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1. Einleitung

Herz-Kreislauf-Erkrankungen zahlen neben malignen Tumoren, Leber- und
Lungenerkrankungen sowie Infektionskrankheiten weltweit zu den
haufigsten Todesursachen. In den Industrielandern stehen Herz-Kreislauf-
Erkrankungen an erster Stelle der natiirlichen Todesursachen (Lawn 1992,
Sansetal 1997).

Die Atherosklerose spielt eine zentrale Rolle bei der Entstehung von
kardiovaskuldren Erkrankungen. Tritt im Rahmen einer
atherosklerotischen Veranderung der Gefafdwand eine Einengung oder ein
Verschluss von Blutgefafden auf, wird die Durchblutung der Organe zum
Teil erheblich eingeschrankt. Im Falle von Koronararterien kommt es zum
Herzinfarkt, bei der Karotisstenose zum Schlaganfall oder in der Peripherie
zur peripheren arteriellen Verschlusskrankheit. Wird die Einengung oder
der Verschluss nicht rechtzeitig behoben, erfolgt ein irreversibler Schaden,
der manchmal zum Verlust des Organs bzw. zum Tod fiihren kann.

Zur Behandlung dieser Komplikationen stehen verschiedene Moglichkeiten
zur Verfligung. Dazu gehoren konservative medikamentése Verfahren
(Gershlick 2002, Oliveira et al. 2010, Duprez 2007) und interventionelle
Mafinahmen wie die perkutane transluminale koronare Angioplastie
(PTCA), die Ballondilatation mit oder ohne Stentimplantation sowie
chirurgische Interventionen, z.B. Bypass-Operationen (Gardner und Afaq
2008, Ito 2011, King et al. 2010, Morrison 2006, Eagle et al. 2004, Smith et al.
2006).

Bei einer atherosklerotischen Verschlusserkrankung, die nicht mehr
medikamentdés oder durch andere invasive Therapiemethoden wie
Angioplastie behandelt werden kann, ist die Bypass-Operation das
therapeutische Mittel der Wahl.

Die typischen Indikationen fiir eine Bypass-Operation sind daher:

- Hochgradige Stenosen

- Gefafdverschliisse
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- Traumatische oder iatrogene Gefaf3verletzungen (Franz et al. 2011)

In Deutschland miissen jedes Jahr etwa 370 000 Menschen aufgrund einer
Verengung der Herzkranzgefafde behandelt werden. Rund 20 Prozent davon
erhalten eine Bypass-Operation (DGTHG 2009).

Eine andere haufige Auspragung der Atherosklerose ist die periphere
arterielle Verschlusskrankheit (pAVK), welche bei ca. 3% der Bevolkerung
diagnostiziert werden kann und in 95% der Falle die unteren Extremitaten
betrifft (Janssen 2009).

Die Gefafrekonstruktion mit Bypdssen ist eine der Standardtherapien im
spaten Stadium, besonders im Bereich der unteren Extremitaten
(Dormandy und Rutherford 2000).

Als Bypass-Material zum Ersatz von korpereigenen Gefiflen gelangen
autologe korpereigene Gefafde wie die Vena saphena magna oder die Arteria
radialis, alloplastische Kunststoffprothesen wie zum Beispiel Dacron- oder
PTFE  (Polytetrafluorethylen)-Prothesen = oder  seltener allogene
Bioprothesen wie Leichenvenen und Leichenarterien (Homografts) zum
Einsatz.

Ein erhebliches klinisches Problem nach einer Bypass-Operation ist der
Wiederverschluss oder die Einengung des Gefaf3bypasses, Komplikationen,
die sich manchmal unmittelbar oder einige Zeit nach der Operation
einstellen (Tsui und Dashwood 2002, Bourassa et al. 1982, Rosenfeldt et al.
1999, Van der Meer et al. 1993, Bassiri et al. 2010).

Nach Bypass-Operation kommt es aufgrund mehrerer Faktoren, z.B.
Scherkrafte (Morinaga et al. 1985, Zwolak et al. 1987, Davies et al. 1997,
Dobrin et al. 1989), Blutflussanderung (Rittgers et al. 1978), erhohter
Druckgradient des arteriellen Kreislaufsystems im Vergleich zum
Druckgradienten des vendsen Kreislaufsystems (Davies 1997, Porter et al.
1998, Lauth et al. 2001) oder Verletzung der Gefifde, zu einer Reihe von
Mechanismen (Verrier und Boyle 1996, Dilley et al 1992) in den
implantierten Gefafdabschnitten, die zur Verdickung der Gefafdwand bis zur
arteriosklerotischen Wandveranderung und damit zur Entstehung von
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Graftversagen fiilhren konnen (Verma et al. 2003, Dilley et al. 1992, Cox et al.
1991).

Es gibt mehrere Theorien fiir die Entstehung der Gefdaffwandverdickung
(Neointima), bei denen das Endothel eine zentrale Rolle spielt (Motwani
und Topol 1998, Waller und Roberts 1985, Barboriak et al. 1978, Roubos et al.
1995, Verrier und Boyle 1996, Dilley et al. 1992, Clowes und Reidy 1991,
Gershlick 2002, Gomes et al. 2001, Larena-Avellaneda und Franke 2004).
Zahlreiche therapeutische Strategien, sowohl medikamentose (Larena-
Avellaneda und Franke 2004, Motwani und Topol 1998, Roubos et al. 1995,
Rosenfeldt et al. 1999, Clowes und Reidy 1991, Gershlick 2002, Bauter et al.
1996, Schachner 2006, Schachner et al. 2006) als auch gefafSunterstiitzende
Materialien wie perivaskuldre Stents (Desai et al. 2010, Mehta et al. 1998,
Angelini et al. 2002, Stooker et al. 2001, Jeremy et al. 2004) und Fibrinkleber
(Stooker et al. 2002) zur Vorbeugung dieser Komplikation wurden dabei
angewendet.

Leider zeichnet sich bisher trotz ausfiihrlicher Kenntnisse tiber die
Pathophysiologie des ,Graft Disease“ nach Bypass-Operation (4o et al. 2000,
Larena-Avellaneda und Franke 2004, Mason et al. 1987, Sottiurai et al. 1983,
Bauter et al. 1996, Clowes und Reidy 1991, Chen C et al. 1997, Cholakis und
Sefton 1989, Clowes und Kohler 2001, Zacharias et al. 1987, Bauter et al.
1996, Newby und Zaltsman 2000) keine iiberzeugende Losung ab.

2. Histologie der Gefif3e

Mit Ausnahme einiger Segmente der Endstrombahn setzen sich die Wande
der meisten Blutgefafde aus drei Schichten zusammen:

Die Tunica intima besteht aus dem Endothel, der Basalmembran, einer
subendothelialen Schicht von Bindegewebszellen und haufig aus einer
Membrana elastica interna, die die Intima von der Media trennt.

Beim Endothel handelt es sich um einschichtiges Plattenepithel, das die
Gefafde innen auskleidet und den Intra- vom Extravasalraum abgrenzt.
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Die Tunica media besteht aus glatten Muskelzellen und Extrazellularmatrix
(elastische und kollagene Fasern) sowie Proteoglykanen, die von den
glatten Muskelzellen sezerniert werden.

Je nach Gefafdtyp besteht die Media aus einer mehr oder weniger stark
ausgepragten Schicht glatter Muskelzellen (v.a. in kleinen Arterien)
und/oder elastischen Fasern (v.a. in grofden Arterien).

