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Zusammenfassung 1

1. ZUSAMMENFASSUNG

1.1 Bedeutung von gC1qR/p33 fir die Interaktion von S. aureus
mit dem mikrovaskularen Endothel

Systemische Infektionen mit Staphylokokkus aureus (S. aureus) gehen mit einer hohen
Morbiditdt und Mortalitdt einher. Die Ergebnisse friiherer Studien zeigen, dass auf
Endothelzellen  exprimiertes  gC1gR/p33  (gC1gR), ein  Rezeptor fir die
Komplementkomponente C1q, mit dem von S. aureus exprimierten Protein A interagiert. Des
Weiteren ist bekannt, dass bei der infektidsen Endokarditis die Blockade von gC1gR die
Kolonisierung des Endokards durch S. aureus hemmt. Das Ziel dieses Studienabschnittes
war es daher, in vivo zu untersuchen, ob durch die Blockade von gC1gR die Adh&renz von
S. aureus an das GefaBendothel inhibiert werden kann.

Zu diesem Zweck wurde bei Syrischen Goldhamstern, die mit dem monoklonalen Antikérper
74.5.2 gegen gC1gR behandelt wurden, eine Rickenhautkammer prapariert. AnschlieBend
wurden den Tieren 10° Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-gefarbte Staphylokokken {ber einen
Carotis-Katheter injiziert. Mit Hilfe der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie erfolgte dann
sowohl unter nicht-entziindlichen Bedingungen als auch TNF-a-induzierter Entziindung die in
vivo Analyse der Bakterien-Adhdrenz und Leukozyten-Endothelzell-Interaktion in der
Mikrozirkulation der Rlckenhautkammer. Als Kontrolle dienten Tiere, die lediglich mit dem
Vehikel behandelt wurden. Zusétzlich wurden in vitro Adharenz-Assays durchgeflihrt, um das
Bindungsverhalten von S. aureus an humane Endothelzellen nach Blockade von gC1gR zu

untersuchen.

Die Behandlung mit dem monoklonalen Antikdrper 74.5.2 fihrte zu einer signifikanten
Reduktion der Adh&renz von S. aureus an das venuldre Endothel. Dies war sowohl unter
nicht-entziindlichen Bedingungen als auch TNF-a-induzierter Entziindung zu beobachten.
Vergleichbare Ergebnisse zeigten die in vitro Versuche mit humanen Endothelzellen. Durch
die Blockade von gC1gR kam es zu einer Reduktion der Adh&renz von S. aureus an die
humanen Endothelzellen. Weiterhin konnte in vivo gezeigt werden, dass die Blockade von

gC1gR zu keiner Beeinflussung der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion in Venolen flhrte.

Die Ergebnisse des ersten Abschnitts der vorliegenden Arbeit zeigen somit, dass durch die
Blockade von gC1gR die Adharenz von S. aureus an das Endothel signifikant reduziert wird.

Es ist daher méglich, dass durch diesen Mechanismus bereits in einem friihen Stadium die
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Manifestation einer endovaskularen Infektion inhibiert werden kann. Aus diesem Grund stellt
die immunologische Inhibition von gC1gR eine vielversprechende therapeutische Strategie in
der zukinftigen Behandlung von systemischen S. aureus-Infektionen dar.

1.2 Implantation chirurgischer Netze bewirkt keine Interaktion von
S. aureus mit dem mikrovaskularen Endothel

Die Implantation chirurgischer Netze zur Stabilisierung der Bauchwand ist ein etabliertes
Verfahren in der Hernienchirurgie. Im Vergleich zum konventionellen Bauchwandverschluss
mittels Naht resultiert die operative Versorgung von Hernien mit chirurgischen Netzen in
deutlich reduzierten Rezidivraten. Eine schwerwiegende Komplikation dieses Verfahrens
stellt jedoch die bakterielle Infektion der implantierten Netze dar. Aus diesem Grund war es
das Ziel des zweiten Abschnittes der vorliegenden Arbeit, sowohl unter nicht-entzindlichen
als auch unter entziindlichen Bedingungen zu untersuchen, wie die Interaktion von Bakterien
mit dem mikrovaskuldren Endothel in direkter Umgebung eines Netzimplantates beeinflusst

wird.

Fur die in vivo Untersuchungen wurden Ultrapro®Netze in die Riickenhautkammer von
Syrischen Goldhamstern implantiert. Nach 12 Tagen wurden den Tieren 10° FITC-geférbte
Staphylokokken Uber einen Carotis-Katheter injiziert. AnschlieBend wurde mit Hilfe der
intravitalen Fluoreszenzmikroskopie die Adharenz von Bakterien sowie die Leukozyten-
Endothelzell-Interaktion in Venolen in unmittelbarer Umgebung der Netzimplantate
analysiert. Als Kontrolle dienten Venolen in netzfernen Bereichen der Rickenhautkammer,
die nicht vom Netzimplantat beeinflusst wurden. Die Experimente erfolgten sowohl unter
nicht-entzindlichen Bedingungen als auch TNF-a-induzierter Entziindung. Zuséatzlich wurden
die Daten mit einer Gruppe von Versuchstieren verglichen, denen zwar ein Netz implantiert,

jedoch keine Bakterien appliziert wurden.

Unter nicht-entzindlichen Bedingungen fUhrte die Implantation des chirurgischen Netzes
weder zu einer gesteigerten Leukozyten-Endothelzell-Interaktion, noch zu einer Erhéhung
der Zahl adhé&renter Bakterien in netznahen Venolen. Die topische Applikation von TNF-a auf
die Praparation der Rickenhautkammer induzierte eine Entzindungsreaktion mit einer
signifikanten Steigerung der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion und der Bakterien-
Adhérenz in netznahen Venolen. Wiederum zeigte sich jedoch kein Einfluss des

Netzimplantates auf das Bindungsverhalten von Leukozyten und Bakterien. Eine
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vergleichbare Leukozyten-Endothelzell-Interaktion wiesen Tiere auf, denen keine Bakterien
appliziert wurden. Dies zeigt, dass zirkulierende Bakterien nicht die Akkumulation von
Leukozyten im Bereich implantierter Ultrapro®Netze steigern.

Zusammenfassend konnte im zweiten Abschnitt der vorliegenden Arbeit gezeigt werden,
dass die Implantation eines Ultrapro®Netzes weder unter nicht-entziindlichen noch unter
entzindlichen Bedingungen zu einer vermehrten Interaktion von S. aureus mit dem
mikrovaskularen Endothel fOhrt. Dies lasst darauf schlieBen, dass das implantierte
Biomaterial per se nicht die Bindung von Bakterien am mikrovaskularen Endothel férdert und
somit nicht als primare Ursache einer bakteriellen Netzinfektion gesehen werden kann. Des
Weiteren zeigen die Ergebnisse dieses Abschnittes, dass in der Blutbahn zirkulierende
Bakterien nicht die Akkumulation von Leukozyten im Bereich implantierter Netze férdern.
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2. SUMMARY

2.1 Role of gC1gR/p33 in the adherence of S. aureus to the micro-
vascular endothelium

Endovascular infections with S. aureus are associated with high morbidity and mortality. In
vitro studies have shown that gC1gR, a receptor for C1q expressed on endothelial cells,
interacts with protein A of S. aureus. In addition, in vivo studies revealed that gC1gR
blockade reduces S. aureus colonization during infective endocarditis. The aim of the present
study was to analyze in vivo, whether these results are based on a decreased interaction of

S. aureus with the microvascular endothelium.

A dorsal skinfold chamber was prepared in Syrian golden hamsters, which were treated with
the monoclonal antibody 74.5.2 directed against functional and structural domains of gC1gR
or vehicle, respectively. Subsequently, we analyzed the interaction of fluorescein
isothiocyanate (FITC)-labeled staphylococci and rhodamine-labeled leukocytes with the
endothelium of postcapillary venules under physiological conditions as well as TNF-a-

induced inflammation by means of intravital fluorescence microscopy.

Administration of 74.5.2 significantly reduced the adherence of S. aureus to the endothelium
of venules in untreated and TNF-a-exposed tissue. Accordingly, we could also demonstrate
in vitro that S. aureus adherence to human endothelial cells was significantly reduced by the
monoclonal antibody 74.5.2. In contrast, blockade of gC1gR did not affect leukocyte-

endothelial cell interaction in vivo.

Our data provide evidence that blockade of gC1gR inhibits the initial step in S. aureus-
mediated endovascular disease, i.e. adherence of bacteria to the vessel wall. Thus,
immunological inhibition of gC1gR by the monoclonal antibody 74.5.2 may represent a
promising therapeutic strategy in the future treatment of endovascular infections caused by

S. aureus.

2.2 Implantation of surgical meshes causes no interaction of S.
aureus with the microvascular endothelium

In hernia repair, implantation of surgical meshes is a common procedure to increase

abdominal wall stability, resulting in significantly reduced recurrence rates when compared to
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conventional suture closures. However, mesh implantation is known to be associated with
the risk of bacterial infection. Accordingly, the aim of the present study was to analyze in
vivo, whether mesh implantation increases the interaction of bacteria with the microvascular
endothelium in direct vicinity of the implanted material both under physiological and

inflammatory conditions.

Ultrapro®-meshes were implanted into the dorsal skinfold chamber of Syrian golden
hamsters. After 12 days, 10° FITC-labeled staphylococci were injected via a carotid catheter.
Subsequently, leukocyte-endothelial cell interaction, microhemodynamics and bacterial
binding were analyzed in venules located in direct vicinity to the mesh implants or in distant
control tissue under non-inflamed conditions as well as TNF-a-induced inflammation using
intravital fluorescence microscopy. The results were compared to those of animals, which did

not receive any bacteria.

Under baseline conditions, leukocyte-endothelial cell interaction and bacterial adherence was
not increased due to the implanted biomaterial, as indicated by a comparable number of
adherent leukocytes and bacteria in postcapillary venules of the mesh border zone and
distant control tissue. TNF-a-induced inflammation significantly increased the numbers of
adherent leukocytes and bacteria in venules located in direct vicinity to the mesh. However,
there was again no difference to distant control tissue. Comparable results for the leukocyte-
endothelial cell interaction were found in animals, which did not receive bacteria, indicating
that circulating bacteria do not affect leukocyte recruitment to the site of mesh implantation.

The present study shows that implanted Ultrapro®-meshes do not affect the interaction of S.
aureus with the microvascular endothelium under physiological conditions or TNF-a-induced
inflammation. This indicates that the implanted biomaterial itself is not a trigger for an
increased bacterial adherence to the endothelium and therefore cannot be considered as the
primary cause for bacterial mesh infection. Besides, this study demonstrates that circulating

bacteria do not increase leukocyte recruitment to the site of mesh implantation.
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3. EINLEITUNG

3.1 Bedeutung von gC1gR/p33 fur die Interaktion von S. aureus
mit dem mikrovaskularen Endothel

Staphylokokkus aureus (S. aureus) ist einer der wichtigsten Vertreter der fir den Menschen
fakultativ pathogenen Keime. Der Name ,Staphylokokkus® leitet sich aus den griechischen
Wértern ota@uAr (griechisch ,staphyle® fur ,Traube®) und kékkog (griechisch ,kokkos® fur
,Klgelchen®) her, da man bei mikroskopischer Betrachtung der goldgelben Kolonien die
Bakterien traubenartig in Haufen angeordnet vorfindet. S. aureus besitzt eine dicke Zellwand,
bestehend aus Peptidoglykanen, die zu einer positiven Anfarbung nach Gram fihrt.
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Abbildung 1: Volistationdre Krankenhausaufenthalte durch S. aureus verursachte Sepsis in
Deutschland von 2000 bis 2007 (Quelle: Statistisches Bundesamt; http://www.gbe-bund.de/).

GroBe Teile der Bevdlkerung sind von S. aureus kolonisiert. Wahrend bei einem Anteil von
ungefahr 20% der betroffenen Individuen eine persistente Besiedlung mit dem Bakterium
gefunden wird, liegt die Rate an intermittierend-besiedelten Menschen noch héher [Gordon
und Lowy, 2008]. Obwohl die Kolonisierung mit S. aureus per se keinen pathologischen Wert
besitzt, erh6ht sich dadurch das Risiko einer durch das Bakterium verursachten Erkrankung,
die in den meisten Fallen durch den kolonisierenden Staphylokokken-Stamm versursacht
wird [Kluytmans et al., 1997; von Eiff et al., 2001].
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Die Anzahl der durch S. aureus-Infektionen verursachten Erkrankungen hat in den letzten
Jahren stark zugenommen (Abbildung 1). Dies hangt vor allem mit der steigenden
Anwendung intravasaler medizinischer Instrumente zusammen [Steinberg et al., 1996].
Gleichzeitig nimmt der Anteil Methicillin-resistenter Stdmme zu [Wisplinghoff et al., 2004],
wodurch die antibiotische Behandlung dramatisch erschwert wird.

S. aureus kann die verschiedensten klinischen Krankheitsbilder verursachen. Unter anderem
zahlen dazu lokale Befunde an der Haut und am Knochen wie z.B. Dermatitis oder Abszesse
[lwatsuki et al., 2006; Sia und Berbari, 2006]. Gleichzeitig produziert S. aureus eine Reihe
von Exotoxinen (Tabelle 1), die seltene, klinisch eigenstédndige Krankheitsbilder wie das
.Staphylococcal Scalded Skin Syndrom® oder das ,Toxic Shock Syndrom“ verursachen
kénnen [Chuang et al., 2005; Nishifuji et al., 2008].

Besondere klinische Bedeutung besitzt das Bakterium jedoch aufgrund seiner Fahigkeit,
endovaskulare Infektionen zu verursachen. Hierbei kommt es zu einer lokalen Kolonisierung
des GefaBendothels. Dies kann eine Bakteriamie bzw. im Extremfall eine generalisierte
Sepsis zur Folge haben [Naber, 2008]. Die vom Blutstrom transportierten Keime kdnnen in
diesem Fall zur Ausbildung metastatischer Infektionsherde [Corey, 2009] oder bei Befall der
Herzklappen des Wirtes zur konsekutiven Endokarditis fihren [Murray, 2005].

Die Entstehung einer S. aureus Infektion durch im Blutkreislauf zirkulierende Bakterien Iasst
sich in unterschiedliche, pathogenetisch bedeutsame Phasen unterteilen. Nach der Bindung
der Bakterien an das GefaBendothel kommt es zur Etablierung eines primaren
Infektionsherdes. In diesem haben die Bakterien die Méglichkeit zu persistieren und zu
proliferieren. AnschlieBend erfolgt die Dissemination der Bakterien im Kérper des Wirtes mit
der Ausbildung von septischen Emboli und dem Befall von Organen.

Eine Grundvoraussetzung fir die Entstehung von endovaskuldren S. aureus Infektionen
stellt die Bindung des Bakteriums an das GefaBendothel des Wirtes dar. Fir die Bindung an
das GeféBendothel oder Bestandteile der extrazellularen Matrix exprimiert S. aureus eine
Reihe von Adhasionsmolekilen (Tabelle 1). Hierbei werden Zellwand-gebundene Formen
von Adhasionsmolekiilen, sogenannte MSCRAMMs (,Microbial Surface Components
Recognizing Adhesive Matrix Molecules®) und sezernierte Formen, sogenannte SERAMs

(,Secretable Expanded Repertoire Adhesive Molecules®) unterschieden [Rivera et al., 2007].
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Funktion Faktoren

Fibronektin-Bindungsproteine (FnBP)
Clumping Faktoren (CIF)

Protein A

Extracellular Adherence Protein (Eap)

Extracellular Matrix Protein-binding Protein
(Emp)

Bindung

Proteasen

Lipasen

Nukleasen
Metalloproteinasen

Gewebe-Invasion

Leukocidine

Kapsulare Polysaccharide
Protein A

Eap

Modulation von Abwehrmechanismen

Biofilm-Bildung
Persistenz Small-Colony Varianten (SCV)
Intrazellulére Persistenz

Enterotoxine
Toxic-Shock-Syndrom Toxine
Exfoliatine

A-Toxin

Peptidoglykane
Lipoteichonsaure

Toxine

Tabelle 1: Vereinfachte Ubersicht iiber die unterschiedlichen Pathogenitétsfaktoren von S. aureus.
Diese Pathogenitétsfaktoren dienen vor allem der Invasion in Gewebe und der Persistenz im Wirt.

Zu diesen Adhasionsmolekilen zahlen die Fibronektin-Bindungsproteine (FnBP A und B)
und die Clumping-Faktoren (CIF A und B) [Foster und Hook, 1998; McDevitt et al., 1994; Ni
Eidhin et al., 1998; Wann et al., 2000]. Die Funktion dieser Adhasionsmolekiile besteht in der
Bindung des Bakteriums an unterschiedliche Proteinstrukturen des Wirtsorganismus. Zu
diesen z&hlen vor allem Fibronektin und Fibrinogen [Chavakis et al., 2005].

