismus ds nebenwirkungsarm und gut vertréglich. Die
Polymere werden hydrolytisch zu Milchsbure abgebaut und im  Zitraizyklus vollsténdig
metebolisert, ohne toxische, anaphylaktische oder immunologische Reektionen  hervor -
zurufen (6, 39, 52).

Darin eingearbetet wurden das Prostaglandinderivat lloprost ds Thrombozytenaggregations-
hemmer und die potenten Thrombinhemmer PEG- bzw. r-Hirudin, welche sch in dem orga-
nischen Lésungsmittel Chloroform as feine Suspension gleichmédig verteilen bzw. [6sen.

Anhand enes Eutionsmoddls konnte das Fresetzungs- und Degradierungsverhdten  der
Medikamente und des Tragerstoffes in isotoner Kochsazlsung untersucht werden. Die
Elution efolgte Uber 90Tage be Raumtemperatur unter laminaar-flow-Bedingungen und
kontinuierlicher  Zirkulation der Proben auf enem Rittdtisch, um enen physologischen
Blutfluld zu smulieren.

Zur Bestimmung der degradieten Mengen des Polylaktids R 203 diente das Verfahren der
inh&renten Viskositét, wobel sich der Arzneidofftréger Uber dem gesamten Untersuchungs-
zeitraum ds dabil ewies und kenerle Abbauverhdten unterlag. Da in  vorangegangenen
Arbeiten (32, 87) mitteds anderer Anaytik, sonst aber unter anadlogen Versuchsbedingungen,
bei einer Temperaur von 37°C nach 90Tagen ein 10%iger Abbau von R 203 nachweisen
lief3, ist der Zerfdl des Polylaktids vermutlich temperaturabhéngig.



Hirudin, dessen Freisstzung mittedls einem gdngigen gerinnungsandytischen Verfahren, der
Ecarinzeitbesimmung nach Nowek, bestimmt wurde, zeigte je nach verwendetem Derivat
(PEG- bzw. r-Hirudin) und engearbeteter lloprodmenge unterschiedliches  Freisatzungs-
verhdten. Unabhdngig von der Ausgangskonzentration des Arzneidofftrégers zeigten sSich
Bechichtungddsungen mit 1% Hirudin ads zu geing, um in diesem Konzentrationsbereich
mit unserer Andytik nechgewiesen werden zu konnen. Auch be niedrigen Polylaktidkonzen-
trationen mit 5% Hirudin delte Sch dieses Problem: die freigesetzten Hirudinmengen
bewegten dch offendchtlich an der Nachweisgrenze, wurden mittels Ecarinzeitbestimmung
nicht vollsdndig efa® und waren folglich mit diessr Bestimmungsmethode nicht aussage-
kréftig.

Beschichtungen auf Bass ener hohen  Polylaktidkonzentration mit  eingearbeitetem
5% Hirudin und einem lloproganteil von 1% ergaben enen initiden Freisstzungspesk von
50% PEG-Hirudin innerhdb der erden 24 Stunden bzw. 35% r-Hirudin innerhdb der erden
Stunde. Die weitere Freisetzung erfolgte stetig bis zum Versuchsende nach 90 Tagen. Somit
wurde PEG-Hirudin in Kombingtion mit 1% lloprost schneler freigesetzt ds r-Hirudin in
entsorechenden Beschichtungen. Die Erkldrung hierfir liegt in den Eigenschaften einer grof3e-
ren Lipophilie durch die ausgekuppdte Polyethylenglycolgruppes nach Kontakt mit Wasser
andert PEG seine Oberflache, wird glatter und hydrophiler. Dieser Effekt i umso deutlicher,
je hoher die Konzentration und das Molekulargewicht des verwendeten PEG sind (40).
Folglich i PEG-Hirudin hydrophiler ds r-Hirudin und geht im Elutionsversuch schndler in
die Elutiondfliissigkeit (isotone Kochsalzldsung) tber.