Uber der Tunica media liegt die Membrana elastica externa, die sie von der
Adventitia trennt (Liillmann-Rauch 2006).

Die Tunica adventitia, bestehend aus einer lockeren Bindegewebsschicht
und das Gefafd von aufden umhiillend, verankert das Blutgefafd in seiner
Umgebung. Bei grofderen Blutgefaf3en finden sich in ihr die Vasa vasorum,
die die Gefafdwand versorgen (Liillmann-Rauch 2006).

Abhéangig von der Art des Gefafdes sind die drei Schichten innerhalb der
Gefafdwande verschieden stark ausgebildet.

Je hoher der mittlere Druck in einem Gefaf3, desto dicker und muskelreicher
ist auch die Tunica media. Venenwinde weisen somit eine wesentlich
diinnere Media auf als Arterien (Liillmann-Rauch 2006 ).

3. Bypassformen

Die Anlage eines Bypasses erfordert die Verwendung eines korpereigenen
oder synthetischen Gefafdtransplantates, das als Umgehungsgefafd operativ
in den Korper eingebracht werden kann.

Man unterscheidet drei Formen von Transplantaten:

Autologe Transplantate sind eigene Venen (typischerweise die Vena

saphena magna) oder Arterien (vor allem die Arteria thoracica interna und
die Arteria radialis).
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Alloplastische Transplantate sind aus Kunststoffen synthetisierte
Gefafdprothesen und Patches (z.B. Polytetrafluoroethylen-Bypasse - PTFE-
Bypasse -, wie z.B. Goretex® oder Polyethylenterephthalat PET, wie z.B.
Dacron®).

Allogene Transplantate sind Gefafdtransplantate, die in selteneren Fallen
nach Formalindenaturierung ebenfalls als Bypass-Material in Erwagung
gezogen werden konnen (z.B. Leichenvenen und Leichenarterien, bovine
Prothesen).

4. Offenheitsrate des Grafts

4.1. Autologe vs. alloplastische Bypasse

Bypass-Operationen mittels autologer Venengrafts in der Herz-Gefaf3-
Chirurgie und in der peripheren Gefafdchirugie zeigen eine gute und
langfristige Durchgangigkeit und sind besser als synthetische
(alloplastische) Bypasse (Veith et al. 1986, Twine und McLain 2010).
Vergleicht man  autologe  Venenbypdsse  mit  alloplastischen
Kunststoffbypdssen in der peripheren Gefiaf3chirurgie, so liegt die primare
Offenheitsrate nach fiinf Jahren fiir Venenbypasse bei 73%, bei
alloplastischen Bypassen bei 49% (Hunink et al. 1994).

Die Vorteile eines Venenbypasses ergeben sich aus der verminderten
Thrombogenitit gegeniiber kiinstlichen Bypadssen sowie dem selteneren
Auftreten von Intimahyperplasien im Bereich der Anastomose (Larena-
Avellaneda und Franke 2004).

Heutzutage ist der Venenbypass die am haufigsten durchgefiihrte
rekonstruktive GefiafSoperation in der peripheren und zentralen
Gefafdchirurgie (Yuan und Jing 2011, Fichelle et al. 2010).
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4.2. Offenheitsrate beim autologen Venenbypass

Obwohl autologes Material in Bezug auf die Offenheitsrate eine wesentlich
bessere Prognose vorzuweisen hat als alloplastisches, kommt es in der
Koronarchirurgie und in der peripheren Gefafdchirurgie auch bei einem
autologen Venengraft innerhalb des ersten Jahres nach der Operation in
15% bis 30% der Falle zu einem Verschluss des venosen Grafts (Motwani
und Topol 1998, Tsui und Dashwood 2002). In der Koronarchirurgie betragt
die Verschlussrate des Grafts zwischen dem 1. und dem 6. Jahr nach dem
Eingriff zwischen 1% und 2% pro Jahr, zwischen dem 6. und dem 10. Jahr
sogar 4% pro Jahr (Motwani und Topol 1998).

10 Jahre nach der Operation sind lediglich 60% der Venengrafts
durchgangig und nur 50% der offenen Venengrafts mehr oder weniger
stenosenfrei (Motwani und Topol 1998).

Bereits nach fiinf Jahren muss sich jeder 4. Patient einem neuerlichen
operativen oder minimal-invasiven Eingriff unterziehen. Zehn Jahre nach
der ersten Operation liegt diese Rate bei 19%, ab dem 12. Jahr bei ca. 31%
(Weintraub et al. 1994).

In der koronaren Bypasschirurgie ist nach 10 Jahren mit einem Verschluss
von 40% der Venenbypasse zu rechnen (Motwani und Topol 1998, Wan S et
al. 2006), bei 50% der peripheren venosen Grafts wird ein Graftversagen
diagnostiziert (Bypass Graft Disease). In erster Linie ist dafir die
Ausbildung einer neointimalen Hyperplasie verantwortlich, die vor allem
im Bereich der Anastomosen auftritt (Schwartz et al. 1995).
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5. Bypass Graft Disease

5.1. Definition

,Bypass Graft Disease” ist eine schnelle degenerative Veranderung des
Venengrafts, die zur Entstehung einer Graftatherosklerose und
anschliefdend zum Bypass-Verschluss fiihrt (Motwani und Topol 1998).

Die schnelle Degeneration des Grafts (Motwani und Topol 1998) findet im
Vergleich zu primaren atherosklerotischen Lasionen der Gefafde (Ratliff und
Myles 1989, Ross 1993) nach arterieller Bypass-Operation mit einem
autologen venosen oder arteriellen Graft im Rahmen eines
Anpassungsphanomens des Grafts an die arterielle Strombahn statt (Cox et
al. 1991, Porter et al. 1998, Lauth et al. 2001, Nguyen et al. 1994, Zou et al.
1998).

Die Mechanismen der Entstehung des Graftversagens dhneln denen der
Entstehung der primaren Atherosklerose (Verma et al. 2003).

Die Pathogenese der ,Bypass Graft Disease” besteht aus mehreren Stadien
des Gefaflwandremodeling, wobei verschiedene Faktoren zur Entstehung
beitragen (Motwani und Topol 1998, Kalan und Roberts 1990, Yuan und Jing
2011, Twine und McLain 2010, Fichelle et al. 2010).

Zu den Hauptfaktoren =zadhlen Thrombose, Intimahyperplasie und
Atherosklerose (Motwani und Topol 1998).

5.2. Thrombose (Friihes Graftversagen)

Das frithe Graftversagen als Folge einer Thrombose tritt in der
Koronarchirurgie bei 15%-18% der Venengrafts (Vena-Saphena-Graft) im
Verlauf des 1. Monats ein (Tsui und Dashwood 2002, Bourassa et al. 1982,
Rosenfeldt et al. 1999).

Die thrombotischen Komplikationen, die ein frithes Graftversagen
provozieren, sind auf technische Fehler bei der Entnahme und der
Anastomose des Grafts zuriickzufiihren (Motwani und Topol 1998, Waller
und Roberts 1985, Barboriak et al. 1978, Viodaver und Edwards 1971).
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Hierbei kommt es zu einer Endothelldsion mit Verlust von Endothelzellen
und Schadigung der Media. Dies fiihrt zur Aktivierung der extrinsischen
Gerinnungskaskade und Bildung eines Wandthrombus durch Akkumulation
von Fibrin, Neutrophilen und von aktivierten Thrombozyten, die auch eine
Reihe von koagulatorischen Substanzen wie Platelet-derived Growth Factor
(PDGF), Thrombin, Thromboxan A,, Serotonin und von-Willebrand-Faktor

auf der luminalen Oberflache der Gefafdwand sezernieren (Verrier und Boyle
199¢6).