Ein weiteres Protein, das der MSCRAMM-Familie zugeordnet werden kann, ist Protein A.
Dieses auf der bakteriellen Zellwand exprimierte Protein besitzt finf extrazellulare Domanen,
von denen jede ein IgG-Molekll des Wirtes an der Fc-Doméne binden kann [Moks et al.,
1986]. Hierdurch kann das Bakterium mit Phagozyten in Konkurrenz um Bindungsstellen an
den Fc-Doménen treten. Dies hat einen inhibitorischen Effekt auf die Phagozytose durch das
Immunsystem des Wirtes [Gomez et al., 2006]. Daneben wird Protein A zur Bindung des
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Bakteriums an Proteinstrukturen des Wirtes bendtigt. Einerseits bindet Protein A an den von
Willebrand Faktor (VWF), der eine wichtige Rolle bei der Thrombozytenaggregation am
geschadigtem Endothel spielt [Baruch et al., 1989; Hartleib et al., 2000], andererseits zeigen
jungste Studien, dass Protein A an gC1gR binden kann [Nguyen et al., 2000].

gC1gR dient als Rezeptor fur C1q, der ersten Komponente des C1-Komplexes der
Komplementkaskade [Calcott und Muller-Eberhard, 1972; Ghebrehiwet et al., 1994].
Gleichzeitig kann das Protein selbst den klassischen Weg der Komplementkaskade
aktivieren [Ghebrehiwet et al., 2006]. Die proinflammatorischen Wirkungen von gCi1qgR
beschranken sich jedoch nicht nur auf Wirkungen innerhalb der Komplementkaskade. Das
Protein besitzt darGber hinaus grundlegende Funktionen innerhalb des Kallikrein-Kinin
Systems (KKS). Das KKS besteht aus den Proteinen Faktor Xll, Prakallikrein und
hochmolekularem Kininogen. Faktor XII wird durch die Bindung an die Oberflache von
Endothelzellen aktiviert und I0st so eine Kaskade aus, die in der Abspaltung von Kininen
(z.B. Bradykinin) aus hochmolekularem Kininogen endet [Bryant und Shariat-Madar, 2009].
gC1qgR wiederum ist eine der wichtigsten Bindungsstellen fir hochmolekulares Kininogen auf
Endothelzellen und liefert so die Voraussetzungen fir die Initiierung dieser Kaskade [Joseph
et al, 1999]. Die freigesetzten Kinine wirken unter anderem als Mediatoren in

inflammatorischen Prozessen.

Interessanterweise konnte klrzlich in vivo gezeigt werden, dass die Inhibition von gC1qgR die
GroéBe der Vegetationen bei Endokarditiden durch S. aureus vermindert [Peerschke et al.,
2006]. Da gC1gR auf aktivierten Thrombozyten und innerhalb der extrazelluldren Matrix
nachgewiesen werden kann und auBerdem lésliches gC1gR die Bindung von S. aureus an
Fibrinogen erhdht [Peerschke et al., 2006], kénnte gC1gR in der Bakterienbindung an
geschadigtes GefaBendothel eine wesentliche Rolle spielen. Weiterhin lasst sich gC1gR
jedoch auch auf intakten Endothelzellen nachweisen und wird durch die Wirkung von
inflammatorischen Zytokinen sogar vermehrt exprimiert [Guo et al., 1999]. Aus diesem Grund
kdnnte die Inhibition von gC1gR einen vielversprechenden Ansatz darstellen, um die

Bindung von S. aureus an geschadigtem und intaktem Endothel zu inhibieren.

Das Ziel des ersten Teils dieser Arbeit war es daher, in vivo zu analysieren, ob ein gegen
gC1qgR gerichteter monoklonaler Antikdrper dazu in der Lage ist, die Bindung von S. aureus

an das venulare Endothel zu reduzieren.
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3.2 Einfluss chirurgischer Netzimplantate auf die Interaktion von
S. aureus mit dem mikrovaskularen Endothel

Der Begriff Hernie leitet sich von dem lateinischen Begriff hernia (,Knospe®) ab. Beschrieben
wird damit eine Ausstilpung des Bauchfells durch eine Lucke in den begrenzenden
Muskelschichten der Bauchwand. Dadurch bildet sich auBerhalb der Bauchhéhle ein
Bruchsack aus parietalem Peritoneum, der Anteile des Omentum majus oder des Darms
enthalten kann.

Hernien zahlen heutzutage zu den haufigsten Ursachen einer Hospitalisierung in den
Industriestaaten. Hierbei liegt die Inzidenz bei der ménnlichen Bevdlkerungsgruppe weitaus
héher als bei Frauen. Je nach Lokalisation lassen sich innere von &uBeren Hernien
abgrenzen. Bei den inneren Hernien ist der Bruchsack innerhalb der Bauchhéhle oder des
Thorax lokalisiert, wahrend sich der Bruchsack bei duBeren Hernien aus dem Bauchraum
gegen die Haut vorwdlbt. Austrittslicken (Bruchpforten) von Hernien kdnnen entweder
angeboren sein oder sekundar entstehen, beispielsweise als Folge einer Laparotomie.

Meist folgt die Lokalisation der Bruchlicken den anatomischen Schwachstellen der
Bauchwand, wie dem Leistenkanal oder den Austrittsstellen der BeingeféBe. Beginstigende
Faktoren in der Entstehung von Hernien sind dabei nicht nur Schwachstellen des
Bindegewebes und Ubergewicht [Sugerman et al., 1996], sondern auch erhéhter
intraabdomineller Druck, beispielsweise durch chronische Obstipation oder chronischen
Husten [Burmeister et al., 2004; Hendry et al., 2008].

Die haufigste Hernienform ist die Leistenhernie. So lag in Deutschland im Jahr 2007 bei
mannlichen Patienten die Fallzahl von stationédr behandelten Leistenhernien mit 148.363 nur
knapp hinter der Anzahl stationar behandelter Herzinsuffizienzen (156.893) (Quelle:
Statitisches Bundesamt; http://www.gbe-bund.de/). Im gleichen Zeitraum wurden nur 20.949
weibliche Patienten wegen einer Leistenhernie stationdr behandelt. Die Pravalenz der
Leistenhernie steigt mit zunehmendem Lebensalter (Abbildung 2). Ausgenommen davon ist
ein Haufigkeitsgipfel bei Sauglingen unter einem Jahr, der die angeborenen Formen der

Hernien repréasentiert.
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Abbildung 2: Vollstationdre Krankenhausaufenthalte mit Hauptdiagnose Leistenhernie in
Deutschland im Jahr 2008 (Quelle: Statistisches Bundesamt, http://www.gbe-bund.de/).

Leistenhernien kdnnen mit Hilfe der Nyhus-Klassifikation eingeteilt werden. Diese
Klassifikation ist nicht nur fur die klinische Einteilung der Hernien relevant, sondern dient
auch als Entscheidungshilfe dafir, ob die Herniorraphie mit einem chirurgischen
Netzimplantat therapiert werden sollte. Wé&hrend Hernien mit stabiler Hinterwand des
Leistenkanals (Tabelle 2; Typ 1 oder 2) nicht zwingend mit einem chirurgischen Netz
versorgt werden mussen, empfiehlt sich bei instabiler Hinterwand (Typ 3 und 4) zur
operativen Herniorraphie die Verwendung eines chirurgischen Netzes [Nyhus, 1993].

Ohne Typ 1 Indirekte Leistenhernie Innerer Leistenring  nicht

erweitert
Hinterwanddefekt
ey Typ 2 Indirekte Leistenhernie | Innerer Leistenring erweitert
Typ 3A Direkte Leistenhernie Reiner Hinterwanddefekt

Hinterwanddefekt
Mit Typ 3B Indirekte Leistenhernie | kombiniert mit erweitertem

Hinterwanddefekt inneren Leistenring

Typ 3C Femoralhernie

Typ 4 Rezidivhernie

Tabelle 2: Nyhus Klassifikation zur Einteilung von Leistenhernien
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Die Symptomatik von Hernien ist oft durch intraabdominelle Missempfindungen und
ziehende Schmerzen gekennzeichnet. Kleinere, nach auBen vorfallende Hernien lassen sich
meist bei Erhéhung des intraabdominellen Druckes, z.B. bei Husten oder Pressen, in den
Bruchlicken palpieren. Bei groBeren Hernien kann es hier sogar zum sichtbaren
Hervortreten des Bruchsackes kommen. DarUber hinaus kann sich eine lebensbedrohliche
Symptomatik entwickeln, falls sich Anteile des Darmes oder des Bauchfells innerhalb des
Bruchsacks befinden und es zur Inkarzeration in der Bruchlicke mit nachfolgender Ischamie
der betreffenden Anteile kommt.

Kommt es zu einer Inkarzeration und ist die Hernie irreponibel, muss die operative
Versorgung und Abtragung des Bruchsacks zur Wiederherstellung der Blutversorgung sofort
erfolgen. Meist wird jedoch die operative Therapie bereits elektiv bei geringem
Beschwerdebild durchgefiihrt. Dabei hat sich die operative Technik zur Stabilisierung der
Bauchwand in den letzten Jahrzehnten stark gewandelt. Wéahrend friher meist die
Herniorraphie mittels Nahttechnik favorisiert wurde, gilt heute bei fast allen Hernien die
Implantation eines chirurgischen Netzes als Goldstandard [Kurzer et al., 2003; Neumayer et
al., 2004]. Exemplarisch wird dies durch die Daten von Patienten verdeutlicht, die sich
zwischen 1998 und 2005 in Danemark einer operativen Herniorraphie unterzogen. Wéahrend
anfangs weniger als 40% der Patienten bei Hernienoperationen ein chirurgisches Netz zur
Stabilisierung der Bauchwand implantiert wurde, waren es am Ende der Studienzeit 80%
[Kehlet und Bay-Nielsen, 2008]. Der Vorteil bei der Verwendung von chirurgischen Netzen im
Gegensatz zu konventionellen Nahttechniken liegt vor allem im spannungsfreien Verschluss
der Bruchliicke [Milic und Pejic, 2003]. Dies fuhrt zu einer Reduktion der postoperativen
Schmerzen, verbunden mit einer schnelleren Rekonvaleszenz des Patienten [Collaboration,
2000]. Des Weiteren konnten mit der Einfiihrung chirurgischer Netze zur Hernientherapie seit
Mitte der 80er Jahre des letzten Jahrhunderts die Rezidivraten signifikant gesenkt werden
[Burger et al., 2004; Rutkow, 2003].

Ein ideales chirurgisches Netz sollte biokompatibel, sterilisierbar, mechanisch belastbar,
billig produzierbar und resistent gegen Infektionen sein [Cobb et al., 2009]. In den
vergangenen Jahren wurde eine Vielzahl verschiedener chirurgischer Netze entwickelt, die
sich in Form und Materialzusammensetzung teilweise stark voneinander unterscheiden.
Generell wird bei kommerziell verfligbaren Netzmaterialien zwischen synthetischen
Polymeren und Materialien auf biologischer Basis unterschieden. Beispiele fir synthetische
Polymere sind Polypropylen (PP), Polyester (PES) und expandiertes Polytetrafluorethylen
(ePTFE). Zusétzlich werden teilweise resorbierbare Polymere, wie z.B. das Polyglactin, in
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chirurgische Netze eingebaut. Dadurch erhalt man die heute regelmaBig im klinischen Alltag
verwendeten teilresorbierbaren Netzmaterialien. Die resorbierbaren Anteile des Netzes
werden durch Hydrolyse je nach Material innerhalb von 90-120 Tagen vom Korper abgebaut,
wodurch der Anteil an Fremdmaterial, das im Korper des Patienten verbleibt, minimiert
werden kann. Gleichzeitig bleibt die Belastungsfahigkeit des Netzmaterials so erhalten, dass
das Material auch intraabdominellen Druckspitzen standhalt [Bellon et al., 2008].

Neben den Material-spezifischen Eigenschaften chirurgischer Netze kann die Einteilung der
Netzmaterialien auch anhand von Strukturmerkmalen erfolgen. Grundsatzlich werden dabei
leichtgewichtige von schwergewichtigen chirurgischen Netzen unterschieden, wobei sich
diese Einteilung auf das Gewicht pro Flache (g/m?) bezieht. Hierbei zeigen sich die
groBporigen, leichtgewichtigen Netzmaterialien als vorteilhaft, da sie nach Implantation
geringere postoperative Schmerzen verursachen [O'Dwyer et al., 2005]. Darlber hinaus
erlauben die groBen Poren eine hdhere Elastizitdt des Netzmaterials, wodurch sich das
Netzmaterial bei der Implantation besser handhaben lasst und sich den anatomischen
Begebenheiten des Empfangergewebes besser anpasst.

Trotz der Vorteile einer Herniorraphie mit Hilfe eines chirurgischen Netzes birgt diese auch
zahlreiche Risiken. Dazu z&hlen neben postoperativen Schmerzen mit der Gefahr der
Chronifizierung auch die Ausbildung von Wundseromen und Fistelgdngen in benachbarte
Organe [Cobb et al., 2003; Nienhuijs et al., 2007]. Eine der geflrchtetsten Komplikationen
stellt die bakterielle Infektion des Netzmaterials dar. Diese tritt in ungefédhr 1% der
Netzimplantationen auf [Jezupovs und Mihelsons, 2006]. Unterschieden werden die friihe
Netzinfektion, die sich bereits wenige Tage postoperativ ausbilden kann, und die spate
Netzinfektion, die typischerweise erst nach Monaten bis Jahren auftritt [Mann et al., 1998].
Wéahrend die Inzidenz der frihen Netzinfektion durch den breiten Einsatz einer
perioperativen Antibiotikaprophylaxe gesenkt werden kann [Aufenacker et al., 2004; Rios et
al., 2001; Yerdel et al., 2001], ist die spat auftretende Netzinfektion in der Regel nicht durch
die Gabe von Antibiotika zu behandeln. Als einzige therapeutische Méglichkeit bleibt hier in
den meisten Fallen ein erneuter chirurgischer Eingriff mit kompletter Entfernung des
implantierten Biomaterials [Jezupovs und Mihelsons, 20086].

Derzeit werden unterschiedliche Entstehungsmechanismen der spéaten Netzinfektion
diskutiert. Denkbar ist beispielsweise eine Verschleppung von Keimen wahrend des
operativen Eingriffs mit konsekutiver Persistenz der Erreger innerhalb eines Biofilmes auf
dem Netzmaterial [Bellon et al., 2004]. Alternativ kénnten die Infektionen als Komplikation
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von persistierenden FlUssigkeitsansammlungen entstehen [Mann et al., 1998]. Weiterhin
konnte eine spate Netzinfektion auch durch eine h&matogene Invasion des
Granulationsgewebes um das Biomaterial durch Bakterien entstehen. So ist das
Granulationsgewebe im Vergleich zu physiologischem Gewebe besonders exponiert
gegeniber einer bakteriellen Invasion, da es sich auf Basis einer transienten
inflammatorischen Reaktion ausgebildet hat [Bellon et al., 1994; Delikoukos et al., 2007;
Foschi et al., 1998]. Bislang wurde jedoch noch nicht untersucht, ob das implantierte
Biomaterial selbst eine Bakterien-Endothelzell-Interaktion innerhalo der GefaBe des
Granulationsgewebes um das Netzimplantat beeinflusst, und somit die Entwicklung einer
spaten Netzinfektion begunstigt.

Aus diesem Grund war es das Ziel des zweiten Teils der vorliegenden Arbeit, in vivo zu
analysieren, ob ein implantiertes chirurgisches Netz zu einer erhéhten Adharenz von im
Blutkreislauf zirkulierenden Bakterien an das Endothel der GefdBe um das Netzimplantat
fuhrt. Fir die Versuche wurde S. aureus verwendet, da dies der am haufigsten isolierte
Erreger im Rahmen von Netzinfektionen ist [Mann et al., 1998]. Entsprechend des ersten
Teils dieser Arbeit wurden die Versuche mit Hilfe der Rickenhautkammer am Syrischen
Goldhamster durchgefuhrt. Als Netzimplantat wurde das klinisch haufig eingesetzte
Ultrapro®Netz verwendet. Dabei handelt es sich um ein leichtgewichtiges,
monofilamtentares, groBporiges Komposite-Netz, bestehend aus nichtresorbierbaren PP und
resorbierbaren Polyglecapron (Monocryl®)-Anteilen.
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4. ZIEL DER STUDIE

Das Ziel der vorliegenden Studie war es, in vivo die Interaktion von S. aureus mit dem
mikrovaskularen Endothel im Modell der Rickenhautkammer des Syrischen Goldhamsters
zu analysieren.