Betrachtet man dagegen das Freisetzungsverhdten der Arzneigtoffe aus den Beschichtungen
bei einer hohen Polylaktidkonzentration, die 5% Hirudin und 2% lloprogt enthidten, o0 zeigte
sch ba PEGHirudn dn intialer Angieg bis zu 38% Fresgtzung innerhdb der ergten
12 Stunden. r-Hirudin ging dagegen s0 schndl in die ElutionsflUssigket Uber, dal3 die initide
Freisstzung mit der ersten Probenentnahme nach 10 Minuten nicht mehr erfadd wurde. Zu
diessem Zetpunkt waren bereits Uber 40% des eingearbeteten r-Hirudins euiert. Die weitere
Freisstzung efolgte dann fir beide Hirudinprdparaie kontinuierlich. So waren bis 90 Tage
nach Versuchsbeginn 34% PEG-Hirudin und 55%r-Hirudin in der Elutionsflissigkeit nach-
weishar.

M



Desveteren it be der Freisstzung auch der lipophile lloprogtantell zu berlickschtigen. Mit
deigendem lloprogtanteil zeigte sch deutlich der Einfluld des Prostaglandinderivates auf das
Freisstzungsverhdten der eingearbeiteten Hirudinpréparate. So wurde PEG-Hirudin in Kom-
bination mit einem niedrigeren lloprogantell prozentud um 10-20% schndler duiet ds in
Beschichtungen mit einem hoheren lloprogantell; r-Hirudin verhidt sch dagegen umgekehrt
und wurde in Kombingtion mit 1% lloprog um 10-20% weniger freigesetzt ds mit entspre-
chendem 2%igem Illoprostanteil.

Vemutlich tritt llopros ds lipophile Substanz in hoheren Konzentrationen in - Wechsd-
wirkung mit der PEG-Gruppe des Hirudins und inaktiviert auf diessm Weg die hydrophilen
Eigenschaften von Hirudin ds Protein. Dabe wird das Gesamtmolekil lipophiler und in
isotoner Kochsazl6sung weniger duiert. Offendchtlich besteht en inverser Effekt zwischen
Lipophilie und Hydrophilie So konnte bem hydrophilen r-Hirudin gezeigt werden, dal3 mit
seigendem lloprostanteil eine bessere Verfligbarket in wassrigen Lésungen bestett.

In diesem Zusammenhang wée es interessant, das Elutionsverhdten von lloprost in den
verschiedenen Konzentrationsanteilen zu kennen. In der vorliegenden Dissartation war die
Andytik der Freisstzung von lloprog in den Eluaten mittds kollageninduzierter  Thrombo-
zytenaggregetion geplant, jedoch wurde aufgrund der bereits unter 32.3. geschilderten
Problematik in Hinscht auf den Aufwand und den enormen Verbrauch von Testreagenzien
auf die Betimmung der lloprostfraktion verzichtet. In nachfolgenden Arbeten konnte dieses
Problem unter Vewendung geringerer Beschichtungsmassen umgangen werden, beispids-
weise durch Beschichten von Koronarstents mit unterschiedlichen 1loprostkonzentrationen.

Eine wetere Aufgebe diesr Dissertation bestand in der Untersuchung der antiinfektiven
Eigenschaften der von uns durchgefihrten Beschichtungen. In vorangegangenen Arbeiten
konnte gezeigt werden, dald bereits Beschichtungen mit Polylaktid R 203 ohne Zugabe von
Antikoagulanzien  dgnifikent die Blutkompdibilitéé verbessern.  Nach  Einarbeitung  von
Hirudin und Illoprogt konnte dieser Effekt noch verstérkt werden. Diese Ergebnisse lassen sich
auf die antiinfektiven Eigenschaften Ubertragen, was die Resultate der vorliegenden Arbet
mit enfachen mikrobiologischen Abklaischpréparaten  (Abrollversuch)  belegen.  Auch  in
weitergehenden radioaktiven Versuchen konnten diese Ergebnisse bestétigt werden. Die
dlenige Beschichtung von Koronargents mit dem Polylktid R 203 zeigte berdts ene
deutliche Reduzierung der Adhésion von lebenden Staphylokokkenstdmmen.