Gleichzeitig reduziert sich die Freisetzung antikoagulatorischer Substanzen
wie des Gewebe-Plasminogen-Aktivators tPA (Tissue Plasminogen
Activator), Thrombomodulin, Heparansulfat, NO und Prostacylin (Verrier
und Boyle 1996).

Dariiber hinaus fiihrt auch eine intraoperative Erhohung des Plasma-
Fibrinogens wahrend der Bypass-Operationen zu einer zusatzlichen
thrombotischen Wirkung (Moor et al. 1994, Mannucci et al. 1995).

Im Vergleich zum Arteriengraft sind die thrombotischen Komplikationen
beim Venengraft durch das geringere Vorkommen von antikoagulanten
Komponenten wie Heparansulfat, NO, Prostacyclin deutlich ausgepragter
(Peykar et al. 2004, Cox et al. 1991, Angelini et al. 1989).

5.3. Intimahyperplasie (Mittleres Graftversagen)

5.3.1. Definition

Die Intimahyperplasie ist eine Gewebereaktion des Grafts im Sinne eines
intrinsischen  Anpassungsphanomens, das nach Verletzung des
Gefaflendothels bei gefafdchirurgischen Eingriffen, interventionellen
Gefafdverfahren, traumatischen und ischamischen Ereignissen auftritt und
sich als Gefafdwandverdickung aufiert. Sie ist zwischen dem 1. Monat und
dem 1. Jahr nach der Implantation der wichtigste pathologische Befund und
die haufigste Komplikation der okklusiven Stenose im Venengraft und wird
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als Akkumulation von glatten Muskelzellen und extrazellularer Matrix im
Kompartiment der Intima definiert (Motwani und Topol 1998, Clowes und
Reidy 1991, Gelabert et al. 1994, Gershlick 2002, Gomes et al. 2001, Larena-
Avellaneda und Franke 2004).

5.3.2. Intimahyperplasie und Gefifsstenose

Die Intimahyperplasie spielt eine wichtige Rolle bei der Restenosierung des
Grafts nach einer Bypass-Operation (Ao et al. 2000, Mason et al. 1987,
Sottiurai et al. 1983).

Viele Venen entwickeln vor der Implantation eine milde intimale oder
mediale Fibrose (Thiene et al. 1980), fast alle implantierten Venen weisen 4
bis 6 Wochen postoperativ eine intimale Verdickung auf, was das Lumen
um bis zu 25% reduziert (Chesebro und Fuster 1986). Der Prozess an sich
verursacht selten signifikante Stenosen, bildet aber das Fundament fiir die
spatere Entwicklung eines Graftatheroms (Lie et al. 1977, Kalan und Roberts
1990).

Mehrere Studien konnten zeigen, dass die Intimahyperplasie fiir die
OKkKklusion von 15% bis 30% der Vena-Saphena-Grafts verantwortlich ist
(Chesebro und Fuster 1986, Mehta et al. 1997).

5.3.3.Vaskuldre glatte Muskelzellen und extrazelluldre Matrix bei
Intimahyperplasie

Die endothelialen Zellen spielen neben ihrer Funktion als
Diffusionsbarriere eine wichtige Rolle bei der Regulierung der vaskuldaren
Zellstruktur und des Zellwachstums sowie bei der Gefafdwandreparatur
(Busse et al. 1993, Griendling und Alexander 1996, Schiffrin 1994).
Eine Reihe von endothelialen Faktoren wund ihre tonischen
wachstumsinhibitorischen =~ Mechanismen wie die Inhibition der
Proliferation und Migration von glatten Muskelzellen (Garg und Hassid
1989, Vanhoutte und Scott-Burden 1994) und die Hemmung der
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Thrombozytenadhasion und -aggregation durch Freisetzung von NO und
Prostacyclin oder Forderung des Wachstums glatter Gefafdmuskelzellen
durch Freisetzung von Endothelin-1 (Busse et al. 1993, Liischer et al. 1989,
Liischer 1989, Liischer et al. 1992a, Liischer et al. 1992b) beeinflussen das
Wachstum der Intima.

Die Schadigung des Endothels fiihrt zur einer komplexen Kaskade in der
Gefalwand mit Beteiligung der Endothelzellen, der Thrombozyten, T-
Lymphozyten, glatten Muskelzellen, Monozyten und Makrophagen (Ross
1993).

In der Gefifwand kommt es zu einer deutlichen Verringerung
wachstumsmodulierender  Effekte infolge einer Hemmung der
endothelialen Proliferation durch die transformierenden
Wachstumsfaktoren TGF-a (Transforming Growth Factor-a: TGF-a) und zur
Freisetzung von proliferativen Wachstumsfaktoren wie Platelet-derived
Growth Factor (PDGF), epidermalem Wachstumsfaktor (EGF: Epidermal
Growth Factor), insulindhnlichen Wachstumsfaktoren (Insulin-like Growth
Factors-1:  IGF-1) und  Zytokinen wie Interleukin-1  (IL1),
Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), Interferon-y (IFN-y) aus Thrombozyten,
aktivierten Endothelzellen und Monozyten (Makrophagen) sowie zur
Freisetzung von  mitogenen Substanzen wie insulindhnlichen
Wachstumsfaktoren (Insulin-like Growth Factors-1: IGF-1), basischen
Fibroblastenwachstumsfaktoren (Basic Fibroblast Growth Factors: bFGF)
und Prostaglandin E (PGE), die die ruhenden glatten Muskelzellen
aktivieren und zur Proliferation stimulieren (Ross 1993).

Die aktivierten glatten Muskelzellen migrieren durch die Liicken der
Lamina elastica interna in die Gefafdintima, wo sie proliferieren und
extrazellulare Matrix synthetisieren, was zu einem spateren Zeitpunkt zur
schrittweisen Zunahme der Fibrose und zur Reduktion der Zellularitat in
der Intima fiithrt (Cox et al. 1991, Dilley et al. 1992, Allaire und Clowes 1997).
Durch die Migration und Proliferation von glatten Muskelzellen erfolgt eine
Transformation vom normalen kontraktilen Phinotyp zu einem mehr
proliferativen und sekretorisch aktiven Phanotyp (Bauter et al. 1996, Ross
1993, Gershlick 2002).
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Eine vermehrte Produktion mitogener Substanzen und eine verminderte
Freisetzung endothelialer inhibitorischer Faktoren fiihrt zu einer
unkontrollierten intimalen Hyperplasie (Weidinger et al. 1991). Einige
Arbeiten konnten zeigen, dass die Migration und Proliferation von
vaskularen glatten Muskelzellen infolge einer endogenen Freisetzung von
Wachstumsfaktoren eine wichtige Ursache fiir die Entstehung der
Graftwandverdickung darstellt (Golden et al. 1990, Golden et al. 1991,
Francis et al. 1994).

5.3.4. Zeitlicher Ablauf und Pathophysiologie der
Intimahyperplasie

Die Pathophysiologie der Intimahyperplasie und deren zeitlicher Ablauf ist
in mehreren Studien untersucht worden (Larena-Avellaneda und Franke
2004, Allaire und Clowes 1997, Zou et al. 1998).