Hierbei sollten folgende Fragestellungen geklart werden:

l. Beeinflusst die Inhibition von gC1gR mittels monoklonalem Antikérper die Bakterien-

Endothelzell-Interaktion unter nicht-entziindlichen sowie unter entziindlichen Bedingungen?

Il Welchen Einfluss hat ein implantiertes Prolene-Monocryl-Komposite-Netz (Ultrapro®) auf die
Bakterien-Endothelzell-Interaktion in den BlutgefaBen der Implantationsstelle unter nicht-

entz(indlichen sowie unter entziindlichen Bedingungen?
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5. MATERIAL UND METHODIK

5.1 Versuchstiere

Far samtliche Experimente wurden ménnliche Syrische Goldhamster im Alter von 8-10
Wochen mit einem Kérpergewicht von 60-80g verwendet. Die Tiere entstammten der
hauseigenen Inzucht des Institutes fir Klinisch-Experimentelle Chirurgie, Universitat des
Saarlandes. Wahrend der Versuche wurden die Tiere einzeln in Kafigen gehalten und hatten
freien Zugang zu Standard-Laborfutter (Altromin; Lage, Deutschland) und Wasser ad libitum.
Alle Tiere waren einem regelmaBigen Tag-Nacht-Rhythmus von 12 Stunden ausgesetzt. Die
Versuche wurden gemaB dem deutschen Tierschutzgesetz vom Landratsamt Homburg/Saar
genehmigt.

5.2 Modell

5.2.1 Mikrozirkulationsmodell Riickenhautkammer

Fir die Versuche wurde das Modell der Rickenhautkammer am Syrischen Goldhamster
verwendet. Die Rickenhautkammer besteht aus zwei symmetrischen Titan-Rahmen mit
einem Gesamtgewicht von ca. 4,59 (Abbildung 3). Die Titan-Rahmen werden mittels
Verbindungsschrauben (ber der aufgespannten Rlckenhaut fixiert. In den vorderen
Kammerteil ist ein Sichtfenster eingelassen, das mittels Deckglas verschlossen werden
kann. In diesem Bereich ist es mdglich, mit Hilfe intravitaler Fluoreszenzmikroskopie die
gesamte Mikrozirkulation der freigelegten quergestreiften Hautmuskulatur mikroskopisch zu
visualisieren. Im Einzelnen umfasst dies die terminalen Arteriolen, die nutritiven Kapillaren,
die postkapillaren Venolen sowie die Sammelvenolen. Hierbei sind nicht nur Untersuchungen
zu einem einzigen Zeitpunkt, sondern auch repetitiv Gber einen Zeitraum von bis zu 3
Wochen mdéglich. Die Rickenhautkammer hat sich seit ihrer Erstbeschreibung 1980 [Endrich
et al., 1980] als ein sehr vielseitiges Modell erwiesen. Mit Hilfe der Riickenhautkammer lasst
sich nicht nur die Vaskularisierung von transplantierten Organgeweben [Funk et al., 1986]
und Tumoren beurteilen [Vajkoczy et al., 1998]. Sie eignet sich auch hervorragend zur
Prifung der Biokompatibilitat und Vaskularisierung synthetischer Materialien, wie z.B.
unterschiedliche Metalle oder Kunststoffe, aus denen bestimmte Implantate hergestellt
werden [Kraft et al., 2001; Laschke et al., 2005a; Menger et al., 1990]. Hierbei lassen sich
Entzindungsreaktionen, die von den Materialien hervorgerufen werden, durch Analyse der

Leukozyten-Endothelzell-Interaktion innerhalb der GefaBe quantifizieren.
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Dariiber hinaus kann innerhalb der Mikrozirkulation auch die Endothelzell-Interaktion von
Thrombozyten [Buerkle et al., 2004] oder Bakterien [Laschke et al., 2005b] analysiert

werden.

Zwischenmutter als Abstandshalter

Beobachtungsfenster mit Sprengring

Bohrungen fur Néhte

ww 6¢

«~— hinterer Kammerrahmen

vorderer Kammerrahmen

Verbindungsschrauben

Bohrungen zur Gewichtsreduktion

Abbildung 3: Rickenhautkammer, bestehend aus vorderem und hinterem Kammerrahmen. Beide
Rahmenteile werden durch die Verbindungsschrauben gegeneinander fixiert. Eine Mutter zwischen
beiden Rahmenteilen dient dabei als Abstandshalter. In die Kammer sind zusétzliche Bohrungen zur
Nahtfixierung der Kammer eingebracht. Die groBen Bohrungen am kaudalen Rand des
Kammerrahmens dienen der Gewichtsreduktion. Der Durchmesser des Sichtfensters betrdgt 11mm.
Darin eingelassen befindet sich ein Deckglas, um die freigelegte quergestreifte Hautmuskulatur direkt
einsehen zu kénnen. Das Deckglas wird mit Hilfe eines Sprengrings fixiert.

5.2.2 Praparation der Riickenhautkammer

Die Praparation der Rickenhautkammer erfolgte in Allgemeinanasthesie. Diese wurde
mittels intraperitonealer Injektion von 50mg/kg Kdrpergewicht (KG) Pentobarbital (Narcoren;
Merial GmbH, Halbermoos, Deutschland) durchgefiihrt. AnschlieBend erfolgte die
Enthaarung der Rlckenhaut mittels Elektrorasur (Elektra 1l GH204; Aeskulap, Tuttlingen,
Deutschland) und chemischer Depilation (Plica med Creme; Asid Bonz, Béblingen,
Deutschland). Dann wurden die entsprechenden Hautpartien mit warmem Wasser gesaubert
und mit Alkohol desinfiziert. Um die Kammer passgenau fixieren zu kdnnen, wurde bei den
Tieren in Bauchlage die elastische Falte der Rickenhaut angehoben und mit Hilfe von zwei
Haltefaden vertikal aufgespannt (Abbildung 4 A). Unter Gegenlichtkontrolle war es
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anschlieBend mdglich, die entlang der Schulter verlaufenden HauptgefaBe fir die
Blutversorgung der Rlckenhaut zu visualisieren. Bei der Positionierung und Fixation des
rickwartigen Kammerrahmens mittels Naht (Seide 5.0) wurde groBtes Augenmerk darauf
gelegt, diese BlutgefaBe nicht zu komprimieren oder zu verletzen, um weiterhin eine
physiologische Perfusion der Rickenhautpraparation zu gewahrleisten. Dann erfolgte an der
aufgestellten Hautfalte die Inzision flr die zwei basalen Befestigungsschrauben.

Abbildung 4: Zur Prdparation der Rickenhautkammer wurde die Rlckenhaut mittels Haltefdden
aufgespannt und die HauptgefdBe mittels Diaphanoskopie dargestellt (A). AnschlieBend erfolgte die
Entfernung der Oberhautschichten innerhalb eines zirkuldren Ausschnittes (B). Riickenhautkammer
mit Deckglas und Sprengring nach erfolgter Prdparation (C). Waches Versuchstier nach Préparation
der Rickenhautkammer (D). MaBstdbe: A=3cm; B=1cm; C=7mm; D=3cm.

FOir die nachfolgende Praparation des Beobachtungsbereichs innerhalb der
RlUckenhautkammer wurden die Haltefaden entfernt und das Versuchstier in Seitenlage
gebracht. Die Befestigungsschrauben der Riickseite waren dabei voribergehend mit zwei
Klemmen fixiert (Abbildung 4 B). Es erfolgte nun mit Hilfe eines Stereo-



Material und Methodik 19

Operationsmikroskops (Wild; 38400; Heerbrugg, Schweiz) in einem zirkularen Ausschnitt mit
einem Durchmesser von ca.15mm die Entfernung der Cutis, Subcutis, der quergestreiften
Hautmuskulatur (M. panniculus carnosus), des subkutanen Fettgewebes und der Mm.
Retractori (Abbildung 4 B). Dieser Ausschnitt war gréBer als der eigentliche Durchmesser
des Beobachtungsfensters (11mm), wodurch das Sistieren der Gewebeperfusion, verursacht
durch eine UbermaBige Kompression der Hautschichten unter dem Rahmen, vermieden
werden konnte. Die verbleibenden Gewebeschichten (Cutis, Subcutis und quergestreifte
Hautmuskulatur der Gegenseite; Abbildung 5) wurden mit steriler Kochsalzlésung gespuilt
und im Anschluss daran der Kammerrahmen der Vorderseite aufgesetzt. In diesen war das
Beobachtungsfenster integriert (Abbildung 4 C). Dieses beinhaltete ein rundes Deckglas, an
das sich der quergestreifte Hautmuskel per Adhasion direkt anlegte. Dadurch konnte die
Kammerpraparation vor Verunreinigungen und vor Austrocknung geschltzt werden. Die
Fixierung des Deckglases erfolgte mittels eines entfernbaren Sprengrings, wodurch im
Versuchsverlauf jederzeit die Méglichkeit des Zugangs zur Praparation gewahrleistet blieb.

Titanrahmen

Cutis Beobachtungsfenster

Subcutis
Subcutanes Fettgewebe
Musculus retractor

Musculus retractor
Subcutanes Fettgewebe

Gewebe zur

Subcutis Untersuchung

Abbildung 5: Schematischer Aufbau einer Rlickenhautkammerpréparation.

Im Anschluss an die Préaparation der Rickenhautkammer konnten sich die Tiere fir 48h von
der Belastung durch die Narkose und das chirurgische Trauma erholen. Die Versuchstiere
tolerierten die Rickenhautkammer gut (Abbildung 4 D), was sich in einem unveranderten
Schlaf-, Putz- und Fressverhalten widerspiegelte.
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5.2.3 Implantation des Ultrapro®Netzes

Bei dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten Ultrapro®Netz (Ethicon; Noderstedt,
Deutschland) handelte es sich um ein monofilamentéres, teilresorbierbares Netz. Dieses
wird zu ungefahr gleichen Teilen aus nicht resorbierbarem Polypropylen (Prolene®) und
resorbierbarem Poliglecaprone (Monocryl®) gefertigt.

Abbildung 6: Prdparation des Netzimplantates fiir die Versuche in der Rlckenhautkammer. Unter
sterilen Bedingungen wurde eine ca. 3x3mm groBe Masche des Ultrapro®-Netzes herausgetrennt (A-
C). Diese Netzmasche wurde anschlieBend in die Riickenhautkammer implantiert (D). MaBstédbe: A,
B=3,1mm; C=1,1mm; D=1,7mm.

Um die GroéBe des zu transplantierenden Netzes an die GréBe des Sichtfensters der
Rdckenhautkammer anzupassen, wurde unter einem Stereo-Operationsmikroskop jeweils
eine Masche des vorhandenen Netzes unter sterilen Bedingungen herausgetrennt
(Abbildung 6 A-D).

Die Implantation des chirurgischen Netzes erfolgte 48 Stunden nach Praparation der
Rldckenhautkammer. Das Tier wurde hierzu in Narkose in Seitenlage gebracht und der
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Sprengring des Sichtfensters entfernt. Nach Entfernung des Deckglases der
Rickenhautkammer wurde unter operationsmikroskopischer Sicht die Kammer mit sterilem
0,9% NaCl gespiilt und die ca. 3x3mm groBe Masche des Ultrapro®-Netzes zentral in die
Kammer eingelegt. AnschlieBend erfolgte der Verschluss der Kammer durch ein neues
Deckglas, das erneut mit einem Sprengring fixiert wurde.

5.3 Farbung der Bakterien

Um die Interaktion von S. aureus mit dem GeféBendothel in vivo analysieren zu kénnen,
erfolgte die Farbung von Staphylokokken mit Fluorescein-Isothiocyanat (FITC; 20mg/mi
Ethanol Stammlésung; Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland). Flr diesen Zweck wurde
S. aureus, Cowan 1 (ATCC 12598) in 5ml Muller-Hinton-Briihe (Becton Dickinson, Le Pont
de Claix, Frankreich) unter konstanter Rotation fir eine Dauer von 6 Stunden bei 37°C
(spéate exponentielle Wachstumsphase) kultiviert. AnschlieBend wurde 1ml dieser Kultur in
1ml sterilem 0,9% NaCl gewaschen. Fir die eigentliche Farbung der Bakterien wurde das
Pellet unter konstanter Rotation (2h) in einer Lésung aus 250ul sterilem NaHCO; (0,1 Mol;
pH 9,0) und FITC (100ug/ml) resuspendiert. Die nun angefarbten Bakterien wurden danach
dreimal in Phosphat-gepufferter Kochsalzlésung (PBS; Biochrom AG, Berlin, Deutschland)
gewaschen, um den nicht an Bakterien gebundenen Farbstoff zu entfernen.

Normalerweise sind aktive Staphylokokken in der Lage, verschiedene Exotoxine zu bilden
[Dryden, 2009]. Diese wiederum kdnnen unterschiedliche Effekte sowohl auf die Integritat,
als auch auf den Aktivierungsstatus des Endothels austben. Um diese ungewollten Effekte
zu vermeiden, wurden die Bakterien in einem nachsten Schritt inaktiviert. Vorangegangene
Studien zeigten bereits, dass die Inaktivierung der Mikroorganismen keinen Einfluss auf das
Bindungsverhalten am Endothel hat und somit die erlangten Ergebnisse als reprasentativ fur
lebende S. aurei gesehen werden kénnen [Sinha et al., 1999; Sinha et al., 2000]. Die
Inaktivierung der gefarbten Staphylokokki erfolgte in einer Lésung von 500ul PBS/1%
Formaldehyd unter konstanter Rotation bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurden die
Bakterien erneut dreimal in PBS gewaschen und das so erhaltene Pellet in 1ml steriler
PBS/1% Bovinem Serum Albumin (BSA) L&sung resuspendiert. Die auf diese Weise
erhaltene Bakteriensuspension konnte fir einen Zeitraum von ca. 2 Tagen bei
Kuhlschranktemperatur ohne Beeintrachtigung der Fluoreszenzeigenschaften der Bakterien

aufbewahrt werden.
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5.4 Katheterimplantation

Die Applikation der gefarbten Bakterien und der Fluoreszenz-Farbstoffe fir die intravitale
Fluoreszenzmikroskopie erfolgte mit Hilfe eines intraarteriellen Katheters in der A. carotis.
Die Implantation des Katheters wurde in Narkose an den in Rickenlage fixierten
Versuchstieren durchgefiihrt. Nach Desinfektion des Operationsfeldes wurde der Hals
paratracheal rechtsseitig in einer Lange von ca. 10mm eréffnet.

Abbildung 7: Implantation eines Katheters in die A. carotis. Nach Darstellung der Arterie (A, Pfeil)
erfolgte die distale Ligatur und der proximale Verschluss mittels GefdBclip (B, #). AnschlieBend wurde
die Arterie mittels Mikroschere (+) inzidiert (B) und der Katheter eingefiihrt (C, Pfeilspitze). Die
Fixierung des Katheters erfolgte mit Hilfe der vorgelegten Ligaturen. MaBstdbe: A, B=2,6mm;

=4,6mm.

AnschlieBend wurde die A. carotis operativ dargestellt (Abbildung 7 A) und nach kranial mit
5.0 Seide-Faden ligiert. FUr den vortUbergehenden kaudalen Verschluss der Arterie wurde
ein GefaBclip auf das GefaB3 gesetzt (Abbildung 7 B). Danach wurde das GefaB zwischen
GefaBclip und Ligatur inzidiert (Abbildung 7 B) und ein dinner Polyethylen-Katheter (PE10,
0,28mm innerer Durchmesser) implantiert (Abbildung 7 C). Dieser wurde mit Hilfe von 5.0
Seide-Faden im GefaB fixiert. AnschlieBend konnte der GeféBclip wieder entfernt und der
Hautschnitt mit einer fortlaufenden Naht verschlossen werden.

5.5 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie

Die Technik der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie erlaubt es, am lebenden Tier FITC-
markierte S. aurei (Abbildung 8 A) und Rhodamin 6G-markierte Leukozyten in der
Mikrozirkulation (Abbildung 8 B) zu visualisieren. Darlber hinaus kdnnen auch
mikrohdmodynamische Parameter wie GefaBdurchmesser und Blutzellgeschwindigkeit

quantifiziert werden.
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Abbildung 8: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von postkapilldren Venolen mit am Endothel
adhdrenten FITC-gefdrbten S. aurei in Blaulicht-Epi-lllumination (A, Pfeile) bzw. Rhodamin-geférbten
Leukozyten in Grinlicht-Epi-lllumination (B, Pfeilspitzen). Die Darstellung des Blutplasmas innerhalb
der GefdBe erfolgte mit Hilfe von FITC-Dextran (MW 150.000) in Blaulicht-Epi-lllumination (C) und
erlaubte die exakte Darstellung der Geometrie des GefdBes. MaBstdbe= 40um.