42



Auch diese Ergebnise liel}en sch im radioaktiven Versuchsaufbau weitgehend bestétigen. Da
hiecbe jedoch durch die mikrobizide Wirkung des Polylaktids bereits abgetttete Bakterien,
die an beschichteten Implantat haften, mit efa® wurden, zeigte sch lediglich eine Abnahme
der Bakterienadh&sion von 22,68%.

Die antiinfektiven Eigenschaften wurden nach Einarbeitung von Hirudin und lloprogt in den
Pdylaktidirdger verstérkt. Bereits im Abrollversuch verminderte sch die Anzahl der auf den
Agaplatten gewachsenen Bakterienkolonien um gut 50% im Vergleich mit ausschliefdich
polylaktidbeschichteten Maeridien. Auch durch Messung der Radioaktivitée im  3-Counter
von tritiummarkierten Staphylokokken zeigte sch ene Veminderung der Bakterienadh&sion
um gut 81% im Vergleich zu unbeschichteten Materidien.

Folglich gdlt eine Beschichtung von Biomateridien mit dem Polylaktid R 203 ene gute
Mdoglichkat dar, die Blutkompaibilitd zu verbessan und glechzeitig auch die Materidien
mit antiinfektiven Eigenscheften zu versehen. Die besten Ergebnisse hingchtlich der Oberfla-
chengruktur und der damit verminderten Thrombogenitédt und herabgesetzten Bakterien-
adhéson ehdt man be ene Beschichtungskombination aus Hirudin und lloprost auf der
Basis des Arznedofftragers Polylaktid R 203.

Offendgchtlich bewirkt diese Kombination aus hochwirksamen Arznegoffen ene potente
Hemmung der zur Aktivierung von zelluld&ren und plasmasténdigen Reektionen fihrenden
Mechanismen, insbesondere der Aktivierung von Thrombin. Thrombin, welches ohne Zweifd
ene Schilisdrolle bel der Entstehung enes Gerinnsds e@nnimmt, bestzt neben den berets in
der Einleitung beschricbenen Eigenschaften weitere zelulére Effekte, die inflammatorische
Prozesse induzieren, aber auch zur Regenerdtion bei Gefddverletzungen fuhren konnen. Es
Ubt mitogene Wirkung auf Fibroblasen und Makrophagen aus und is fir chemotaktische
Prozesse verantwortlich(10). Aulerdem fordet Thrombin die Freisetzung von Wachstums-
faktoren wie den ,pladet-derived growth factor (PDGF), agiet ds Stimulus fir die Hyper-
proliferation der ,smooth mustle cdls’ an den Gefden und gilt damit ds wesentlicher
Induktor bel der Entstehung von Restenosen implantierter Stents bzw. der Intimahyperplase
an der Anastomose (6, 14, 30, 55, 97, 105).

Bedingt durch seine verschiedenen Oberflachenbereiche kann Thrombin mit jewells sehr
hoher Spezifitdd an ene Vidzahl von Wedthsdwirkungen be der Thrombosenentstehung
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agieren (10, 97). Glechzetig bieten diee multiplen Eigenscheften zahllose  Angriffsmdglich
keiten der medikamenttsen Interaktion, um ener durch medizinische Eingriffe wie beispids-
weise der PTCA (percutaneous trandumind coronary angioplasty) oder durch Bioimplantate
provozieten Gerinnungsaktivierung  vorzubeugen. Mit den in  unsre  Beschichtungddsung
engearbateten Arznedoffen und den jewels unterschiedlichen Angriffspunkten dieser
Medikamente im Gerinnungssystem ist dies hervorragend gelungen.