Pathophysiologisch beginnt die Intimahyperplasie 30 Minuten nach der
Endothelverletzung durch Induktion von mehreren Onkogenen wie c-fos, c-
ju und c-myc (Bauter et al. 1996). Zwischen 24-48 Stunden nach der
Verletzung kommt es zur Proliferation glatter Muskulatur (20-30%) in der
Media (Clowes und Reidy 1991, Mason et al. 1987). Nach vier Tagen beginnt
die Migration von glatten Muskelzellen in die Intima und erreicht nach
einer Woche die maximale Proliferationsrate (Chen C et al. 1997).

Nach drei Monaten stellt sich ein Gleichgewicht zwischen Proliferation und
Migration ein; zu diesem Zeitpunkt besteht das Intima-Kompartiment aus
47-80% extrazellulirer Matrix und glatten Muskelzellen (Cholakis und
Sefton1989, Clowes und Kohler 2001, Zacharias et al. 1987). Danach kehren
die glatten Muskelzellen zum kontraktilen Ausgangszustand zuriick (Bauter
etal 1996).

Parallel dazu kommt es zu einer sekundéaren Infiltration der Gefafdwand mit
T-Lymphozyten, Monozyten und Leukozyten aus dem Plasma (Newby und
Zaltsman 2000).
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Ein weiterer Mechanismus der Intimahyperplasie ist auf die
vorubergehende, zwangslaufig entstehende Ischamie des Venengrafts bei
der Explantation mit Reperfusion nach Transposition zuriickzufiihren.
Dieser Ischamie-Reperfusionsschaden reduziert nicht nur die Produktion
von antiproliferativen Mediatoren der Endothelzellen wie Prostacyclin,
Prostaglandin-I2, NO und Adenosine (Holt et al. 1993), sondern initiiert
auch die Bildung von aktiven Sauerstoffspezies wie H202 insbesondere nach
arteriellen Verletzungen, Ischamie und Thrombose (Rao und Berk 1992), die
direkt die Proliferation der glatten Muskelzellen fordern.

Der Verlust der Vasa vasorum, der Venen wesentlich starker trifft als
Arterien, 16st weitere Ischamie-Prozesse und Fibrose aus (Barker et al
1993).

5.3.5. Pathophysiologische Mechanismen der Intimahyperplasie
im Venengraft

Die arterialisierten Venengrafts sind nach dem Anschluss an das arterielle
System einem fast 10-fach hoheren mechanischen Druck im Vergleich zur
Vortransplantation ausgesetzt, und zwar infolge der durch den arteriellen
Druck akut ansteigenden Wandspannung im Venengraft. Dies dient
ebenfalls als ein potenter Proliferationsstimulator der glatten
Gefamuskulatur (Zou et al. 1998, Cox et al. 1991). Durch die auf die
Gefaflwand einwirkenden Fluss- und Druckverhaltnisse kommt es u.a. zu
einer Ausschiittung von Endothelin, das neben seiner Funktion als starker
Vasokonstriktor auch die Proliferation von glatten Gefafimuskelzellen
bewirkt und ihre Invasion in die Intima unterstiitzt (Porter et al. 1998,
Lauth et al. 2001). Im Hunde-Modell fiihrt die erh6hte Wandspannung zu
einer deutlichen Vermehrung der Rezeptoren fiir den Basic Fibroblast
Growth Factor (bFGF), einem potenten Mitogen von vaskuldren glatten
Muskelzellen, das aus beschddigten Endothelzellen und glatten

Muskelzellen in der Intima des Venengrafts freigesetzt wird (Nguyen et al.
1994).
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Die Ausdehnung der Venen unter dem arteriellen Druck verursacht eine
Erhohung des Venendurchmessers und reduziert die
Blutflief3geschwindigkeit. Beides fiihrt zur Senkung der Schubspannung
(Allaire und Clowes 1997). Die Reduktion der Schubspannung erhoht die
Produktion einer Reihe von potenten Mitogenen, einschliefdlich des
Platelet-derived Growth Factors (PDGF), des Basic Fibroblast Growth
Factors (bFGF) und Endothelin-1 und vermindert die Produktion von
Wachstumshemmern wie Transforming Growth Factor- (TGF-) und NO
und verlagert so das Gleichgewicht in Richtung der Zellproliferation von
glatter GefafSmuskulatur und Intimahyperplasie (Cox et al. 1991, Allaire und
Clowes 1997), welches ebenfalls einen Einfluss auf die Entwicklung der
Intimahyperplasie hat.

Des Weiteren verursacht der arterielle Fluss im Venensegment eine
Erhohung von interzellularem Adhéasionsmolekiil-1 (intercellular adhesion
molecule-1 - ICAM-1), vaskuldrem Zelladhdsionsmolekiil-1 (vascular cell
adhesion molecule-1 - VCAM-1) und Monozyten-chemotaktischem Protein-
1 (monocyte chemotactic protein-1 - MCP-1). Dies erleichtert die
Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen und fuhrt Zu einer
Leukozyteninfiltration in die Gefafdwand (Zou et al. 1998).

5.3.6. Manifestation der Intimahyperplasie

Die distale Seite der Anastomose ist einer der haufigsten Orte des spaten
Graftversagens, ein Effekt, der teilweise im Zusammenhang mit adaptiven
Reaktionen auf hamodynamische Faktoren, namlich der
Wandschubspannung, steht (Leask et al. 2005, Butany et al. 1998).
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5.4. Atherosklerose (Spates Graftversagen)

5.4.1.Allgemein

Die Entwicklung der Atherosklerose ist die wichtigste Komplikation
innerhalb des 1. Jahres nach der Implantation des Venengrafts, die zu einer
Stenose und damit zu ischamischen Symptomen fiihren kann.

5.4.2. Definition

Die Pathogenese der Atherosklerose kann in eine degenerative,
entziindliche, mechanische und funktionelle Genese unterteilt werden .

Die Atherosklerose ist eine Ablagerung fibro-fettiger Lisionen (Atherome)
im Intima-Kompartiment des Venengrafts, die eine Gefafdverengung und
eine Verminderung des Blutflusses im betroffenen Stromgebiet hervorruft.
Eine Ruptur des Atheroms stellt eine Verletzung dar, die tlber die
nachfolgende Thrombozytenaggregation den akuten Verschluss eines
Gefafdes bewirken kann (Hach-Wunderle 2000).

5.4.3.Atherosklerose im Rahmen des ,,Graft Disease”

Im Verlauf des Umbaus (Remodeling) der Gefafdwand nach einer
Venenimplantation nimmt die intimale Fibrose bei gleichzeitiger Reduktion
der Gefafdzellenstrukturen zu wund fiithrt letztendlich zu einer
Atherosklerose (Cox et al. 1991, Dilley et al. 1992, Allaire und Clowes 1997).
Einige Arbeiten fithren diesen Prozess auf die Wirkung von
inflammatorischen Zytokinen zurick (Zhang et al 2004). Der
Tumornekrosefaktor (TNF) bewirkt iiber seinen p55-TNF-Rezeptor-1 eine
Proliferation der glatten Muskelzellen (Smooth muscle cells, SMC-
Profileration) sowie eine Apoptose der Endothelzellen und somit
Intimahyperplasie und im Endeffekt Atherosklerose (Zhang et al. 2004,
Selzman et al. 1999, Sato et al. 1986).
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Bisher konnte kein Zusammenhang zwischen den Zellstrukturen und dem
Zeitpunkt der neointimalen Lasionen sowie der Atherosklerose gefunden
werden (Hilker et al. 2002).