Die anasthesierten Versuchstiere wurden nach Implantation des Katheters in die A. carotis
auf dem Mikroskoptisch in Seitenlage positioniert. AnschlieBend erfolgte die intravitale
Fluoreszenzmikroskopie. Jedem Versuchstier wurden dafiir 10° FITC-markierte Bakterien
arteriell appliziert. Um eine gleichmaBige Verteilung der Bakterien im Blutkreislauf zu
gewahrleisten, wurde die intravitalmikroskopische Analyse erst 5 Minuten nach Applikation
gestartet. Die Anféarbung der Leukozyten in vivo wurde mit 0,1iml 0,1% Rhodamin 6G
(Molekulargewicht 479D; Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) durchgefiihrt. Zuséatzlich
erfolgte die Darstellung der GeféaBgrenzen und der Blutzellgeschwindigkeit innerhalb der
GeféaBe durch die Anfarbung des Blutplasmas mit 0,1ml 5% FITC-Dextran (Molekulargewicht
150kD; Fluka Biochemika, Ulm, Deutschland).

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Zeiss Axiotech Mikroskop (Zeiss; Oberkochen,
Deutschland) verwendet, das mit einer 100 Watt Quecksilberdampflampe ausgestattet war.
Drei zuschaltbare Filterblécke ermdglichten eine Ausleuchtung des Beobachtungsfeldes mit
blauem (450-490nm Wellenlange), grinem (530-560nm Wellenldnge) und ultraviolettem
(330-390nm Wellenldnge) Licht. Gleichzeitig wurden die emittierten Lichtstrahlen auf
>520nm (blau), >580nm (grin) und >430nm (ultraviolett) Wellenlange gefiltert. Die Aufnahme
der mikroskopischen Bilder erfolgte mit Hilfe einer ,charge coupled device* (CCD)
Videokamera (FK6990, Pieper; Schwerte, Deutschland), die an einen DVD-Rekorder (DVD
R121; Samsung Group; Seoul; Slidkorea) angeschlossen war. Zwischen Kamera und
Aufnahmegerat war ein Videotimer (VTG 33; FOR-A Company Ltd., Japan)
zwischengeschaltet. Dieser ermdglichte es, die Nummer des Versuchstieres und die Zeit
nach erfolgter Bakterienapplikation zu dokumentieren (Abbildung 9). Wahrend der
Mikroskopie erfolgte die Darstellung der mikroskopischen Bilder auf einem 14 Zoll Monitor
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(KV-14CT1E, Sony; Tokyo, Japan), wobei mit Hilfe eines 5x Objektives (numerische Apertur
(n.A.) =0,15), eines 10x Objektives (n.A.=0,3), eines 20x Objektives (n.A.=0,4) und eines 50x
Objektives (n.A.=0,55) VergréBerungen von x115, x215, x430 und x1150 erreicht wurden.
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Abbildung 9: Schematischer Aufbau eines intravitalmikroskopischen Arbeitsplatzes. Die
Rickenhautprdparation (A) wurde unter dem Fluoreszenzmikroskop (B) positioniert. Vom Mikroskop
erfolgte die Bildlibertragung durch eine CCD-Kamera (C) lber einen Videotimer (D) an den Monitor
(F) und das Aufnahmegerét (E). Die Auswertung des aufgenommenen Datentrdgers (G) wurde spéter

mit Hilfe des Computer-assistierten Analysesystems Caplmage (H) off-line durchgefiihrt.

5.5.1 Mikrovaskulare Parameter

Die Auswertung der intravitalmikroskopischen Bilder erfolgte ausschlieBlich off-line
(Abbildung 9). Dies bedeutet, dass die auf DVD aufgenommenen mikroskopischen Bilder zu
einem spateren Zeitpunkt erneut abgespielt und mit Hilfe eines computergestitzten
Bildverarbeitungsprogramms (Caplmage, Version 6.02, Dr. Zeintl Ingenieurbiro; Heidelberg,
Deutschland) analysiert wurden. Diese Methode bietet den groBen Vorteil, dass die
Untersuchungszeit fir das einzelne Versuchstier auf ein Minimum reduziert und damit die

Belastung fiir das Tier relativ gering gehalten werden kann.

5.5.1.1 GefaBdurchmesser

Durch die FITC-Dextran-Anfarbung des Blutplasmas war es mdglich, die exakten
GefaBgrenzen zu visualisieren. Fir die Bestimmung des GefaBdurchmessers wurden
senkrecht zur GeféBinnenwand die Randpunkte des GefaBes markiert und so der

Durchmesser in pm bestimmt.
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5.5.1.2 Blutzellgeschwindigkeit

Die Bestimmung der Blutzellgeschwindigkeit in einzelnen GeféaBen erfolgte
computerassistiert mit Hilfe der Line-Shift-Diagramm-Methode [Klyscz et al., 1997]. Bei
dieser Methode wird wahrend der Auswertung eine Linie, die der Flussrichtung des
Blutstromes folgt, zentral im GefaBlumen eingezeichnet. AnschlieBend wird der Bildtrager fur
10s in Echtzeit abgespielt. Wahrend dieser Zeit ermittelt das Computerprogramm fiir jedes
Halbbild die Grauwerte an der Messlinie und speichert diese in einem Bildspeicher ab. In
einem nachsten Schritt werden die unterschiedlichen Grauwertprofile Uber die Zeit dann in
einem Line-Shift-Diagramm angezeigt, das aus einer Vielzahl von schragen Linien mit
unterschiedlichen Grauténen besteht. Die Unterschiede dieser Grauwerte kommen dadurch
zustande, dass durch die Anfarbung des Blutplasmas sich Blutplasma und Blutzellen in
unterschiedlichen Helligkeitsstufen darstellen, die bei der Auswertung entlang der Messlinie
erfasst werden. Aus der Steigung dieser Grauwertlinien kann die Geschwindigkeit (um/s) der

Blutzellen ermittelt werden.

5.5.1.3 Mikrovaskularer Blutfluss

Die Berechnung des mikrovaskuldaren Blutflusses ergibt sich durch Multiplikation der
Blutzellgeschwindigkeit mit dem Querschnitt des betrachteten GefaBes. Allerdings kommt es
beim Durchtritt von Flissigkeiten durch roéhrenférmige Gebilde zu hdéheren
FlieBgeschwindigkeiten in den zentralen Bereichen verglichen mit wandnahen Bereichen
[Baker und Wayland, 1974]. Da in der vorliegenden Arbeit die Erfassung der
Blutzellgeschwindigkeit mit Hilfe der Line-Shift-Diagramm-Methode in zentralen Anteilen des
Blutstromes erfolgte, hatte daher ohne entsprechende Korrektur eine Uberschatzung des
Blutflusses stattgefunden.

Bei Newtonschen Flissigkeiten nimmt das Flussprofil beim Durchtritt durch ein
réhrenférmiges Gebilde eine paraboloide Form an (Abbildung 10 A). Blut hingegen zahlt
aufgrund der korpuskularen Bestandteile zu den nicht-Newtonschen Flissigkeiten, wodurch
eine nicht-lineare Beziehung zwischen wirkender Schubspannung und resultierendem
Schergrad mit einem angestumpften Flussprofil entsteht (Abbildung 10 B). Somit mussten
die erhobenen Werte fir den mikrovaskuldaren Blutfluss mit Hilfe des Baker-Wayland
Proportionalitétsfaktors korrigiert werden. Dieser bertcksichtigt sowohl die Tatsache, dass
die FlieBgeschwindigkeit im Zentralstrom des Blutflusses erfasst wurde, als auch das
abgestumpfte Flussprofil von nicht-Newtonschen Flissigkeiten. Da die erfassten
GeféaBdurchmesser zwischen 20 und 40um betrugen, ergab sich fir den
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Proportionalitatsfaktor ein Wert von 1,6 [Baker und Wayland, 1974].

Die Formel zur Berechnung des mikrovaskuléaren Blutflusses lautete:

Mikrovaskulérer Blutfluss= m*(d/2)**vIK

d=GefdBdurchmesser; v=Blutzellgeschwindigkeit; K= Baker-Wayland Proportionalitdtsfaktor

A B

Abbildung 10: Darstellung des Flussprofils in réhrenartigen Gebilden. Der Fluss von Newtonschen
Flissigkeiten in GefdBen zeigt ein paraboloides Profil (A). Bei nicht-Newtonschen Fliissigkeiten -wie
beispielsweise Blut- stellt sich ein abgeflachtes Flussprofil ein (B).

5.5.1.4 Scherrate

Wie bereits in Kapitel 5.5.1.3 beschrieben, unterscheiden sich die FlieBgeschwindigkeiten
von Flussigkeiten in réhrenférmigen Gebilden je nach Abstand zur GefaBwand. Verursacht
wird dies durch die Reibungskréfte, die durch den FluB am GeféaBendothel wirken. Die
Scherrate berechnet sich nach der Newton’schen-Gleichung aus der Blutzellgeschwindigkeit

im Zentrum und dem GefaBdurchmesser:

Scherrate= 8*v/d

v=Blutzellgeschwindigkeit; d=GefdBdurchmesser
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5.5.1.5 GefaBwandpermeabilitat

Mit Hilfe des hochmolekularen Fluoreszenzfarbstoffes FITC-Dextran ist es mdglich,
Veranderungen der GeféaBwandpermeabilitdt zu quantifizieren. Dadurch kann die Integritat
des GefaBendothels beurteilt werden. Dies wiederum liefert Hinweise auf angiogene
Prozesse oder ablaufende inflammatorische Reaktionen. Unter normalen Umstanden bleibt
FITC-Dextran aufgrund seines hohen Molekulargewichts (150 kD) im intravasalen Raum. Bei
Entzndung oder Angiogenese kann es jedoch zu einer Erhéhung der
GefaBwandpermeabilitdt mit verstérktem Austritt des Farbstoffs in das paravasale Gewebe
kommen. Mit Hilfe der Densitometrie kénnen Grauwerte des paravasalen Gewebes zu den
Grauwerten des Blutplasmas ins Verhaltnis gesetzt und ein entsprechender Quotient
berechnet werden [Pries, 1988]. Unter physiologischen Bedingungen sollte dieser Quotient
0,2-0,3 betragen, wahrend der Wert im Rahmen einer Entzindung sogar tber 1 ansteigen

kann.

GefaBwandpermeabilitat=E,/E,

E,=Grauwert paravasal; E,=Grauwert intravasal

5.5.1.6 Adharente Bakterien

Die Anzahl adh&renter Bakterien wurde in einem venolaren GeféBabschnitt mit einer Lange
von 100um bestimmt. Dabei wurde der Begriff ,Adharenz“ dadurch definiert, dass sich das
Bakterium wahrend eines Beobachtungszeitraums von 20s nicht von der Stelle bewegte. Die
adharenten Bakterien wurden als Zahl adharenter Bakterien/Flache GefaBendothel (mm?)
angegeben. Die Berechnung erfolgte unter Annahme einer zylindrischen GefédBgeometrie mit
Hilfe des GeféaBdurchmessers nach der Formel:

Bakterien/mm?2= n / r*d*100*10°®

n=Anzahl Bakterien; d=GefdBdurchmesser

Zusétzlich erfolgte die Analyse der Anzahl von adhédrenten Bakterien innerhalb des
Kapillarnetzwerkes um das Netzimplantat. Hierzu wurden alle Bakterien eines
Beobachtungsfeldes gez&hlt, wobei dieses dem sichtbaren Ausschnitt des
Kapillarnetzwerkes auf dem Monitor bei einer VergréBerung von x430 entsprach. Die Anzahl
der adhdrenten Bakterien innerhalb dieses Kapillarnetzwerkes  wurde in

Bakterien/Beobachtungsfeld wiedergegeben.
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5.5.1.7 Leukozyten-Endothelzell-Interaktion

Leukozyten wurden gemaB ihrer Interaktion mit dem GefaBendothel in zwei Gruppen
unterteilt. Rollende Leukozyten kennzeichnen sich dadurch, dass sie aufgrund von
Margination und kurzzeitiger Bindung an das Endothel an der GefaBinnenwand entlang
srollen®. Entsprechend wurden Leukozyten als ,rollend definiert, die sich mit weniger als 1/5
der Blutzellgeschwindigkeit fortbewegten. Die Ergebnisse wurden dabei als die Zahl
rollender Leukozyten pro Minute angegeben, die einen Referenzpunkt innerhalb des
GefaBes passierten. Als adharente Leukozyten wurden diejenigen angesehen, die tber den
Beobachtungszeitraum von 20s fest am GefaBendothel anhafteten. Die Anzahl adharenter
Leukozyten ergab sich analog zu der Formel fir adhdrente Bakterien in
Leukozyten/GefaBendothel (mm?) (siehe auch Kapitel 5.5.1.6).

Bei implantiertem Netz erfolgte -analog zu der Bestimmung der adhérenten Bakterien
innerhalb des Kapillarnetzwerkes um das Netzimplantat- die Bestimmung der Anzahl
adharenter Leukozyten in dem Kapillarnetzwerk pro Gesichtsfeld (siehe auch Kapitel
5.5.1.6).

5.5.1.8 Funktionelle Kapillardichte

Die funktionelle Kapillardichte erfasst die Strecke blutperfundierter Kapillaren im Verhéltnis
zu der ausgewerteten Flache. Die funktionelle Kapillardichte innerhalb des

Granulationsgewebes um die Netzimplantate wurde in cm/cm? wiedergegeben.

5.6 Mikroskopische Analyse

Die Erfassung der mikrovaskularen Parameter erfolgte bei jedem Versuchstier innerhalb von
5-10 Beobachtungsfeldern. In jedem dieser Felder wurden fir die Messungen 1-2
postkapillare Venolen mit einem GefaBdurchmesser von 20-40um herangezogen. Bei
Versuchstieren ohne Netzimplantat innerhalb der Rulckenhautkammer wurden 5-10
Beobachtungsfelder randomisiert ausgewahlt (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Rlckenhautkammer ohne Netzimplantat mit eingezeichneten Beobachtungsfeldern
(blaue Késtchen). In jedem der randomisiert ausgewéhlten Beobachtungsfelder wurden 1-2
postkapilldre Venolen oder Sammelvenolen mit einem Durchmesser von 20-40um fiir die Analysen

ausgewdhlt. MaBstab: 1,6mm.

Bei Versuchstieren, denen ein Ultrapro®-Netz implantiert wurde, erfolgte die Analyse der mi-
krovaskularen Parameter in 4 Beobachtungsfeldern in direkter Nédhe des Netzes und 4
Feldern im umliegenden Empféangergewebe (Abbildung 12). Vergleichbar mit den
Versuchstieren ohne Netzimplantat wurden in jedem dieser Beobachtungsfelder fir die
Messungen 1-2 postkapillare Venolen mit einem GeféaBdurchmesser von 20-40pm
herangezogen.

Zur Analyse der Angiogenese im Granulationsgewebe, welches sich um das Netzimplantat
ausbildete, wurden 8 Beobachtungsfelder im Netzbereich untersucht (Abbildung 13). Ein
Beobachtungsfeld entsprach dabei dem sichtbaren Ausschnitt auf dem Monitor bei einer
VergréBerung von x430. Von diesen Beobachtungsfeldern wurde zunachst der Anteil
Angiogenese-positiver Felder bestimmt, die bereits Zeichen der BlutgefaBneubildung
aufwiesen. Wenn bereits neugebildete GefaBe in den Beobachtungsfeldern zu erkennen
waren, wurde zusatzlich die Lange der bereits perfundierten Kapillaren pro Flache
ausgewertet und als funktionelle Kapillardichte angegeben. Zusatzlich wurde innerhalb des
Kapillarnetzwerks um das Netzimplantat die Anzahl adharenter Bakterien und Leukozyten

bestimmt.
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Abbildung 12: Riickenhautkammer mit implantiertem Ultrapro®-Netz und eingezeichneten
Beobachtungsfeldern fiir die Analyse der Bakterien- und Leukozyten-Endothelzell-Interaktion in
postkapilldren  Venolen und Sammelvenolen. Rote Késtchen entsprechen netznahen
Beobachtungsfeldern. Blaue Késtchen reprdsentieren netzferne Felder. MaBstab: 1,6mm.