t'.’/é-’
I":.‘-
'.
!
Fibrinogen 152?\‘
Receplor | Monocytes
Antagonists X
O1C,
D

PGl
4 P @ ___Synthetic SMCs

Macrophages

Migration and Proliferation

Abb. 4.1 Mechanismen der neointimaen Bildung nach Gefé3vandverletzung (43)

So wird durch die Inhibierung von Thrombin mittels Hirudin der postive Feedback-Mecha-
nismus der Prothrombinaktivierung, der wiederum zu ener beschleunigten Bildung weiteren
Thrombins fihren wirde, unterbrochen. Dies gilt auch fir die thrombininduzierte
Ré&tchenaggregation.  Welter  werden amplifizierende  Freissizungsresktionen  je  nach
Wirkungsspiegd des Hirudins verlangsamt oder vollsdndig unterbunden. Ein - wesentlicher
Vortell gegeniber dem Hepain besteht darin, dal3 Hirudin in antithrombotisch  wirksamer
Doseung den Vebrauch von Gerinnungsfaktoren hemmt und auch be  Patienten mit
Antithrombin I11-Mangd, be thrombozyt&en Defekten und vor dlem bei Thrombozytopenie
wirksam engesetzt wird. Ein Nachtell der Anwendung dieses sdektiven Thrombininhibitors
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liegt dledings in der fehlenden Antagoniserungamdglichkeit, da derzet noch  kein
wirksames Antidot gegen Hirudin bekannt ist. Auerdem kann Hirudin ds schwaches
Immunogen wirken und weid ene nur geinge thergpeutische Breite  auf
(6,36, 42, 44,54, 64, 97).

Moddlversuche belegen, da3 besonders das gentechnologisch  hergestdite  Hirudin  (rH)
gedgnet g, thrombotische Gefdldverschliisse zu verhindern. An  arteriosklerotisch  steno-
derten Koronararterien kommt es héufig trotz Lumenerweiterung mittels PTCA durch noch
vorhandene Plagues an der Gefd3wand zur lokden Thrombinaktivierung. Thrombin in den
Plagues kann durch Heparin nur schwer inhibiert werden, was zur weiteren Okkluson der
Gedde fuhren kann. Hirudin, welches gezidt lokd gebildetes Thrombin direkt hemntt,
verhindert diesen Effekt. Desweteren werden die Freisstizung von Wachstumsfaktoren aus
den Pé&tchen, wie den PDGF, und somit die Hyperproliferation der ,smooth muscle cdls’
unterbunden, was die Redenoserung von Gefdlen erheblich reduziet bzw. verhindert
(6,15, 30, 44,66, 97). Be Pdienten mit extrekorporder Kradaufzirkulation, wie zB. be
Herzoperationen  inshesondere  durch  extrakorporde  Membranoxygenierung  (ECMO -
extracorpored membrane oxygenation) oder Hamodidyse, konnte ene reduzierte Gerinnsd-
bildung beobachtet werden, was neben der hohen Wirksamkeit und guten Vertréglichkeit von
rekombinantem Hirudin seine Anwendung befurwortet (64, 100).

lloprost bestzt dagegen en rddiv bretes Wirkprofil und ig bereits in minimden Konzen
trationen hochwirksam. Es unterbindet neben der Hemmung der  Thrombozytenfunktionen
ua die Freisetzung von PDGF und das Wachstum der glatten Gefé3muskelzdlen, verhindert
die Leukozytenadndsion und inhibiet durch bisher unbekannte Mechanismen die Adhé&sion
und Chemotaxis der Neutrophilen, was seine Anwendung gegeniber den Cydooxygenase-
hemmern welt Uberlegen macht. Insbesondere in der Pré&vention und Therapie von durch
Fremdmateridien induzierten Stenosen bzw. Restenosen, deren Entstehung durch Verab-
reichung von lloprog verhindet werden kann, wird die klinische Redevanz deses
Progtaglandinderivates in der modernen Medizin deutlich (28, 31, 75, 85, 83, 89, 104).