Einige Studien konnten zeigen, dass die Durchgdngigkeitsrate des
Venengrafts nach 10 Jahren nicht mehr als 50%-60% betragt (Cox et al
1991, Peykar et al. 2004, Lie et al. 1977, Atkinson et al. 1985). Angiografische
Untersuchungen nach Auftreten von Symptomen ein Jahr nach
aortokoronarer Venen-Bypass-Operation zeigten in 70% bis 85% der Falle
eine atherosklerotische Stenose des Venentransplantates, die oft mit
tiberlagertem Thrombus kombiniert war (Chen L et al. 1996, Douglas 1994).
Diese Thromben konnen im vorgeschadigten Gefafd meist nicht aufgelost
werden, so dass es zu einer bindegewebigen Organisation kommt.

5.4.4. Faktoren der Atherosklerose

An der Atherogenese sind mehrere Systeme beteiligt, z.B. Endothelzellen,
glatte Muskelzellen, Monozyten, Makrophagen, Thrombozyten,
Lipoproteine, Wachstumsfaktoren, Cholesterin, Fette, Kollagen und
chemotaktische Faktoren (sogenannte Zytokine), die am Ende zur
chronischen Degeneration des Gefafdes mit progressiven Veranderungen an
der Gefifdwand fiihren (Motwani und Topol 1998, Ross 1986, Ross und
Glomset 1976, Morl et al. 1998, Zhang et al. 2004).

5.4.5. Pathophysiologie der Atherosklerose, “response-to-injury*-
Theorie

Die wichtigsten Ereignisse bei der Entwicklung von atherosklerotischen
Lasionen nach der sogenannten “response-to-injury“-Theorie (Ross 1986,
Ross und Glomset 1976) sind:

e Fatty streak (Streifenartige Fetteinlagerung)
- Vaskulare Verletzungen und Schadigung der Endothelzellen

- Freilegen subendothelialer Strukturen
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- Einlagerung cholesterinhaltiger Lipoproteine in die Gefafdwand
- Aggregation von Monozyten und Thrombozyten

- Umwandlung der Monozyten zu Makrophagen

- Bildung von Schaumzellen durch Aufnehmen von Lipiden

e Intermediate lesion (Leukozytenadhdsion)

- Adhéasion von Leukozyten (v.a. Monozyten und T-Zellen) an die
geschadigten  Endothelzellen und in den  subendothelialen
Cholesterinablagerungen

- Wanderung und Infiltration der angelagerten Leukozyten in den
subendothelialen Raum

e Fibrose Plaque - Atheromatose Plaque (Muskelzellproliferation)

- Chronische Entziindungsreaktion

- Migration und Proliferation der glatten Muskulatur aus der Media in
die Intima

- Entstehung der fibrosen Plaque aus einer bindegewebigen Kapsel mit
einem Kern aus Lipiden und nekrotisiertem Material, die durch weitere
Einlagerung von Cholesterin, aus Monozyten hervorgegangenen
Makrophagen, proliferierenden glatten Muskelzellen und aktivierten T-
Lymphozyten wachsen.

e Umwandlung der glatten Muskelzelle aus ihrem kontraktilen in einen
produktiven Status

e Verstiarkte Bildung von Bindegewebsmatrix, Kollagenfibrillen und
Proteoglykanen

e Ausweitung des Gefafdes in Richtung Adventitia

e Vorschieben der atherosklerotischen Plaque in das Lumen

e Einengung des Gefafdes.

Die Folgen dieser Verdnderungen sind Atherombildung, Elastizitatsverlust
und letzten Endes eine Lumeneinengung der Gefafie.
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Symptomatisch fallt die Durchblutungsinsuffizienz haufig erst auf, wenn es
zu einer erheblichen Lumeneinengung durch eine arterielle/venose
Thrombose kommt (Mérl et al. 1998).

5.4.6.Unterschied zwischen Atherom im Venengraft und im
nativen Gefdf3

Obwohl die fundamentalen Prozesse und die begilinstigenden Faktoren der
Atherom-Entwicklung dhnlich gelagert sind, wurde ein histologischer und
morphologischer Unterschied in der Entstehung des Atheroms im
Venengraft und im nativen Gefaf3 festgestellt.

Histologisch weist das Venengraft-Atherom mehr Schaumzellen und
Entziindungszellen auf, einschliefilich vielkerniger Riesenzellen, als das
native Koronararterien-Atherom (Ratliff und Myles 1989).

Morphologisch ist die Venengraft-Atherosklerose diffus, konzentrisch und
briichig mit wenig differenzierter oder sogar fehlender fibroser Kappe und
kaum vorhandener Verkalkung. Im Gegensatz dazu ist das native Atherom
exzentrisch, fokal, brocklig und durch eine gut differenzierte fibrése Kappe
und haufige Verkalkung charakterisiert (Lie et al. 1977, Kalan und Roberts
1990, Neitzel et al. 1986, Ratliff und Myles 1989).

Immunhistochemisch ahneln die Venengraft-Atherome den
experimentellen Modellen der immunvermittelten Atherosklerose, was
vermuten ldsst, dass das Immunsystem in nicht unwesentlichem Ausmaf3
an der Entstehung dieser Lasion beteiligt ist (Ratliff und Myles 1989).

Die Rolle von Immunzellen bei der Neointima- und Atherombildung wurde
in einigen Studien untersucht (Ratliff und Myles 1989, van der Wal et al.
1992).

So konnte gezeigt werden, dass Makrophagen sich in der Intima und T-
Lymphozyten sich in der Adventitia der neointimalen Lasionen sammeln,
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mit deutlicher Dominanz von CD4+-Zellen (Kockx et al. 1994, Dietrich et al.
2000, Amano et al. 1991). Diese Beobachtung hat dazu gefiihrt, dass einige
Gruppen die immunologische Grundlage als Ansatzpunkt fiir die Therapie
des Venengraft-Atheroms gewahlt haben. Die passive Immunisierung durch
Injektion von Anti-Phosphorylcholine-Antikérpern konnte eine Reduktion
der Atherosklerose des Venengrafts im Tiermodell bewirken (Faria-Neto et
al. 2006). Ferner konnte die Behandlung mit Antikorpern gegen CD40-
Liganden die Entstehung der Atherosklerose im Tiermodell hemmen (Mach
etal 1998).

5.4.7.Rolle der perivaskuldren Fibroblasten

Die perivaskularen Fibroblasten sind auch an der Bildung von neointimalen
Ablagerungen der extrazelluliren Matrix im Zuge der Atherombildung
beteiligt. Diese Zellen konnen sich wahrend der Migration von der
Adventitia in die Media zu Myofibroblasten differenzieren, und zwar durch
den Erwerb von o-Aktin, einem kontraktilen Element der glatten
Muskulatur (Shi et al. 1996, Shi et al. 1997).

5.4.8. Unterschied zwischen arterieller und venéser Atherosklerose

Zwar wird gesagt, dass sich eine Atherosklerose im Venengraft schneller
ausbildet als in den arteriellen Grafts, aber es ist unwahrscheinlich, dass
sich eine komplette Gefafdplaque vor dem 3. bis 5. Jahr nach Implantation
entwickelt (Barboriak et al. 1978, Domanski et al. 2000, Ratliff und Myles
1989).