Abbildung 13: Rickenhautkammer mit implantiertem Ultrapro®-Netz und eingezeichneten
Beobachtungsfeldern fiir die Analyse der Angiogenese und funktionellen Kapillardichte. Innerhalb der

neugebildeten GefdBe wurde zusétzlich die Anzahl adhdrenter Bakterien und Leukozyten untersucht.
MaBstab: 1,6mm.
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5.7 Histologie

Am Ende des in vivo Experiments wurde die Kammerpraparation vorsichtig zur weiteren
histologischen  Analyse exzidiert. AnschlieBend erfolgte die Fixation in 4%
Formaldehydlésung und nach 24h die Einbettung in Paraffin. Von jedem histologischen
Praparat wurden Serienschnitte mit einer Schnittdicke von 4um angefertigt. Entsprechend
dem histologischen Standardprotokoll folgte die Farbung jedes sechsten Schnittes mit
Hamatoxylin-Eosin (HE). Die histologischen Schnitte wurden lichtmikroskopisch (BX60,
Olympus, Hamburg, Deutschland) ausgewertet.

5.8 Serumkonzentration des Antikorpers 74.5.2

Die Quantifizierung der Serumkonzentration des zirkulierenden Antikérpers 74.5.2 gegen
gC1gR erfolgte mittels direktem ,Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay“ (ELISA; Abbildung
14).

Abbildung 14: Messung der Antikérper-Konzentration im Serum der Versuchstiere mittels ELISA.

Rekombinanter, I6slicher gC1qR wurde auf einer 96-Well-Platte fixiert (A). Der im Testserum
enthaltene Antikérper 74.5.2 interagierte mit dem bereits gebundenem gC1gR (B). Nach Zugabe von
anti-Maus-IgG konjugiert mit alkalischer Phosphatase (C) erfolgte die photometrische Quantifizierung

des gebundenen Antikdrpers mit Hilfe eines Chromogens (D).

Dafir wurde rekombinanter, I6slicher gC1gR an eine 96-Well-Mikrotiterplatte gebunden.
AnschlieBend erfolgte die Blockierung der Wells mit 1% BSA. Die Herstellung der
Standardreihe des anti-gC1gR Antikdrpers (0-10ug/ml) erfolgte in nativem Hamsterserum
das mit 0,3M NaCl (1/10) verdinnt war. Analog dazu wurden die Testseren ebenfalls mit
0,3M NaCl verdinnt. Die Testung der Standardreihe und der Testseren erfolgte in
unterschiedlichen Wells. Im Anschluss an die 60-minltige Inkubation unter
Umgebungstemperatur folgte die Zugabe von Anti-Maus-Immunglobulin mit daran
gebundener alkalischer Phosphatase (IgG aus der Ziege; Sigma-Aldrich; Taufkirchen,
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Deutschland). Nach Zugabe von p-Nitrophenylphosphat (pNPP) als Chromogen erfolgte die
photometrische Quantifizierung des gebundenen Antikdrpers 74.5.2 aus den Testseren
(Wellenlange 450nm). Zur Verifizierung der Testergebnisse wurde jedes Testserum doppelt
gemessen und die Ergebnisse in ug/ml Serum angegeben.

5.9 Adharenz-Assay

Die Analyse der Adh&renz von Staphylokokken an Endothelzellen erfolgte in vitro an EA.hy
Zellen. Dabei handelt es sich um eine immortalisierte humane Endothelzelllinie. Die
verwendeten Zellen wurden durch Trypsin von der Kulturschale losgeldst. Direkt im
Anschluss daran wurden die Zellen mit FITC-geférbten Bakterien in Kontakt gebracht.
Hiervon wurden nach 5, 15, 30 und 90 Minuten Proben entnommen und mittels Flow-
Zytometrie der Anteil FITC-positiver Zellen analysiert (FACS Calibur und CellQuest Pro
Software, Becton Dickson; Heidelberg, Germany). Die Versuche erfolgten sowohl bei
unstimulierten als auch TNF-a stimulierten Zellen einmal mit dem monoklonalen Antikérper
74.5.2 (500ug/ml) und als Kontrolle mit Serum-freiem Medium (+10% FCS). Alle
Versuchsansatze wurden dreifach durchgefihrt.

5.10 Versuchsprotokoll

5.10.1 Inhibition der Interaktion von S. aureus mit dem mikrovaskularen
Endothel durch die Blockade von gC1qR/p33

Fdr diesen Studienabschnitt wurde bei 25 Hamstern eine Rickenhautkammer prépariert.
Nach 48 Stunden wurde den Tieren entweder der monoklonale Antikérper 74.5.2 (n=13;
100mg/kg KG in Serum-freiem Medium) oder Vehikel (n=12; Serum-freies Medium) in
aquivalenter Dosierung intraperitoneal injiziert. Nach weiteren 48h wurde bei einem Teil der
Hamster (AntikOrper: n=7; Vehikel: n=7) eine Entziindung mittels topischer Applikation von
TNF-a auf das Kammergewebe (2000U in 100ul PBS; 30 Minuten) induziert. Um den
Einfluss einer Blockade von gC1gR unter nicht-entziindlichen Bedingungen zu analysieren,
wurde bei den restlichen Versuchstieren (Antikdrper: n=6; Vehikel: n=5) PBS topisch auf die
Kammerpraparation appliziert (100pl; 30 Minuten). AnschlieBend wurden den Versuchstieren
10° FITC-gefarbte  Bakterien (ber einen Carotis-Katheter  verabreicht.  Die
intravitalmikroskopische Analyse der Bakterien-Endothelzell-Interaktion innerhalb der

postkapillaren Venolen und Sammelvenolen erfolgte 5, 10, 20, 30 und 60 Minuten nach
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Applikation der Bakterien. Nach abgeschlossener Analyse der Bakterien-Endothelzell-
Interaktion wurde jedem Tier 0,1ml FITC-Dextran (5%; Molekulargewicht 150kD; Fluka
Biochemika, Ulm, Deutschland) und Rhodamin-6G (0,1ml; 0,1%) appliziert, um
mikrohdmodynamische Parameter und die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion innerhalb der
analysierten GefaBe erfassen zu kdnnen

5.10.2 Einfluss chirurgischer Netzimplantate auf die Interaktion von S. aureus
mit dem mikrovaskularen Endothel

Fir diesen Studienabschnitt wurde bei 19 Syrischen Goldhamstern eine Riickenhautkammer
prapariert. Im Anschluss daran konnten sich die Versuchstiere fir 48 Stunden von dem
chirurgischen Trauma und der Anasthesie erholen. Danach erfolgte die Implantation der
Ultrapro®Netze in die Riickenhautkammer. Die intravitalmikroskopische Untersuchung
erfolgte 12 Tage nach Implantation des chirurgischen Netzes. Frihere Studien haben
gezeigt, dass zu diesem Zeitpunkt das Granulationsgewebe um das Implantat bereits
ausreichend vaskularisiert ist [Laschke et al., 2005a].

Nach Implantation eines Carotis-Katheters wurden 8 Hamstern 10° FITC-gefarbte S. aurei
sowie Rhodamin-6G (0,1ml 0,1%) appliziert. Funf Minuten nach der intraarteriellen
Applikation erfolgte die intravitalmikroskopische Analyse der Bakterien-Endothelzell-
Interaktion innerhalb der postkapillaren Venolen und des Kapillarnetzwerkes um das
Netzimplantat. Eine Stunde nach Applikation der Bakterien wurde eine Entziindung des
Kammergewebes mittels topischer Applikation von TNF-a (2000 Units in 100ul PBS; 30
Minuten) induziert. Fur die Analyse der Bakterien-Endothelzell-Interaktion unter
inflammatorischen Bedingungen, wurden nun erneut 10° FITC-gefarbte S. aurei appliziert
und nach funf Minuten mikroskopiert. Zusétzlich wurde zu jedem Zeitpunkt die Leukozyten-
Endothelzell-Interaktion erfasst. Um analysieren zu kénnen, ob S. aureus einen Einfluss auf
die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion innerhalb der postkapilldren Venolen und des
Kapillarnetzwerkes um das Netzimplantat hat, wurde als Referenz eine Gruppe mit 11 Tieren
untersucht, die keine Bakterien appliziert bekommen hatten. Zu Ende des Experiments
wurde jedem Tier 0,1ml FITC-Dextran (5%; Molekulargewicht 150KD; Fluka Biochemika;
Ulm, Deutschland) appliziert um einen Einfluss der Bakterien auf die

mikrohamodynamischen Parameter innerhalb der postkapillaren Venolen zu erfassen.
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5.11 Statistik

Alle Ergebnisse wurden als Mittelwerte zusammen mit dem Standardfehler des Mittelwertes
angegeben (MittelwertxSEM). Die entsprechenden Messwerte eines Versuchstieres wurden

dabei jeweils zu einem einzelnen Mittelwert zusammengefasst.

Bei Normalverteilung der Werte errechneten sich statistisch signifikante Unterschiede
zwischen Behandlungs- und Kontrollgruppe mit Hilfe des Student’s t-Test fir unverbundene
Werte. Falls die Voraussetzungen fir einen t-Test nicht erfiillt waren, erfolgte der Vergleich
von Behandlungs- und Kontrollgruppe mittels Mann-Whitney-U-Test.

FOr die Analyse von Unterschieden innerhalb einer Versuchsgruppe, die durch eine
Behandlung (beispielsweise die topische Applikation von TNF-a) hervorgerufen wurden,
wurde ein Student’s t-Test flr gepaarte Proben verwendet.

Zeiteffekte innerhalb einer Gruppe wurden bei Normalverteilung der Werte mit Hilfe einer
.Multivariate Analysis of Variance® (ANOVA) getestet. Falls keine Normalverteilung der
Werte vorlag, erfolgte die Testung von statistisch signifikanten Unterschieden mittels
Friedman Rangvarianz Analyse, gefolgt von einem Wilcoxon Paar Test. Die Korrektur des a-
Fehlers far Messwiederholungen bzw. multiple Vergleiche wurde nach Bonferroni
durchgefuhrt.

Samtliche statistische Analysen erfolgten mit Hilfe des Software Packets SigmaStat (Jandel
Corporation, San Rafael, Ca, USA). Unterschiede wurden ab einem Wert von p<0,05 als
statistisch signifikant angesehen und sind in den Abbildungen entsprechend gekennzeichnet.
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6. ERGEBNISSE

6.1 Bedeutung von gC1qR/p33 fur die Interaktion von S. aureus
mit dem mikrovaskularen Endothel

6.1.1 Serumkonzentration des Antikorpers 74.5.2

48 Stunden nach Applikation des monoklonalen Antikérpers 74.5.2 erfolgte die Kontrolle der
Serumkonzentration mittels ELISA. Bei Versuchstieren, die eine intraperitoneale Injektion
(100mg/kg) des Antikdrpers erhalten hatten, betrug die Serumkonzentration 109+23ug/ml. Im
Gegensatz dazu wiesen Kontrolltiere, denen kein Antikérper appliziert wurde, wie zu
erwarten war eine Serumkonzentration von 0+0ug/ml auf (p<0,05).

6.1.2 Adhéarente Bakterien

Die Anzahl adharenter Bakterien in den postkapillaren Venolen und Sammelvenolen der
Riickenhautkammer betrug innerhalb des Untersuchungszeitraumes 200-335mm?®. Im
Gegensatz dazu flhrte die Blockade von gC1gR durch den monoklonalen Antikérper 74.5.2
zu einer signifikanten Reduktion der Adhdrenz von S. aureus am venularen Endothel (70-
135mm; p<0,05; Abbildung 15, 16).

Abbildung 15: A, B: Intravitalmikroskopische Bilder von postkapilldren Venolen und Sammelvenolen
5 Minuten nach Injektion von 10° FITC-geférbten S. aurei (Pfeile) in einen Syrischen Goldhamster, der
mit Antikérper gegen gC1gR behandelt wurde (B) und einem Kontrolltier (A). Blaulicht-Epi-lllumination,
MaBstdbe=115um.
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Abbildung 16: Adhdrente Bakterien in postkapilldren Venolen und Sammelvenolen 5, 10, 20, 30 und
60 Minuten nach Injektion von 10° FITC-geférbten S. aurei in Syrische Goldhamster, die mit Antikérper
gegen gC1gR behandelt wurden (schwarze Balken) und Kontrolltieren (weiBBe Balken). Die Blockade
von gC1qR bewirkte (ber den gesamten Beobachtungszeitraum eine signifikante Reduktion der
Anzahl adhédrenter Bakterien innerhalb der postkapilldren Venolen und Sammelvenolen im Vergleich
zu Kontrolltieren. Mittelwert +SEM. #p<0, 05 vs. Kontrolle.

Die Induktion einer Inflammation innerhalb der Rickenhautkammer mittels TNF-a steigerte
die Bakterien-Adhédrenz am Endothel der Venolen (~515-850mm). Wiederum war durch die
Inhibition von gC1gR durch den monoklonalen Antikérper 74.5.2 die Anzahl adhéarenter
Bakterien zu allen Untersuchungszeitpunkten signifikant reduziert (~260-480mm; Abbildung
17, 18).

Abbildung 17: A, B: Intravitalmikroskopische Bilder von postkapilldren Venolen und Sammelvenolen
unter entziindlichen Bedingungen 5 Minuten nach Injektion von 10° FITC-gefarbten S. aurei (Pfeile) in
einen Syrischen Goldhamster, der mit dem Antikérper gegen gC1qR behandelt wurde (B) und einem
Kontrolltier (A). Blaulicht-Epi-lllumination, MaBstdbe=115um.
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Abbildung 18: Adhédrente Bakterien wédhrend TNF-a-induzierter Entzindung in postkapilldren
Venolen und Sammelvenolen 5, 10, 20, 30 und 60 Minuten nach Injektion von 10° FITC-gefirbten S.
aurei in Syrische Goldhamster, die mit Antikérper gegen gC1gR behandelt wurden (schwarze Balken)
und Kontrolltieren (weiBe Balken). Die Blockade von gC1qR bewirkte eine signifikante Reduktion der
Anzahl adhédrenter Bakterien innerhalb der postkapilldren Venolen und Sammelvenolen im Vergleich

zu Kontrolltieren (ber den gesamten Beobachtungszeitraum. Mittelwerte £SEM. #p<0, 05 vs. Kontrolle.

6.1.3 Leukozyten-Endothelzell-Interaktion

In den Kontrolltieren waren 60 Minuten nach Injektion der Bakterien innerhalb der
postkapillaren Venolen und Sammelvenolen der Riickenhautkammer 3,1+1,1min” rollende
Leukozyten zu beobachten. Bei Versuchstieren, die den Antikdrper 74.5.2 erhalten hatten,
zeigte sich das Leukozyten-Rolling tendenziell erhéht (5,6+1,3min™"), jedoch ohne
signifikante Unterschiede (Abbildung 19). Durch die topische Applikation von TNF-a kam es
sowohl in der Kontrollgruppe (6,4+2,1min™") als auch in der Antikérper-behandelten Gruppe
(6,9+2,3min™") zu einer signifikant gesteigerten Anzahl an rollenden Leukozyten. Wiederum
zeigte sich jedoch, dass diese Unterschiede zwischen der Antikdrper-behandelten Gruppe
und der Kontrollgruppe nicht signifikant waren.
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Abbildung 19: Leukozyten-Rolling in postkapilldren Venolen und Sammelvenolen 60 Minuten nach
Injektion von 1 0° FITC-geférbten S. aurei in Syrische Goldhamster, die mit Antikérper gegen gC1gR
behandelt wurden (schwarze Balken) und Kontrolltieren (weiBe Balken). Die Blockade von gC1qR
zeigte weder unter nicht-entziindlichen Bedingungen (PBS) noch TNF-a-induzierter Entziindung (TNF-
a) einen signifikanten Einfluss auf das Leukozyten-Rolling in den postkapilldren Venolen und
Sammelvenolen im Vergleich zu Kontrolltieren. Mittelwerte SEM.
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Abbildung 20: Leukozyten-Adhdrenz in postkapilldren Venolen und Sammelvenolen 60 Minuten nach
Injektion von 10° FITC-gefarbten S. aurei in Syrische Goldhamster, die mit Antikérper gegen gC1qR
behandelt wurden (schwarze Balken) und Kontrolltieren (weiBe Balken). Die Blockade von gC1gR
zeigte weder unter nicht-entziindlichen Bedingungen (PBS) noch TNF-a-induzierter Entziindung (TNF-
a) einen signifikanten Einfluss auf die Leukozyten-Adhdrenz in den postkapilldren Venolen und
Sammelvenolen im Vergleich zu Kontrolltieren. Mittelwerte +SEM. *p<0,05 vs. PBS.
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Die topische Applikation von TNF-a fuhrte sowohl bei Antikdrper-behandelten Tieren als
auch bei Vehikel-behandelten Tieren zu einem signifikanten Anstieg der adhéarenten
Leukozyten. Jedoch waren weder unter nicht-entziindlichen noch unter entzindlichen
Bedingungen  signifikante Unterschiede  zwischen  Vehikel- (174,3+63,2mm’3;
804,1+103,5mm™?) und Antikdrper-behandelten Tieren (89,6+12,6mm™; 803,7+107,1mm™) zu
detektieren (Abbildung 20).