Ein weterer thergpeutischer Ansaizpunkt von lloprost zeigt sch be der Blutzirkulaion im
extrakorporden Kredauf: durch die Hemmung der vorwiegend durch Thrambin vermittelten
Thrombozytenfunktionen konnen die Plétchen auch extrakorpord nicht an den verwendeten
Kahetern oder Membranen aktiviet werden, Gerinnungsproteine  adhéieren  nicht  und
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bleben inaktiviert, Gerinnungsfaktoren werden nicht verbraucht. Zusdzlich kénnen aufgrund
der gehemmten Leukozyteninteraktion keine inflammatorischen Resktionen induziert werden,
ene Aktivieeung der Hamostase mit folgender  Thrombusformation  unterbleibt
(13, 31, 53,85, 83).

Durch des Prinzip des ,locd drug ddivery® war es moglich, auf den Biomateridien mittels
Freisstzung lokd hoher  Arznedoffkonzentrationen ene Imitation des korpereigenen
Endothds zu bewirken, wobe durch die niedrigen systemischen Konzentrationen Neben-
wirkungen der engearbateten Medikamente ausblieben. Daba konnte durch den syner-
gidischen Effekt des sdektiven Thrombininhibitors mit dem Prostaglandinderivat die Abla-
gerung von Blutbestandteilen und Kemen auf den kinglichen Obefléchen wirksam unter-
bunden werden. Weder zdluldre, noch plasmestéandige Reektionen, die in der Bildung eines
Thrombus oder vorwiegend be Koronargents in der Bildung ener Restenose miinden,

konnten so getriggert oder ausge st werden.

Dies eadffnet en ewetertes Anwendungsspektrum in  der Medizin.  Pdienten  mit
Kurzzetimplantaten, wie beisiidswese zentrdventsen Kahetern, kann mit diesem Vefah-
ren eine sysemische Antikoagulation erspat bleiben. Deswveteren konnen durch die gleich-
zeitig bestehende antiinfektive Wirkkomponente der Beschichtung septische  Ereignisse
reduziert bzw. verhindert werden. Somit wird die Komplikationsrate nach Implantation von
Biomateridien auf en Minimum reduziert, was eine Anwendung insbesondere be  Implan-
taten mit lebendanger Veweildauer im Organismus (Herzklappen, Stents, Geféd3prothesen
etc.) beflrwortet.

Die von uns gewdhlte Medikamentenkombination ist in der Lage, die mitogenen Eigen-
schaften der smooth muscle cdls zu inhibieren. Hirudin wirkt direkt auf Thrombin und
verhindet somit die Migraion und Proliferetion der smooth muscle cdls. Gleche Eigen-
schaften hat auch Iloprogt as Antagonist von PDGF.



Inhibition of Platelet Aggregation by lloprost
via Stimulation of Adenylatcyclase

Adrenalin
"ADP PGL—™ ? CAMP-leve| — (fr?rwa}:%nn Pathway
Thrombin
Collagen — Aggregation
‘Thromboxane A,
Shear Stress ase
Serotonin :'Il?;?iiggse%f}'"‘eg”” Receptors
Aspirin
Abb. 4.2 Wirkung von lloprogt ds,,common pathway inhibitor*

Neuere Einsatzmdglichkeiten dieser Technologie liegen ua in der Einarbeitung von Anti-
biotika in Beschichtungen auf Ogeosynthesematerid. Erse Ergebnisse der  Arbetsgruppe
zeigen, dad dabei vor Ort podtoperaive Komplikationen in Form von Infektionen postiv
beanflu® werden konnen. Weter werden durch Zusatz von Wachsumsfektoren in die
Beschichtung oss&re  Funktionen verbessart, beipidsvese die Frakturhellung  beschleunigt.
Eine Anwendungsoption, die kinftig insbesondere in der Mund-Kiefer-Geschtschirurgie, der
Orthopédie oder der Unfdlchirurgie zu tragen kommen wird.