Klinisch ist das Venengraft-Atherom nach 5 bis 7 Jahren deutlich erkennbar
(Schwartz et al. 1995, Lie et al. 1977, Kalan und Roberts 1990, Neitzel et al.
1986, Ratliff und Myles 1989). Die fortgeschrittene atherosklerotische
Plaque-Bildung ist zusammen mit der spateren Graft-Thrombose die
haufigste klinische Erscheinung des alten degenerierten Venengrafts (Walts
etal 1987).
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6. Fibrin und Fibrinkleber

6.1. Fibrin

6.1.1. Physiologische Bildung des Fibrins

Eine Endothelldsion infolge eines chirurgischen Eingriffs, eines Traumas
oder einer Erkrankung lost durch das freiliegende subendotheliale
Bindegewebe den Gerinnungsprozess aus. Dieser setzt sich aus einer
primaren und einer sekundaren Hamostase zusammen.

6.1.2. Primdre Hamostase

Reflektorisch kommt es nach Gefafdwandverletzung zur Kontraktion der
glatten Muskulatur und dadurch zur Vasokonstriktion. Innerhalb von
Sekunden formieren sich Thrombozyten am Ort der Verletzung und dichten
diese ab. Dieser Mechanismus ist von grofdter Bedeutung bei Verletzungen
von Kapillaren und kleinen Gefafden und zudem reversibel (Braun et al
2006).

6.1.3.Sekunddre Himostase

In der zweiten Phase, welche mehrere Minuten dauert, laufen die
Reaktionen des plasmatischen Gerinnungssystems ab, welche in der
Produktion von Fibrin enden. Diese Fibrinstrange vernetzen den primar
entstandenen Thrombozyten-Thrombus und verstirken diesen. Diese
Reaktion ist vor allem in grofleren Gefafden von Bedeutung (Braun et al.
2006).

Obwohl die primdre und sekunddare Hamostase als separate Prozesse
dargestellt werden, sind sie sehr eng miteinander verzahnt. Der letzte
Abschnitt ist in beiden Fallen gleich: beide Wege kommen bei Faktor X
zusammen und in Anwesenheit von Faktor V, Calcium und Phospholipid
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(PL) wird Prothrombin zu Thrombin aktiviert, welches zuletzt Fibrinogen
in Fibrin uberfihrt (Braun et al. 2006).

Das neu gebildete Fibrin wandelt sich durch Abspaltung von
Fibrinopeptiden in sogenannte Fibrinmonomere um, welche zu einem
unloslichen Gel polymerisieren. Zuletzt findet unter dem Einfluss von
Faktor XIII die Quervernetzung zwischen den Fibrinmonomeren statt,
womit sich der Pfropf stabilisiert, welcher die Gefafdlasion abdichtet (Braun
etal 2006).

6.2. Fibrinkleber

6.2.1.Allgemein

Der Fibrinkleber ist ein haufig angewendetes Produkt in der heutigen
Medizin.

In der Chirurgie findet Fibrinkleber vielfaltig Verwendung. Dabei wird die
direkte blutstillende Wirkung des Klebers ausgenutzt. 1972 wurde erstmals
Fibrinklebung durchgefiihrt (Schwilden und Van Dongen 2003).

Das Ausgangsmaterial fiir Fibrinkleber stammt aus gepooltem humanem
Plasma. Die Herstellung erfolgt nach dem Verfahren von Cohn/Oncley.
Fibrinkleber bestehen aus zwei Komponenten:

- Komponente I: Plasmaproteine mit Fibrinogen, Faktor XIII, Fibronektin,
Plasminogen und Aprotinin; Begleitstoffe sind Heparin und Triton.

- Komponente II: Humanes Thrombin und Calciumchlorid; Begleitstoffe
sind Albumin, evtl. Glycin.

Die wirksamen Bestandteile des Fibrinklebers sind Humanfibrinogen,
humanes Thrombin, humaner Faktor XIII, Rinderaprotinin und

Calciumchlorid.

Seite | 25



Die gebrauchsfertige Losung sollte sofort verbraucht werden. Fibrinkleber
sind lyophilisiert und tiefgefroren erhaltlich (Querschnittsleitlinien zur
Therapie mit Blutkomponenten und Plasmaderivaten 2008, Kutz und Wolff
2007).

6.2.2. Wirkung

Das Wirkprinzip besteht darin, dass Fibrinogen auf der Gewebeoberflache
mit Thrombin zur Gerinnung gebracht wird. Dieser Gerinnungsvorgang
wird durch CaCl, beschleunigt. Der hohe Faktor-XIII-Gehalt bewirkt eine
optimale Vernetzung und Stabilitdt des gebildeten Fibrins und garantiert
eine entsprechende mechanische Belastbarkeit und Haftfestigkeit des
Fibrinnetzes. Fibrinolytische Prozesse werden durch Zusatz des Inhibitors
Aprotinin abgeblockt (Schwilden und Van Dongen 2003). Das bei der
Klebung entstehende Fibringeriist wird spatestens nach 30 Tagen vom
Korper vollstiandig abgebaut (Dunn und Goa 1999).

6.2.3.Fibrinkleber in der Chirurgie

Fibrinkleber werden bei Operationen zur lokalen Blutstillung von grofden
blutenden Parenchymflachen und durch Unterspritzen zur Stillung von
blutenden gastrointestinalen Ulzera, zur Fixierung von Transplantaten und
Implantaten (z.B. Herniennetzen), zur Abdichtung von Gefafiprothesen
verwendet (Querschnittsleitlinien zur Therapie mit Blutkomponenten und
Plasmaderivaten 2008).

6.2.4.Fibrinkleber in der Gefdf3chirurgie

In der Chirurgie nimmt die Anwendung von Fibrinkleber in der letzten Zeit
zu (Spotnitz 2010, Lee und Jones 2005). Sie ist vor allem in der
Gefafdchirurgie von klinischer Bedeutung (Shireman und Greisler 1998).
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Die Indikationsbereiche zur Anwendung von Fibrinkleber in der

Gefafdchirurgie sind:

1. Abdichtung von Prothesen: Diese Abdichtung kann notfallmaf3ig
erfolgen, wenn primar ausreichend vorgeronnene Prothesen nach Freigabe
des Blutstromes infolge eines sogenannten ,Defibrinierungssyndroms®,
einer lokalen Fibrinolyse oder bei Fabrikationsfehlern wieder bluten.

Zur primadren prophylaktischen Abdichtung nicht-vorgeronnener Prothesen
kann der Fibrinkleber Verwendung finden bei extrakorporaler Zirkulation
und bei Gerinnungsstorungen durch Blutverluste, zum Beispiel beim
perforierten Aortenaneurysma oder bei anderer Atiologie.

2. Lokale Blutstillung: Die lokale Blutstillung mit Fibrinkleber kommt bei
Stichkanal- oder Anastomosenblutungen zur Anwendung, insbesondere
wenn die Blutungsquelle fiir eine chirurgische Naht schlecht zuganglich
oder infolge briichiger Gefafdwand nicht geeignet ist. Hierbei wird der
Kleber nicht direkt auf die Blutungsquelle appliziert, sondern unter
Verwendung von Tragermaterial in Form von Kollagenvlies oder -faszie auf
die Blutungsquelle gedrickt. Die Abdichtung ist umso effektiver, je
trockener die Applikationsstelle ist. Ein Kontakt der Gefafdintima ist wegen
lokaler thromboembolischer Komplikationen absolut zu vermeiden.

3. Mikrogefifdanastomosen: Hier kann Fibrinkleber entweder als
Adjuvans zur Nahttechnik in Form einer kombinierten Nahtklebetechnik
Verwendung finden oder als kompletter Nahtersatz bei der nahtlosen
Mikrogefafdvereinigung.