6.1.4 GefaBwandpermeabilitat

Die GefaBwandpermeabilitdt (Ei«/E,) als MaB fir die Integritdt des Endothels der
untersuchten Venolen war unter physiologischen Bedingungen in der Antikdrper-behandelten
Gruppe (0,39+0,03) im Vergleich zur Kontrollgruppe (0,41+0,05) unveréndert. Unter TNF-a
induzierter Entziindung war jedoch eine signifikant erniedrigte GefaBwandpermeabilitét bei
Antikorper-behandelten Tieren (0,40+0,03) im Vergleich zu Vehikel-behandelten Tieren
(0,54+£0,02) erkennbar (Abbildung 21).
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Abbildung 21: GefdBwandpermeabilitdt von postkapilldren Venolen und Sammelvenolen 60 Minuten
nach Injektion von 1 0° FITC-gefédrbten S. aurei in Syrische Goldhamster, die mit Antikérper gegen
gC1gR behandelt wurden (schwarze Balken) und Kontrolltieren (weiBBe Balken). Die Blockade von
gC1gR bewirkte wdhrend TNF-a-induzierter Entziindung (TNF-a) eine signifikante Reduktion der
GefdBwandpermeabilitidt von postkapilldren Venolen und Sammelvenolen im Vergleich zu
Kontrolltieren. Mittelwert +SEM. *p<0,05 vs. Kon.
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6.1.5 Mikrohamodynamik

Sowohl unter nicht-entziindlichen Bedingungen als auch TNF-a-induzierter Entziindung
die
Versuchsgruppen einen GefaBdurchmesser von ~25um auf. Die Blutzellgeschwindigkeit

wiesen untersuchten Venolen in der Rickenhautkammer innerhalb beider

betrug ~145-195um/s ohne signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen. Daraus
errechnete sich ein mikrovaskularer Blutfluss von ~45-60pl/s und eine Scherrate von ~45-
65s” (Tabelle 3).

PBS TNF-a
Kon mAK Kon mAK
Durchmesser (um) 246 +0,5 243+22 26,4 + 2,1 25,6 £ 0,6
Blutzellgeschwindigkeit (um/s) | 153,5£32,2 | 193,3 +60,2 | 1459 + 23,1 | 169,6 + 31,6
Mikrovaskularer Blutfluss (pl/s) | 46,3 £10,7 | 58,1 +17,4 | 529+12,6 | 55,0+ 10,6
Scherrate (s™) 496+99 | 651+215 | 452+72 53,0 £9,7

Tabelle 3: Durchmesser, Blutzellgeschwindigkeit, mikrovaskuldrer Blutfluss und Scherrate in

postkapilldren- und Sammelvenolen der Riickenhautkammer unter nicht-entziindlichen (PBS) und
TNF-a-induzierter Entziindung (TNF-a). Durch die Applikation des monoklonalen Antikérpers 74.5.2

(mAK) zeigten sich im Vergleich zu Vehikel-behandelten Tieren (Kon) keine signifikante

Verédnderungen mikrohdmodynamischer Parameter. Mittelwerte £SEM.

6.1.6 Adharenz-Assay

Der Effekt einer Blockade von gC1gR durch den monoklonalen Antikérper 74.5.2 auf die
Bakterien-Adharenz an humane Endothelzellen in vitro wurde mit Hilfe eines Adharenz-
Assays analysiert. Entsprechend den in vivo Versuchen flihrte die Behandlung mit dem
Antikérper 74.5.2 zu einer Reduktion der Bindung von S. aureus an die Endothelzellen.
Waéhrend die Anzahl FITC-positiver Zellen unter nicht-entziindlichen Bedingungen ohne
Antikérper bei ~85-93% der Gesamtzellzahl lag, reduzierte der Antikérper die Anzahl FITC-
positiver Zellen auf ~80-90% (Abbildung 22 A). Vergleichbare Ergebnisse erzielten die
Messungen unter Zugabe von TNF-a (Abbildung 22 B). Durch die Inhibition von gC1gR
(~80-90%
Kontrollgruppe (~85-95% FITC-positive Zellen) ebenfalls zu einer Reduktion der Bindung von

mittels  Antikérper FITC-positive Zellen) kam es hier im Vergleich zur

S. aureus an die Endothelzellen.
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Abbildung 22: A, B: In vitro-Adhdrenz von S. aureus an Endothelzellen 5, 15, 30 und 90 Minuten
nach Exposition unter nicht-entziindlichen Bedingungen (A) und TNF-a-induzierter Entziindung (B).
Die Blockade von gC1gR (schwarze Balken) reduzierte im Vergleich zur Kontrollgruppe (weiBe
Balken) sowohl unter nicht-entziindlichen Bedingungen als auch TNF-a-induzierter Entziindung die
Adhédrenz der Bakterien an die Endothelzellen. Mittelwert £SEM. #p<0, 05 vs. Kontrollgruppe.



Ergebnisse 42

6.2 Implantation chirurgischer Netze bewirkt keine Interaktion von
S. aureus mit dem mikrovaskularen Endothel

6.2.1 Adhéarente Bakterien

Die Anzahl adharenter Bakterien betrug 5 Minuten nach Injektion von 10° FITC-gefarbten S.
aurei ~45-70mm® in den postkapillaren Venolen und Sammelvenolen der Riickenhaut-
kammer ohne signifikante Unterschiede zwischen den GefaBen in Netznédhe und netzfernen
Arealen (Abbildung 23).
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Abbildung 23: A, B: Intravitalmikroskopische Bilder von postkapilldren Venolen und Sammelvenolen
5 Minuten nach Injektion von 1 0° FITC-gefarbten S. aurei (Pfeile) in einen Syrischen Goldhamster
unter nicht-entziindlichen Bedingungen (A) und TNF-a-induzierter Entziindung (B); Blaulicht-Epi-
Mlumination, MaBstdbe=105um. C: Adhdrente Bakterien in netznahen Venolen (schwarze Balken) und
netzfernen Kontrollvenolen (weiBBe Balken) 5 Minuten nach Injektion von 10° FITC-geférbten S. aurei.
Das Ultrapro®-Netz fiihrte 12 Tage nach Implantation im Vergleich zur Kontrolle weder unter nicht-
entziindlichen Bedingungen (PBS), noch unter entziindlichen Bedingungen (TNF-a) zu einer
gesteigerten Adhdrenz von S. aureus an das venuldre Endothel. Mittelwert *SEM. *p<0,05 vs.
korrespondierende PBS Gruppe.
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Die Induktion einer Inflammation innerhalb der Rickenhautkammer mittels topischer
Applikation von TNF-a fuhrte zu einer signifikant verstarkten Bakterien-Adharenz. Wiederum
zeigte sich jedoch kein Unterschied zwischen netznahen Venolen und netzfernen
Kontrollvenolen (Abbildung 23).

6.2.2 Leukozyten-Endothelzell-Interaktion

In Versuchstieren, denen kein S. aureus appliziert wurde, lag die Anzahl rollender
Leukozyten bei ~12min™' ohne signifikante Unterschiede zwischen Venolen in Netznéhe und
netzfernen Bereichen. Interessanterweise fuhrte auch die topische Applikation von TNF-a zu
keinem signifikanten Anstieg des Leukozyten-Rolling in diesen Venolen (Abbildung 24). Im
Gegensatz dazu war die Anzahl rollender Leukozyten in den Tieren, die S. aureus erhalten
hatten, signifikant erniedrigt (Abbildung 25).
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Abbildung 24: Leukozyten-Rolling (min") in postkapilldren Venolen und Sammelvenolen ohne
vorherige Injektion von S. aureus unter nicht-entziindlichen Bedingungen (PBS) und TNF-a-induzierter
Entziindung (TNF-a). Weder unter nicht-entziindlichen Bedingungen noch TNF-a-induzierter
Entziindung zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen netznahen Venolen (schwarze Balken)

und netzfernen Kontrollvenolen (weiBe Balken). Mittelwert +SEM.
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Abbildung 25: Leukozyten-Rolling (min") in postkapilldren Venolen und Sammelvenolen 5 Minuten
nach Injektion von 10° FITC-gefarbten S. aurei unter nicht-entziindlichen Bedingungen (PBS) und
TNF-a-induzierter Entziindung (TNF-a). Verglichen mit der Versuchsgruppe, die keine Bakterien
erhalten hatte (Abbildung 24), zeigte sich sowohl in netznahen Venolen (schwarze Balken) als auch in
netzfernen Kontrollvenolen (weiBe Balken) ein signifikant reduziertes Leukozyten-Rolling. Mittelwert
+SEM. *p<0,05 vs. korrespondierende PBS Gruppe; *p<0,05 vs. ohne Bakterien; #p<0,05 vs. Kon
[PBS].

Abbildung 26: A, B: Intravitalmikroskopische Bilder einer postkapilldren Venole in Netzndhe unter
nicht-entziindlichen Bedingungen (A) und TNF-a-induzierter Entziindung (B). Grinlicht-Epi-
Mlumination; MaBstdbe: 30um. Durch die TNF-a-induzierte Entziindung kam es zu einem signifikanten
Anstieg der adhdrenten Leukozyten.

Die Anzahl adhé&renter Leukozyten lag bei den Versuchstieren, die keine Bakterien injiziert
bekommen hatten, bei ~108-130mm™ ohne signifikante Unterschiede zwischen netznahen
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und netzfernen Venolen. Durch die topische Applikation von TNF-a war hier ein signifikanter
Anstieg auf Werte zwischen 710-752mm™ zu beobachten (Abbbildung 26 A, B; Abbildung 27
A). Vergleichbar zu den Ergebnissen des Leukozyten-Rolling war die Zahl adhéarenter
Leukozyten bei Tieren, die S. aureus injiziert bekommen hatten insgesamt leicht erniedrigt
(Abbildung 27 B). Wiederum stieg auch hier die Anzahl adharenter Leukozyten durch die
topische Applikation von TNF-a signifikant an. Es waren jedoch keine Unterschiede zwischen

netznahen und netzfernen Venolen zu beobachten.
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Abbildung 27: A, B: Leukozyten-Adhdrenz (mm'2) in postkapilldren Venolen und Sammelvenolen
ohne vorherige Injektion von S. aureus (A) und 5 Minuten nach Injektion von 1 0’ FITC-geférbten S.
aurei (B) unter nicht-entziindlichen Bedingungen (PBS) und TNF-a-induzierter Entziindung (TNF-a).
Weder unter nicht-entziindlichen Bedingungen noch TNF-a-induzierter Entziindung zeigten sich
signifikante Unterschiede zwischen netznahen Venolen (schwarze Balken) und netzfernen

Kontrollvenolen (weiBe Balken). Mittelwert +SEM. *p<0,05 vs. korrespondierende PBS Gruppe.
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6.2.3 Granulationsgewebe

Die Implantation eines chirurgischen Netzes fihrt im Rahmen der Inkorporation des
Fremdmaterials zur Bildung von Granulationsgewebe, das die einzelnen Netzfasern
umschlieBt. In der vorliegenden Arbeit konnte an histologischen Schnitten gezeigt werden,
dass es 12 Tage nach Implantation des Ultrapro®-Netzes bereits zur Ausbildung eines gut
vaskularisierten Granulationsgewebes um das Implantat gekommen war (Abbildung 28).

Abbildung 28: A, B: HE-gefédrbte Schnitte des Kammergewebes 12 Tage nach Implantation des
Ultrapro®-Netzes auf den quergestreiften Hautmuskel (A, Pfeile). Die Netzfasern des Ultrapro®-Netzes
(*) waren zu diesem Zeitpunkt bereits komplett von Granulationsgewebe umgeben. Die VergréBerung
(B) verdeutlicht, dass dieses Granulationsgewebe bereits von einem dichten Netzwerk an
neugebildeten MikrogefdBen durchzogen ist (Pfeilspitzen). MaBstdbe: A=165um; B=50um.
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Abbildung 29: A: Intravitalmikroskopisches Bild neugebildeter GefdBe im Granulationsgewebe um ein
implantiertes Netz (*). Blaulicht-Epi-lllumination;, MaBstab: 90um. B: Die funktionelle Kapillardichte im
Granulationsgewebe um das Netz 12 Tage nach Implantation zeigt keine Unterschiede zwischen der
Versuchsgruppe ohne vorherige Injektion von S. aureus (-Bakt) und der Versuchsgruppe, die 1 0°
FITC-geférbte S. aurei (+Bakt) injiziert bekommen hatte. Mittelwert £SEM.
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Die Netzimplantate flhrten im Granulationsgewebe die Entwicklung neuer BlutgefaBe herbei
(Abbildung 29 A). Am 12. Tag nach Netzimplantation lag die funktionelle Kapillardichte dieser
neugebildeten GeféaBe bei ~195-220cm/cm? ohne Unterschiede zwischen den untersuchten
Gruppen (Abbildung 29 B).

6.2.3.1 Adharente Bakterien in neugebildeten GefaBen

Die TNF-a-induzierte Entzindung in der Rickenhautkammer flhrte im Vergleich zu nicht-
entzindlichen Bedingungen zu einem signifikanten Anstieg der adhdrenten Bakterien
innerhalb der neugebildeten GeféaBe des Granulationsgewebes um die Netzimplantate
(Abbildung 30 B).
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Abbildung 30: A: Intravitalmikroskopisches Bild adhdrenter Bakterien innerhalb der neugebildeten
GefédBe des Granulationsgewebes um das Netzimplantat (*) 5 Minuten nach Injektion von 1 0° FITC-
gefédrbten S. aurei (Pfeile) in einen Syrischen Goldhamster. Blaulicht-Epi-lllumination; MaBstab: 70um.
B: Unter entziindlichen Bedingungen (TNF-a) zeigte sich im Vergleich zu nicht-entziindlichen
Bedingungen (PBS) eine signifikante Steigerung der Anzahl adhdrenter Bakterien innerhalb der
neugebildeten GefidBe des Granulationsgewebes. Mittelwert +SEM. *p<0,05 vs. PBS Gruppe.

6.2.3.2 Leukozyten-Endothelzell-Interaktion in neugebildeten GefaBen

Die TNF-a-induzierte Entzindung in der Rickenhautkammer flhrte im Vergleich zu nicht-
entzindlichen Bedingungen zu einem signifikanten Anstieg der adhdrenten Leukozyten
innerhalb der neugebildeten GefaBe des Granulationsgewebes um die Netzimplantate. Dies
war sowohl in Anwesenheit von Bakterien (Abbildung 31 B) als auch ohne Bakterien
(Abbildung 31 A) der Fall. Dabei zeigte sich, dass die Anwesenheit der Bakterien die
Adharenz der Leukozyten nicht beeinflusste.
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Abbildung 31: A, B: Adhdrente Leukozyten innerhalb der neugebildeten GefdBe des
Granulationsgewebes ohne vorherige Injektion von S. aureus (A) und 5 Minuten nach Injektion von
10° FITC-gefarbten S. aurei (B) unter nicht-entziindlichen Bedingungen (PBS) und TNF-a-induzierter
Entzindung (TNF-a). Die TNF-a-induzierte Entztindung (TNF-a) fiihrte sowohl in Abwesenheit von S.
aureus als auch nach Injektion von S. aureus im Vergleich zu nicht-entziindlichen Bedingungen (PBS)
zu einer signifikanten Steigerung der Anzahl adhérenter Leukozyten. MittelwertexSEM; *p<0,05 vs.
PBS.

6.2.4 Mikrohamodynamik

Die untersuchten Venolen beider Versuchsgruppen wiesen einen GefaBdurchmesser von
~35um auf. Die Blutzellgeschwindigkeit in diesen Venolen lag bei ~250-280um/s ohne
signifikante Unterschiede zwischen Tieren, denen Bakterien appliziert worden waren, und
Tieren ohne Bakterien. Daraus errechnete sich ein mikrovaskuléarer Blutfluss von ~155-
177pl/s und eine Scherrate von ~60-70s™ (Tabelle 4).