Folglich kan die Ausligung von Biomaeidien im Rahmen der antithrombogenen und
antiinfektiven Beschichtung auch auf andee Maeidien mit neuen Einsazmdglichketen
Ubertragen werden. Eine Zukunftsperspektive, die vermutlich schon in dosehbarer Zeit in der

Medizin einen revolutionéren Einzug haten wird.
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5. Zusammenfassung

Die vorliegende Dissertation wurde mit folgenden Aufgabenstellungen betraut:

zum enen sollten gangige Biomateridien wie Gefd¥prothesen auf der Bads von PTFE mit
einer antithrombogenen Oberfléche ausgeriistet werden, um dann die Freisetzung von Anti-
koagulanzien und die Degradierung des resorbierbaren Polymilchsiuretrégers zu  bestimmen;
desweiteren sollten die antiinfektiven Eigenschaften dieser  antithrombogenen  Beschichtung
untersucht und quantifiziert werden.

Es wurden Geféd¥prothesen mit dem Tréger R 203 (niedermolekulares Polylaktid), Hirudin
und lloprot beschichtet. Im egen Tell dieser Arbeit wurde die Verflgbarket der
Arznegoffe mittedls enes Elutionamoddls und anschliefenden  gerinnungsandytischen
Untersuchungen gewonnen. Dabel erwies sch der resorbierbare Arzneigofftréger ds gabil
und unterlag Uber dem gesamten Versuchszeitraum von 90 Tegen keinerlel Abbauverhdten.
Die Freisstzung von Hirudn aus der Beshichtung efolgte konzentrations und
derivatabhangig  (r-Hirudin / PEG-Hirudin) sowie je nach engearbeitetem Antell des
lipophilen Prostaglandinderivates verschieden.

Hirudin aus 5%igen Beschichtungsmodifikationen auf Bass ener hohen  Polylakiid-
konzentretion wurde mit einem initiden Peek freigesatzt. Die weitere Elution bis zum
Vesuchsende efolgte kontinuierlich. Dabei wurde PEG-Hirudin in Kombination mit enem
1%igen lloprogantell schndler duiet ds r-Hirudin, wohingegen sch be einer Beschich-
tungdésung mit ener Konzentration von 2% lloprost en umgekehrter Effekt zeigte hier
wurde r-Hirudin schndller freigesetzt ds PEG-Hirudin. Auf die Besimmung des Elutions-
verhdtens von llopro mulde aufgrund andytischer Schwierigkeiten verzichtet werden, da
die vorliegende Methode bei hohen Kaosten nur semiquantitative Ergebnisse lieferte.

Im zweiten Tel diesr Dissartation wurde mit mikrobiologischen Abklaischpréparaten und
radioaktiven Markierungsversuchen die  Anhaftung und das Wachstumsverhdten  von
Staphylokokkus epidermidis auf antithrombogen ausgertisteten  Oberflachen untersucht.  Dabel
reduzierte berdts eine Beschichtung mit dem resorbierbaren Arzneistofftréger die Adhdsion
der Keme auf den Biomateridien. Nach Zugabe von Hirudin und lloprog konnte dieser
Effekt deutlich versérkt werden. Offendchtlich wird die Adhéson der Bakterien durch die
Obefléchenbeschaffenhelt der Maeridien und weter durch die synergisische  kontinuier-
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liche Freisetzung der Arzneistoffe beeinfluld, wobe der dabei zu Grunde liegende Mecha-
nismus bisher nicht aufgeklé&rt werden konnte.

Die Ausidung von Biomaeridien mit ener antithrombogenen Oberfléchenbeschichtung
ddit folglich enen effektiven und vidversprechenden Ansaz dar, die héamokompatiblen
Eigenschaften der Implantate zu optimieren und somit ene Reduktion thrombembolischer
Ereignise zu eziden. Glechzetig kann aufgrund bestehender antiinfektiver Eigenschaften
der Beschichtung ene vermindete Kemadhdson auf den Oberflachen der Biomateridien
erreicht werden.
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