4. Transplantatfixation: Diese Indikation kommt zum Tragen, wenn
Venen-Transplantate infolge verdanderter Organposition bei der
Implantation langenmafiig falsch bemessen wurden und in der definitiven
Lage zu Abknickungen fiihren. Eine Fixierung an entsprechender Stelle
kann so zum Beispiel bei einem aortokoronaren Bypass eine Abknickung
beseitigen (Schwilden und Van Dongen 2003).
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6.2.5. Vorteile und Nachteile von Fibrinkleber

Die Vorteile des Fibrinklebers sind:

Geringer Blutverlust

Reduziertes Nachblutungsrisiko

Verkiirzte Operationszeit vor allem bei Risikopatienten; Verkiirzung
der arteriellen Abklemmzeiten

Verbesserung der Anastomose durch Reduktion des implantierten
Nahtmaterials und Vermeidung narbiger Stenosen.

Die Nachteile sind:

Das Risiko einer Hepatitis-Ubertragung kann heute trotz hoher
Sicherheit der derzeit erhaltlichen Praparate durch Spenderauswahl
und Uberwachung nicht mit letzter Sicherheit ausgeschlossen
werden.

Das versehentliche intravasale Eindringen des Klebstoffes ins
Gefafdlumen fithrt Zu Endothelldsion und lokalen
thromboembolischen Komplikationen (Schwilden und Van Dongen
2003).
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7. Problem- und Fragestellung

Strategien zur externen Stabilisierung der Venenwand zielen auf die
Reduktion der Scherkrafte auf die Venenwand ab und damit auf die
Verhinderung der frithzeitigen negativen Auswirkungen einer Dehnung der
Venengraftwand durch den ausgelibten arteriellen Druck und reduzieren
damit moglicherweise das Risiko der Entstehung von Graftversagen.

Zu diesen Strategien gehoren die Platzierung eines porosen, nicht-
restriktiven Polyester-Stents (Mehta et al. 1998, Angelini et al. 2002, Stooker
et al. 2001) oder eines bioresorbierbaren Mantels (Jeremy et al. 2004) bzw.
die Verwendung von perivendsem Fibrinkleber (Stooker et al. 2002).
Perivenoser Fibrinkleber wurde in einigen experimentellen Modellen und
liber verschiedene Zeitraume verwendet (Wan L et al. 2006a, Stooker et al.
2003, Wan S et al. 2006).

Die Ergebnisse dieser Studien sind im Hinblick auf die Bildung und
Entwicklung der Intimahyperplasie zu unterschiedlichen Zeitpunkten
widerspriichlich:

Wan S et al. haben gezeigt, dass die perivendése Anwendung von
Fibrinkleber auf das Interponat zur Verdickung des Venengrafts fiihrt und
nicht als Strategie zur Verhinderung eines Venengraftversagens nach
aortokoronarer Bypassoperation angewendet werden kann (Wan S et al.
2006).

Wan L et al. konnten beweisen, dass die Anwendung von Fibrinkleber einen
positiven Effekt auf das Venengraft hat und klinisch verwendet werden
kann, um ein Venengraftversagen zu verhindern und damit die mittel- und
langfristige Offenheitsrate des Venengrafts nach aortokoronarer
Bypassoperation zu verbessern (Wan L et al. 2006b).

Diese Hypothesen sind in experimentellen Modellen im Kurzzeitversuch
Uberpriift worden und haben ebenfalls widerspriichliche Ergebnisse
erbracht (Wan L et al. 2006a, Stooker et al. 2003, Wan S et al. 2006, Wan L et
al. 2006b).

Wir untersuchen in unseren eigenen Experimenten den Einfluss einer
externen Fibrinkleberstabilisierung auf die Neointimabildung des
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Venengrafts im Langzeitversuch nach Interponieren eines arterialisierten
Segmentes der Vena jugularis interna auf die infrarenale Aorta im
Rattenmodell.

8. Material und Methoden
8.1. Experimentelles Design
Insgesamt wurden 18 Ratten der Rasse ,Wistar” operiert.
Hiervon tiberlebten 18 Tiere bis zur Explantation und fanden in der
Auswertung Berticksichtigung.

Die Explantation wurde nach 16 Wochen durchgeftihrt.

Die Tiere wurden in 3 Gruppen n=6 eingeteilt:

Kontrollgruppe: n=6
Die Operation wurde ohne Anwendung von Fibrinkleber durchgeftihrt.

Fibringruppe: n=6

Nach Beendigung der Interposition und vor Offnung der Klemme zur
Wiederherstellung des Blutflusses wurden 0,5 ml Fibrinkleber (TISSUCOL
Duo S 0,5 ml Immuno, Baxter Deutschland GmbH, Edisonstrafde 4, D-85716
Unterschleifdheim) auf das Veneninterponat appliziert.

Fibrin-Kontrollgruppe: n=6

Die Vena jugularis wurde freiprapariert, aber nicht entnommen und mit 0,5
ml Fibrinkleber (TISSUCOL Duo S 0,5 ml Immuno) bedeckt.
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8.1.1.Die Tiere

Die Versuche wurden an mannlichen Wistar-Ratten (Charles River
Laboratories GmbH, Sulzfeld, Deutschland) vorgenommen.

Die Gesamtanzahl der Tiere betrug n=18 und war auf drei Gruppen mit je 6
Tieren (n=6) aufgeteilt. Alle Tiere waren auswertbar. Das Gewicht der
Wistar-Ratten lag zwischen 250 g und 350 g.

Die Haltung der Tiere erfolgte in den zentralen tierexperimentellen
Einrichtungen der Universitatsmedizin Gottingen.

Die Ratten wurden mit Standard-Laborfutter gefiittert und nach den
deutschen Rechtsvorschriften des Tierschutzes in einem 12-Stunden-Tag-
und Nachtrhythmus gehalten.

Die Ratten wurden iliber einen gewissen Zeitraum (in der Regel eine
Woche) vor dem operativen Eingriff eingestallt, damit sie stressfrei in die
Versuche gehen konnten.

Das Tierversuchsvorhaben wurde durch das Niedersachsische Landesamt
fur Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit / Tierschutz,
AZ:33.42502-046/06, 29.06.06, genehmigt.

Die Dauer zwischen Implantation und Explantation des Venengrafts betrug
16 Wochen. Mit der Explantation wurden die Tiere durch Trennung der
Aorta ad exitum gebracht.

8.1.2.Operative Verfahren

Dieses Modell wurde zuvor bei Mausen, aber noch nicht bei Ratten
beschrieben und bietet ein komplett arterialisiertes Venengraft mit
arteriellem Blutdruck (Salzberg et al. 2006).

Die Narkose erfolgte tber das Inhalationsanasthesiemittel Sevofluran.
Insgesamt betrug die Dauer der Narkose zwischen 2 und 2,5 Stunden.

Nach Eintreten des Toleranzstadiums wurde das Operationsfeld am Bauch
und Hals rasiert. Anschlief3end wurde die Ratte auf eine Warmematte, die
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vorher mit einem sterilen Tuch abgedeckt worden war, auf den Ricken
gelegt und im Nacken unterstiitzt. Die Desinfektion des Operationsgebiets
wurde mit einem Antiseptikum durchgefiihrt (Cutasept F® BODE Chemie
GmbH, Melanchthonstrafde 27, 22525 Hamburg).