Ohne Bakterien Mit Bakterien
Kon Netz Kon Netz
Durchmesser (um) 34,7+1,2 35,0+£1,6 33,5+2,0 345+18

Blutzellgeschwindigkeit (um/s) | 281,1 £29,2 | 279,1 +28,5 | 280,8 + 27,6 | 250,3 + 24,5
Mikrovaskularer Blutfluss (pl/s) | 177,0 + 30,8 | 176,3 +27,4 | 160,0 +254 | 154,9 + 27,2
Scherrate (s™) 63,9+ 5,0 64,0 +6,2 68,2 +7,2 57,9 +4,7

Tabelle 4: Durchmesser, Blutzellgeschwindigkeit, mikrovaskuldrer Blutfluss und Scherrate in
postkapilldren Venolen und Sammelvenolen in Netzndhe (Netz) und netzfernen Bereichen (Kon) nach
Applikation von 10° FI TC-geférbten S.aurei (mit Bakterien) und ohne Bakterien. MittelwertezSEM.
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7. ZUSAMMENFASSUNG DER ERGEBNISSE

7.1

7.2

Bedeutung von gC1qR/p33 fur die Interaktion von S. aureus
mit dem mikrovaskularen Endothel

Die Blockade von gC1gR reduzierte die Adhdrenz von S. aureus an Endothelzellen in
vitro und in vivo sowohl unter nicht-entziindlichen als auch unter entziindlichen
Bedingungen signifikant.

Die Blockade von gC1gR zeigte keinen Einfluss auf die Leukozyten-Endothelzell-
Interaktion in postkapillaren Venolen und Sammelvenolen, weder unter unter nicht-
entzindlichen noch unter entzindlichen Bedingungen.

Die Blockade von gC1gR reduzierte unter entzindlichen Bedingungen die
GefaBwandpermeabilitat der untersuchten Venolen.

Die Blockade von gCi1gR zeigte keinen Einfluss auf die Mikrohdmodynamik
(GefaBdurchmesser, Blutzellgeschwindigkeit, mikrovaskularer Blutfluss, Scherrate) in

den untersuchten Venolen.

Implantation chirurgischer Netze bewirkt keine Interaktion von
S. aureus mit dem mikrovaskularen Endothel

Das chirurgische Netzimplantat fihrte 12 Tage nach Implantation zur Ausbildung
eines gut vaskularisierten Granulationsgewebes.

Weder unter nicht-entziindlichen Bedingungen noch TNF-a-induzierter Entziindung
zeigte sich ein Einfluss des chirurgischen Netzimplantates auf die Interaktion von S.
aureus mit dem mikrovaskularen Endothel.

Entzindliche Bedingungen bewirken eine Erh6hung der Anzahl adharenter S. aurei
und Leukozyten am Endothel der neugebildeten GeféaBe des Granulationsgewebes.
Gleichzeitig zeigte die Applikation von S. aureus keinen Einfluss auf die Leukozyten-
Adhérenz in den neugebildeten GefaBen.

Die Applikation von S. aureus fihrte zu einer signifikanten Reduktion der rollenden
Leukozyten in postkapillaren Venolen und Sammelvenolen, hatte aber keinen
Einfluss auf die Leukozyten-Adh&renz an das mikrovaskulare Endothel.

Weder das chirurgische Netzimplantat noch die Applikation von S. aureus be-
einflussten die Mikrohdmodynamik (GeféaBdurchmesser, Blutzellgeschwindigkeit,
mikrovaskularer Blutfluss, Scherrate) in den untersuchten MikrogefaBen.
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8. DISKUSSION

8.1 Diskussion des Modells

8.1.1 Rickenhautkammer

In der vorliegenden Arbeit wurde das Modell der Rlckenhautkammer am Syrischen
Goldhamster verwendet. Dieses Modell wurde seit seiner Erstbeschreibung durch Endrich et
al. [1980] in =zahlreichen Studien erfolgreich eingesetzt. Generell kann die
Rdckenhautkammer in unterschiedlichen Spezies prapariert werden. Zu diesen z&hlen
Mause [Lehr et al., 1993], Hamster [Endrich et al., 1980] und Ratten [Papenfuss et al., 1979].
Die Maus bietet als Versuchstier den Vorteil, dass sie bereits gut genetisch charakterisiert ist
und viele kommerziell erhaltliche Knockout-Stdmme sowie spezifische Antikérper existieren.
In der vorliegenden Arbeit wurde jedoch der Hamster als Versuchstier eingesetzt, da er fir
die Praparation der Rickenhautkammer entscheidende anatomische Vorteile bietet. Der
Musculus retractor ist hier nur wenig mit der darunter liegenden quergestreiften
Hautmuskulatur (M. panniculus carnosus) verwachsen. Dies ermdglicht eine einfache
chirurgische Préparation der einzelnen Gewebeschichten, wodurch das chirurgische Trauma
wéahrend der Praparation der Rickenhautkammer auf ein Minimum begrenzt werden kann.
Zudem ist beim Hamster die zur Beobachtung freipraparierte quergestreifte Hautmuskulatur
dinner, wodurch eine bessere mikroskopische Bildqualitat erzielt wird als bei der Maus oder
der Ratte [Menger et al., 2002].

Neben der Rickenhautkammer existieren weitere Modelle zur mikroskopischen Analyse der
Mikrozirkulation. Hierzu z&hlen Préparationen des Mesenteriums [Zanoni et al., 2009], der
Backentasche am Hamster [Falabella et al., 2009] oder des freipraparierten
Kremastermuskels von Mausen [Rumbaut et al., 2006]. Gegenlber diesen Modellen bietet
die RlUckenhautkammer den Vorteil, dass die Analyse der Mikrozirkulation zeitversetzt zur
chirurgischen Praparation erfolgt. Dadurch sind die akuten Gewebereaktionen auf das
chirurgische Trauma der Praparation bereits abgeklungen, wodurch eine Analyse unter
physiologischen Bedingungen méglich ist.

Gleichzeitig erlaubt die Kammerkonstruktion durch das entfernbare Deckglas die
vergleichbar einfache Implantation von Biomaterialien oder Transplantation von Gewebe
[Menger et al., 2002]. Das Modell der Rickenhautkammer wurde bereits erfolgreich fir die
Analyse der Biokompatibilitdt und Vaskularisierung von verschiedenen Biomaterialien fir
Prothesen eingesetzt [Menger et al.,, 1990, 1992]. Hierzu zahlen unter anderem
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Metallimplantate [Kraft et al., 2000, 2001], Knochenersatzmaterialien [Laschke et al., 2007]
und Scaffolds, die beim Tissue Engineering eingesetzt werden [Rulcker et al., 2006]. Des
Weiteren eignet sich die Rickenhautkammer aber auch hervorragend zur Transplantation
und Analyse der Vaskularisierung von Tumorgewebe. Unter anderem konnten hier in
vergangenen Studien bereits Erkenntnisse Uber Tumorwachstum und -angiogenese und
maogliche therapeutische Optionen gewonnen werden [Strieth et al., 2004; Vajkoczy et al.,
1998].

Limitationen des Rickenhautkammermodells bestehen vor allem in der begrenzten GréBe
der zu untersuchenden Implantate. Begrenzend ist hierbei die Dicke des Materials, da mit
zunehmender Dicke eine verstarkte Serombildung die mikroskopische Bildqualitat im
Randbereich um das Implantat senkt. Gleichzeitig verkleinert sich mit zunehmender Dicke
des Implantates der  Anteil des mit  dem Mikroskop  fokusierbaren
Ruckenhautkammergewebes, da dieses nicht mehr in einer Ebene senkrecht zum
Strahlengang liegt (Abbildung 32). In der praktischen Anwendung zeigt sich hierbei, dass die
Untersuchung von Implantaten bis zu einem Durchmesser von 3mm und einer Materialdicke
von 1mm problemlos méglich ist. Die im Rahmen der Versuche verwendeten Netzmaschen
des Ultrapro® Netzes entsprachen mit einer GréBe von ca. 3mm x 3mm x 1mm diesen

Anforderungen.
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Abbildung 32: Schematische Ubersicht einer Riickenhautkammerprédparation mit Implantat. Durch
das Biomaterial kommt es zum Abheben der Hautmuskelschicht vom Deckglas, was wiederum eine

verstérkte Serombildung im Randbereich des Implantates zur Folge haben kann.
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8.1.2 S. aureus

In der vorliegenden Studie wurden S. aurei verwendet, die bis zur spaten exponentiellen
Wachstumsphase kultiviert wurden. Frihere Studien haben gezeigt, dass diese Bakterien
eine hohere Adharenz an das Endothel aufweisen als Bakterien, die der stationaren
Wachstumsphase entstammen [Kerdudou et al., 2006]. S. aureus ist darliber hinaus unter
normalen Bedingungen in der Lage, eine ganze Reihe von Pathogenitatsfaktoren zu bilden
[Dryden, 2009]. Fir unsere Studie hingegen wurden die verwendeten S. aurei mittels
Formalin inaktiviert. Dadurch konnten ungewollte Effekte der von S. aureus gebildeten
Exotoxine auf die Endothelintegritdt [Temmesfeld-Wollbruck et al., 2007] und den
Aktivierungszustand von Endothelzellen [Grimminger et al., 1997] und der Leukozyten
[Pruefer et al., 2002] ausgeschlossen werden. AuBerdem wére es bei aktiven FITC-gefarbten
S. aurei durch die Teilung der Bakterien in Zusammenhang mit der kurzen Generationszeit
von 30 min und durch aktive Ausschleusungsprozesse des Farbstoffes zu einer schnellen
Abnahme der Fluoreszenz-Farbung der Bakterien gekommen. Dennoch lassen sich die im
Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse durchaus auf das Bindungsverhalten von
aktiven S.aurei Ubertragen, da frilhere Studien bereits zeigten, dass die Inaktivierung der
Mikroorganismen keinen Einfluss auf deren Bindungsverhalten am GefaBendothel hat [Sinha
et al., 1999; Sinha et al., 2000].

8.2 Diskussion der Untersuchungsmethoden

8.2.1 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie

Bei der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie werden unterschiedliche Fluorochrome
appliziert, die durch Licht bestimmter Wellenlangen angeregt werden und anschlieBend Licht
einer anderen Wellenldnge emittieren. Die intravitale Fluoreszenzmikroskopie arbeitet dabei
meist nach dem Prinzip der Epi-lllumination. Dadurch ist es mdéglich, auch Organe, die
aufgrund ihrer Ausdehnung und fehlenden Lichtdurchlassigkeit einer Betrachtung mit Hilfe
der Durchlichttechnik nicht zugénglich sind, zu mikroskopieren. Mit Hilfe der intravitalen
Fluoreszenzmikroskopie wurden beispielsweise bereits Studien zur Analyse der
Mikrozirkulation der Leber [Keller et al., 2005; Roller et al., 2010], des Gehirns [Gavins et al.,
2007], des Knochens [Hansen-Algenstaedt et al., 2005], der Lunge [Pizanis et al., 2009] und
des Herzens [Schramm et al., 2007] durchgefihrt.

Das Modell der Rickenhautkammer in Kombination mit der Technik der intravitalen

Fluoreszenzmikroskopie erlaubt Analysen der Mikrozirkulation aller GeféaBabschnitte der
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quergestreiften Rickenhautmuskulatur und der darunterliegenden Subcutis [Laschke et al.,
2005b]. Im Einzelnen sind dies die terminalen Arteriolen, nutritiven Kapillaren, postkapillaren
Venolen und Sammelvenolen. Zusatzlich 148t sich durch den Einsatz verschiedener
Fluoreszenzfarbstoffe die Integritdt des GefaBendothels [Ricker et al., 2008] sowie das
FlieBverhalten verschiedener korpuskularer Bestandteile des Blutes wie Leukozyten und
Thrombozyten analysieren [Laschke et al., 2009; Laschke et al., 2007; Struthmann et al.,
2009]. Des Weiteren eignet sich die intravitale Fluoreszenzmikroskopie auch zur
Untersuchung des FlieBverhaltens von Fluoreszenz-markierten Mikroorganismen [Kerdudou
et al., 2006].

Bei der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie ist zu beachten, dass es bei der Verwendung
von Fluoreszenzfarbstoffen und einer hohen Lichtintensitat der Lichtquelle zu phototoxischen
Reaktionen kommen kann. Verursacht werden diese entweder direkt durch eine thermische
Schadigung des Gewebes oder durch die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies, die bei
Anregung der Fluoreszenzfarbstoffe entstehen [Steinbauer et al., 2000]. Phototoxische
Reaktionen kdnnen sich in Form von arteriolaren Vasospasmen oder einer Thrombusbildung
mit konsekutivem Versagen der mikrovaskuldren Perfusion auBern [Herrmann, 1983].
Weiterhin kann es zur vermehrten Adharenz von Leukozyten an das GefaBendothel kommen
[Saetzler et al., 1997]. Das Auftreten phototoxischer Reaktionen korreliert dabei mit
steigender systemischer Konzentration der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe sowie der
Lichtintensitdét und Einwirkdauer [Steinbauer et al., 2000]. Aus diesem Grund wurde die
Dosierung der Fluoreszenzfarbstoffe in der vorliegenden Arbeit auf ein notwendiges
MinimalmaB reduziert. Weiterhin wurde die Mikroskopiedauer méglichst gering gehalten und
die mikroskopischen Aufnahmen erst im Anschluss ausgewertet. Hierdurch konnten
Verfélschungen der Ergebnisse durch phototoxische Effekte weitgehend ausgeschlossen

werden.

8.3 Diskussion der Ergebnisse

8.3.1 Bedeutung von gC1qR/p33 fur die Interaktion von S. aureus mit dem
mikrovaskularen Endothel

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Blockade von gC1gR
mit Hilfe des monoklonalen Antikérpers 74.5.2 die Adh&renz von S. aureus an das venulare
Endothel signifikant reduziert. Dies war sowohl unter nicht-entziindlichen Bedingungen als

auch bei TNF-a induzierter Entzindung der Fall. TNF-a induziert verschiedene pro-
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inflammatorische Kaskaden in Endothelzellen [Bradley, 2008] und in im Blut zirkulierenden
Zellen, wie z.B. Leukozyten [Vaday et al., 2001]. Gleichzeitig erhéht TNF-a die Bindung von
S. aureus an das venulare Endothel [Laschke et al., 2005b]. Es wéare daher mdglich, dass
die in der vorliegenden Arbeit beobachtete Reduktion der Bakterienadhdrenz an das
venulare Endothel durch die Beeinflussung eines TNF-a-induzierten Liganden oder durch die
Modulation der inflammatorischen Reaktion erfolgte. Da jedoch auch unter nicht-
entzindlichen Bedingungen die Anzahl adharenter Bakterien durch die Applikation des
monoklonalen Antikdrpers 74.5.2 signifikant reduziert wurde, ist es wahrscheinlicher, dass
die gC1gR-Inhibition die Bindung von S. aureus direkt beeinflusste. Der zugrundeliegende
Mechanismus kénnte die Blockade von auf Endothelzellen exprimiertem gC1gR durch den
Antikdrper sein. Bereits friiher konnte gezeigt werden, dass von S. aureus gebildetes Protein
A mit gC1gR interagiert [Nguyen et al., 2000]. Dementsprechend konnte auch in vitro eine
Reduktion der Adharenz von S. aureus an humanen Endothelzellen durch die Blockade von
gC1qgR gezeigt werden. Jedoch war hierbei der Effekt nicht so stark ausgepragt wie in den
durchgefihrten in vivo Versuchen. Dies kénnte darin begriindet sein, dass der gegen gC1gR
gerichtete Antikérper in vivo zusatzlich mit weiteren Blutbestandteilen interagiert.
Thrombozyten und Fibrinogen besitzen die Mdglichkeit, direkt an Endothelzellen zu binden
[Andrews und Berndt, 2004]. Gleichzeitig wird die Adhasion von S. aureus an das Endothel
teilweise Uber die Bindung an Thrombozyten oder Fibrinogen vermittelt. Bereits friher konnte
gezeigt werden, dass der Antikérper 74.5.2 die Bindung von S. aureus an Thrombozyten und
Fibrinogen beeinflusst [Nguyen et al., 2000], wodurch sich zusétzliche indirekte
Wirkmechanismen des Antikérpers 74.5.2 auf die Bakterien-Endothelzell-Interaktion in vivo
ergeben kénnten.
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Abbildung 33: Leukozyten-Endothelzell-Interaktion. Zirkulierende Leukozyten treten zundchst zuféllig
in Kontakt mit Endothelzellen (A). Vermittelt liber Selektine beginnen die Leukozyten iiber das
Endothel zu rollen (B). Bei weiterer Aktivierung der Leukozyten kommt es schlieBlich zur Integrin-
vermittelten Adhérenz (C). Im Anschluss daran verbreitert der Leukozyt die Kontaktfliche mit dem
Endothel (D) und transmigriert schlieBlich parazelluldr oder transzelluldr in das umliegende Gewebe
(E-F). Abbildung modifiziert nach Ley et al. (2007).
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Neben der Adhdrenz von S. aureus an das venuldre Endothel wurde in der vorliegenden
Arbeit auch die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion untersucht (Abbildung 33). Diese
Interaktion wird von einer Reihe von spezifischen Bindungsmolekilen vermittelt. Kommt es
zu einer Aktivierung der Leukozyten bzw. der Endothelzellen, beispielsweise im Rahmen
einer Entziindungsreaktion, fangen die Leukozyten an, Uber das GeféaBendothel zu rollen.
Hauptsachlich verantwortlich fur dieses ,Leukozyten-Rolling“ sind Bindungsmoleklle der
Familie der Selektine [Langer und Chavakis, 2009]. Das Rollen am Endothel bildet die
Voraussetzung fur die anschlieBende feste Adharenz der Leukozyten an das Endothel mit
Hilfe der Integrine, die auf Leukozyten exprimiert werden. Von besonderer Bedeutung sind
hier das ,Lymphocyte Function-associated Antigen-1“ (LFA-1) und das Integrin CD11b/CD18
(MAC-1), die an Endothelzellen durch Molekile der Immunglobulin Superfamilie, wie das
.intercellular Adhesion Molecule-1“ (ICAM-1) und das ,Vascular Adhesion Molecule-1*
(VCAM-1), binden [Ley et al., 2007].

Durch die Wirkung von TNF-a werden bestimmte endotheliale Adhasionsmolekule fur
Leukozyten, wie beispielsweise E-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1 hochreguliert [Bradley,
2008]. Zusétzlich fuhrt eine Exposition mit TNF-a zu einer Chemokin-Ausschittung durch die
Endothelzellen, die eine weitere Leukozytenrekrutierung zur Folge hat [Rollins et al., 1990].
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigten dementsprechend, dass die topische
Applikation von TNF-a zu einer ausgepragten Entzindungsreaktion innerhalb der
Rdckenhautkammer mit signifikantem Anstieg der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion
fihrte. Interessanterweise hatte jedoch die Inhibition von gC1gR keinen Einfluss auf diese
gesteigerte Leukozyten-Endothelzell-Interaktion. Dies liefert weitere Hinweise dafir, dass die
Inhibition der Bakterien-Endothelzell-Interaktion nicht durch eine Modulation der

Entzindungsreaktion verursacht wurde.

Zusétzlich wurde in der vorliegenden Arbeit die GefédBwandpermeabilitdit der Venolen
innerhalb der Rickenhautkammer analysiert, da die Applikation von TNF-a nicht nur die
Leukozyten-Endothelzell-Interaktion steigert, sondern auch die Integritdt des Endothels
mafBgeblich beeintrachtigt. Die Bindung von TNF-a an seinen Liganden auf der Endothelzelle
fihrt Gber einen intrazellularen Ca®*-Anstieg zur Aktivierung der Myosin-Leichtketten-Kinase
(MLCK) und des Ras-Homologes RhoA, das regulatorische Funktionen in der Formation des
Zytoskeletts besitzt [Vandenbroucke et al., 2008]. Dies fihrt zum Auseinanderbrechen von
endothelialen Zell-Zell-Verbindungen, wodurch die parazellulare Permeabilitat steigt. In der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass unter entzindlichen Bedingungen in
Anwesenheit des monoklonalen Antikérpers gegen gC1gR die GefaBwandpermeabilitat im
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Vergleich zur Kontrolle reduziert war. Mdgliche Mechanismen fir diese Beobachtungen
kénnten in der Rolle von gC1gR innerhalb der Aktivierung der Kininkaskade begriindet sein
[Joseph et al., 1999]. Das im Rahmen der Kininkaskade freiwerdende Bradykinin erhéht die
GefaBwandpermeabilitdt der Venolen [Matsumoto et al., 1984; Svensjo und Arfors, 1979].
Entsprechend kdnnte hier die Blockade von gC1gR und die damit verbundene Hemmung der
Bradykinin-Freisetzung zu einer Erhéhung der GefédBwandintegritat beigetragen haben.

8.3.1.1 Klinische Perspektiven

Mit dem rapiden Anstieg von multiresistenten S. aureus Stdmmen und der wachsenden
Anzahl von durch S. aureus verursachten Infektionen wird die Notwendigkeit neuer
Therapieoptionen immer gréBer. Bisher konzentrierten sich neue therapeutische Strategien
vor allem auf die Entwicklung von Antibiotika mit neuartigen Wirkmechanismen [Barton und
MacGowan, 2009]. Mit der genaueren Kenntnis der pathogenetisch bedeutsamen Schritte in
der Entwicklung von endovaskuldren S. aureus-Infektionen erschloss sich in den letzten
Jahren ein groBes Spektrum an neuartigen Therapieoptionen. Hierzu zahlen unter anderem
immuntherapeutische Ansatze. Besonders zu nennen ist hier die Entwicklung des
monoklonalen Antikdrpers Tefibazumab, der sich mittlerweile in einem weit fortgeschrittenen
Stadium der Zulassung durch die ,Food and Drug Administration (FDA)“ in den USA befindet
[Patti, 2004]. Dieser Antikdrper richtet sich gegen den zu den MSCRAMM zahlenden CIF A
und inhibiert auf diese Weise die Bindung des Bakteriums an das Endothel [Weems et al.,
2006]. Praklinische Studien an Mausen mit einer MRSA-Bakteriamie zeigten hier bereits
protektive Effekte mit einer reduzierten Mortalitat [Hall et al., 2003]. Darlber hinaus konnte
durch die Gabe des Antikérpers in  Modellen einer MRSA-Endokarditis eine
Effizienzsteigerung einer antibiotischen Therapie erreicht werden [Domanski et al., 2005].

Aufgrund der groBen Bandbreite unterschiedlicher Pathogenitéatsfaktoren, die von S. aureus
synthetisiert werden, ergibt sich ein groBes Feld an Targets flr neue Therapeutika. Langst
sind nicht alle Adhé&sionsmechanismen und die dazugehdérigen Liganden ausreichend
erforscht. Dabei sind einige Autoren der Meinung, dass die Blockade der Bindungsliganden
im Wirt einen Ansatzpunkt mit groBem Potential darstellt [Widmer et al., 2006]. Im ersten Teil
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Blockade von gC1gR mittels monoklonalem
Antikdrper die Adhérenz von S. aureus an das venulare Endothel signifikant inhibiert. Dies
kdénnte zur Entwicklung neuer Therapiestrategien in der Behandlung endovaskularer S.

aureus Infektionen beitragen.
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8.3.2 Implantation chirurgischer Netze bewirkt keine Interaktion von S. aureus

mit dem mikrovaskularen Endothel

Die spate Netzinfektion ist eine seltene, aber schwere Komplikation in der chirurgischen
Therapie von Hernien. Generell werden derzeit verschiedene Theorien zu den
Entstehungsmechanismen der spaten Netzinfektion diskutiert. Einerseits geht man davon
aus, dass Netzimplantate wahrend des chirurgischen Eingriffs exogen mit Bakterien
kontaminiert werden. Da S. aureus befahigt ist, Biofiime auf Fremdmaterialien zu bilden,
kénnten die Bakterien auf diese Weise der anschlieBenden Phagozytose durch das
Immunsystem des Wirtes entgehen [Engelsman et al., 2007]. Eine zusatzliche Rolle, speziell
bei multiflamentaren Netzen, kdnnten die Nischen zwischen den einzelnen Netzfasern
spielen, in denen es Bakterien erleichtert wird, Uber eine langere Zeitperiode nach
Implantation zu persistieren [Taylor und O'Dwyer, 1999]. Andererseits ist es mdglich, dass
die spate Netzinfektion auch aufgrund einer endogenen Keimverschleppung entsteht, wie
dies bereits fir die hamatogene Infektion von Gelenkprothesen beschrieben wurde [Ainscow
und Denham, 1984]. Dieser Entstehungsmechanismus kdnnte zusatzlich durch das sich
entwickelnde Granulationsgewebe um implantierte Netze geférdert werden, da dieses
Gewebe leichter von Bakterien invadiert werden kann [Delikoukos et al., 2007; Foschi et al.,
19938].

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass ein Netzimplantat die Interaktion von S.
aureus mit dem Endothel weder unter nicht-entziindlichen noch entzindlichen Bedingungen
beeinflusst. Daher kann das Netzimplantat mit umgebendem Granulationsgewebe nicht als
primdrer Stimulus flr eine vermehrte Adhasion von S. aureus in der Mikrozirkulation

angesehen werden.

Das in dieser Arbeit analysierte Ultrapro®Netz stellt ein modernes, leichtgewichtiges
Komposite-Netz dar, das breite Anwendung im klinischen Alltag findet. Derzeit existiert ein
weit gefachertes Angebot an unterschiedlichen Netzmaterialien fir die Herniorrhaphie.
Entsprechend ihrer Architektur und Materialzusammensetzung kénnen diese in
unterschiedlicher Weise mit Bakterien interagieren [Harrell et al., 2006]. Daher war es in
dieser Arbeit nicht auszuschlieBen, dass ein anderes Netzmaterial eine héhere Adharenz
von S. aureus an das mikrovaskulare Endothel verursacht hétte. Dies ist jedoch
unwahrscheinlich, da eine Studie von Delikokous et al. (2007) zeigt, dass die Inzidenz der
spaten Netzinfektion weder mit dem verwendeten Netzmaterial, noch mit der durchgefuhrten

Fixationsmethode des Netzes korreliert.
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Die initiale Reaktion des Empfangergewebes auf ein implantiertes chirurgisches Netz geht im
Normalfall mit einer akuten Entziindungsreaktion mit Einwanderung von Entzindungszellen
einher [Di Vita et al., 2005; Rosch et al., 2003]. So wird ein chirurgisches Netz nach der
Implantation im Rahmen der Fremdkdrperabwehr sofort durch eine Proteinschicht bedeckt.
Diese wiederum flihrt zur Aktivierung von verschiedenen Subtypen inflammatorischer Zellen.
Hierzu zahlen Mastzellen, Makrophagen, T-Lymphozyten oder Granulozyten [Rosch et al.,
2003; Tang et al., 1998]. Diese Zellen produzieren und sezernieren wiederum verschiedene
proangiogene Faktoren, die an der Bildung eines stark vaskularisierten
Granulationsgewebes um das Netzimplantat beteiligt sind [Mohle et al., 1997; Shaw et al.,
2003]. Dementsprechend wiesen die hier implantierten Netze nach 12 Tagen ein
Granulationsgewebe mit einem dichten Netzwerk an neugebildeten GeféaBen auf.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die Zahl rollender und adharenter
Leukozyten unter nicht-entzindlichen Bedingungen 12 Tage nach Netzimplantation in einem
physiologischen Bereich lag. Gleichzeitig war kein Unterschied zwischen netznahen
GefaBen und KontrollgefaBen zu beobachten. Dies zeigt, dass im Rahmen der chronischen
Entziindungsreaktion das Netzimplantat das umgebende Granulationsgewebe nicht fir eine
erhdéhte Rekrutierung von Leukozyten sensibilisiert. Dies war auch unter TNF-a-induzierter
Entziindung nicht der Fall.

Interessanterweise flhrte die Anwesenheit von Bakterien zu einer signifikanten Reduktion
der Anzahl rollender Leukozyten in den postkapillaren Venolen und Sammelvenolen der
Rdckenhautkammer. Diese Beobachtung deckt sich mit Ergebnissen friherer Studien, in
denen es in den ersten Stunden nach Induktion eines septischen Geschehens zur Reduktion
der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion innerhalb der GefédBe des Muskelgewebes beim
Hamster kam [Hoffmann et al., 2004]. Ursachlich kdnnte hier die durch die Sepsis
verursachte systemische Immunantwort mit einer massiven Ausschittung von
proinflammatorischen Mediatoren sein. Zu diesen zahlen TNF-a und IL-6, die zur
Akkumulation von Leukozyten in der Lunge und verschiedenen viszeralen Organen flhren
[Copeland et al., 2005; Malmros et al., 1994]. Weiterhin inhibiert S. aureus das P-Selektin-
vermittelte Leukozyten-Rolling durch die Sekretion von ,Staphylococcal Superantigen-like-5*
(SSL-5) [Bestebroer et al., 2007]. Dieser Mechanismus ist in der vorliegenden Arbeit jedoch
nicht relevant, da die verwendeten Bakterien inaktiviert wurden, um so unkontrollierte Effekte

auf das Endothel durch sezernierte Exotoxine zu vermeiden.
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Neben der Analyse der Bakterien- und Leukozyten-Endothelzell-Interaktion in den Venolen
der Ruckenhautkammer wurde zusatzlich die Adhdrenz von Bakterien und Leukozyten in
den neugebildeten GefaBen des Granulationsgewebes um die Netzimplantate untersucht.
Dabei zeigte sich, dass die Adhdrenz von Bakterien und Leukozyten an das Endothel
vergleichbar mit dem Bindungsverhalten in vorbestehenden Venolen unter entzindlichen
Bedingungen anstieg. Diese Ergebnisse decken sich mit friheren Studien, die zeigen, dass
die Endothelzellen von neugebildeten GeféaBen ein Muster von Adhé&sionsmolekilen
aufweisen, das dem von nicht-proliferierenden GefaBen sehr ahnelt [Vallien et al., 2000]. Zu
diesen Adhasionsmolekillen zadhlen PECAM-1, ICAM-2, E-Selektin und P-Selektin, die
vermittelt durch Zytokine hochreguliert werden kénnen [Vallien et al., 2000]. Gleichzeitig
zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass die Adharenz von Leukozyten innerhalb
der neugebildeten GeféaBe durch die Anwesenheit der verwendeten Bakterien nicht
beeinflusst wurde. Aktive S. aurei sind in der Lage, die Abwehrmechanismen des
Wirtsorganismus zu beeinflussen, um ginstige Bedingungen fiir eine Kolonisierung und
Persistenz zu schaffen [Chavakis et al., 2002]. Unter anderem konnte gezeigt werden, dass
von den Bakterien sezerniertes Eap an ICAM-1 bindet und auf diese Weise die Adharenz
von Leukozyten an das GefaBendothel und die anschlieBende Transmigration der
Leukozyten in das Gewebe inhibiert [Haggar et al., 2004]. Da die in der vorliegenden Arbeit
verwendeten S. aurei inaktiviert waren, war hier kein Einfluss von sezerniertem Eap auf die

Leukozyten-Endothelzell-Interaktion zu erwarten.

8.3.2.1 Klinische Perspektiven

Die Implantation chirurgischer Netze gilt heute als Goldstandard in der chirurgischen
Hernientherapie. Es ist daher davon auszugehen, dass in Zukunft einer zunehmenden Zahl
von Patienten ein chirurgisches Biomaterial implantiert wird. Die spate Infektion der
Implantate stellt zwar eine seltene, aber dennoch schwere Komplikation dieser Methode dar.
Nicht geklart ist bisher, durch welche Mechanismen es zur spaten Netzinfektion kommt. Die
hier gezeigten Ergebnisse zeigen, dass das implantierte Biomaterial selbst keinen erhéhten
Stimulus far die Adhérenz zirkulierender Bakterien am GefaBendothel darstellt.
Entsprechend scheinen andere Entstehungsmechanismen fir die Entwicklung einer spaten
Netzinfektion verantwortlich zu sein. Beispielsweise konnte eine unbemerkte Kontamination
des Biomaterials wahrend der Implantation und die anschlieBende Persistenz der
Mikroorganismen auf der Oberflache des chirurgischen Netzes in der Pathogenese der
spaten Netzinfektion eine weitaus gréBere Rolle spielen als bisher angenommen. Dies wlrde

einerseits die Notwendigkeit eines streng asptischen Vorgehens wahrend der Implantation
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unterstreichen, andererseits erdffnen sich dadurch auch mdgliche prophylaktische Optionen,
z.B. durch die Beschichtung des Biomaterials mit antibakteriellen Substanzen, wie es bereits
bei Nahtmaterialien durchgefiihrt wird [Cohen et al., 2007; Justinger et al., 2009; Saygun et
al., 2006]. Zuséatzlich propagieren verschiedene Autoren die Verwendung von makroporésen
Biomaterialien mit einer Porengr6Be von uber 75um, da die Bakterien in kleineren Nischen
der Phagozytose durch Makrophagen und neutrophile Granulozyten entgehen kénnen [Amid,
1997; Taylor und O'Dwyer, 1999]. Nichtsdestotrotz fehlen derzeit randomisierte klinische
Studien, um generelle Empfehlungen auszusprechen, wie das Biomaterial in Hinblick auf die
Vermeidung einer spaten Netzinfektion konfektioniert sein sollte. Deshalb wird auch in
nachster Zukunft die Entscheidung Uber das verwendete chirurgische Netzmaterial
wesentlich auf Erfahrungswerten des Chirurgen sowie auf Kostenfaktoren basieren [Eriksen
et al., 2007].
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