Unter dem Mikroskop (16-fache Vergrofierung) erfolgte die Hautinzision in
der lateralen Halsregion rechts entlang des M. sternocleidomastoideus. Das
weitere Vorgehen sah folgendermafien aus: Spalten des subkutanen
Fettgewebes, stumpfes Auseinanderdrangen der Muskelschichten,
vorsichtige Darstellung der Vena jugularis, Ligieren der Seitendste und
Entnehmen eines 1,0 bis 1,5 cm langen Segmentes moglichst seitenastefrei.
Markieren der kranialen Seite mit einem Faden. Das Venensegment wurde
mit einer Spritze und 4° C kalter Ringer-Losung sanft von Blut freigespult
und anschlieffend im Kiihlschrank in kalter Ringer-Losung bis zur
Implantation aufbewahrt.

In der Fibrin-Kontrollgruppe wurde die Vena jugularis interna in situ mit
0,5 ml Fibrinkleber (TISSUCOL Duo S 0,5 ml Immuno) bedeckt. Danach
erfolgte die Kontrolle auf Bluttrockenheit und das Schliefen der Haut
mittels Einzelknopfndhten (Prolene 3,0, Johnson & Johnson Medical GmbH,
Robert-Koch-Strafde 1, 22851 Norderstedt) am Hals.

Nach erneuter Desinfektion des Bauches erfolgte der Hautschnitt im
mittleren Bauchbereich, Durchtrennung der Muskeln entlang der Linea
alba, Eroffnen des Peritoneums, sorgfiltige Umlagerung des Darms zur
linken Seite; der Darm wurde zur Erhaltung der Warme mit einer Folie
umbhiillt. Danach erfolgte teils scharf, teils stumpf die Praparation der Aorta
abdominalis. Diese wurde vorsichtig von der infrarenalen Vena cava
getrennt und anschliefdend mobilisiert. Es wurde ein ca. 1,5 bis 2 cm langes
Aortensegment abgeklemmt und reseziert. Das Venengraft wurde nach der
Anpassung der Kaliber an die Aorta in Einzelknopftechnik mit Prolene-
Fiden 8,0 End-zu-End in Blutflussrichtung auf die Aorta abdominalis
interponiert. Anschliefend Kontrolle auf Bluttrockenheit und Offnen der
Klemmen. Der Fluss konnte visuell und palpatorisch durch Pulsationen des
Venensegments kontrolliert werden. Eventuelle Sickerblutungen aus dem
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Anastomosenbereich wurden durch leichten Druck mittels Kompresse zum
Stillstand gebracht. Auf das Graft der Fibrinkleber-Gruppe wurde vor
Offnen der Klemmen 0,5 ml Fibrinkleber (TISSUCOL Duo S 0,5 ml Immuno,
Baxter Deutschland GmbH, Edisonstrafde 4, D-85716 Unterschleifsheim)
appliziert.

Um eine Thrombose zu verhindern, wurden 200 IE Heparin subkutan
appliziert.

Gleichzeitig wurden 2 ml korperwarme Ringer-Losung subkutan injiziert,
um den eingetretenen Blutverlust auszugleichen.

Abschliefdend wurde der Darm riickverlagert und der Bauchraum und die
Haut mittels fortlaufender Naht (3,0 Prolene) verschlossen.

Danach langsames Reduzieren des Sevofluran; wahrend dieser Zeit
einmalige subkutane Gabe von Buprenorphin (Temgesic® 0,1 mg/kg KG),
um eine angemessene postoperative Analgesie zu erreichen.

Die Tiere verblieben anschliefend fiir weitere 24 Stunden auf einer
Warmeplatte (37° C) im Kafig.

8.2. Histologie und Morphometrie

Nach 16 Wochen erfolgte bei allen Ratten die Explantation des
interponierten Venensegments.

Die Narkose wurde erneut iiber Inhalationsanasthesie mittels Sevofluran
vorgenommen. Nach Eintreten des Toleranzstadiums wurde das
Operationsfeld am Bauch rasiert.

Die Ratte wurde auf eine Warmematte, die vorher mit einem sterilen Tuch
abgedeckt worden war, auf den Riicken gelegt und im Nacken unterstiitzt.
Nach Desinfektion des Bauches erfolgten der Hautschnitt im mittleren
Bauchbereich, die Durchtrennung der Muskeln entlang der Linea alba, die
Eroffnung des Peritoneums und eine sorgfaltige Umlagerung des Darms zur
linken Seite.

Danach wurde das Venengraft mit der Aorta mobilisiert und mittels eines
Schlitzes an der dorsalen Seite der Aorta in das distale Ende der
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Anastomose eine Sonde eingefiihrt, die an eine mit Formalin ausgefiillte
Infusion bei einem hydrostatischen Druck von 100 mm Hg angeschlossen
war.

Nach Eroffnung der Aorta an der proximalen Seite der Anastomose wurde
das Venensegment mit Formalin perfusionsfixiert.

Danach wurde die Aorta am proximalen Ende der Anastomose ligiert und
das Venensegment fiir 15 Minuten mit 4% Phosphat-gepuffertem Formalin
mit einem Druck von 100 mm Hg fixiert.

Anschliefend wurde das Venengraft en bloc mit der angrenzenden Aorta
entnommen.

Die Praparate wurden fiir 36 Stunden mit Formalin konserviert.

8.2.1. Histologische Aufarbeitung

Die histologischen Bearbeitungen und Untersuchungen erfolgten an der
histologischen = Abteilung der  Herz-Thorax-Gefaf3-Chirurgie  des
Universitatsklinikums Gottingen, Leiterin Frau Waldmann-Beushausen.

Zur histologischen Untersuchung wurden aus jedem Venengraft drei
Segmente entnommen. Zur Wachs-Einbettung wurden drei Segmente von
jedem perfusionsfixierten und aufgespannten Venengraft entfernt,
dehydriert und in Paraffin eingebettet, so dass ihre Achse senkrecht zur
Schnittebene  stand. Zur  histologischen  Untersuchung  unter
Lichtmikroskopie wurden die Schnitte nach Standardverfahren mit
Hamatoxylin und Eosin und Elastica-van-Gieson gefarbt.

8.2.2. Morphometrie

Die  Auswertung der Segmente erfolgte jeweils verblindet.
Die GefafSwand-Abmessungen, Intima- und luminalen Flachen wurden mit
einer computergeschiitzten Planimetrie gemessen, und zwar durch
Anwendung einer Olympus® BH-2 Video-Mikroskop-Kamera, eines Kopfes
(JVC TK-870E), eines Computers (Victor V3864, Victor Technologies) und
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eines SoftaOlympus DP-Soft 3,1® Software-und Image-Analyse-Systems
(Olympus Europa Holding GmbH, Hamburg, Deutschland).

Das Lumen wurde als die Flache, die das Endothel umschlief3t, definiert.
Die Intima wurde als die Flache zwischen der Lamina elastica interna und
dem Lumen definiert.

Die Media war aufgrund der massiven Zerstorung der Gefafdwandstruktur
nicht messbar, deshalb wurde die Media als der Rest der Gefiafdwand mit
Ausnahme der Intima berechnet.

Der Umfang des Lumens, die Intima- und die Wanddicke wurden insgesamt
gezielt gemessen.

Die Mittelwerte der luminalen und intimalen Umfange, Intima- sowie
Gesamtwanddicke wurden fiir alle Teile aus dem gleichen Graft berechnet.

8.2.3. Statistik

Die Erfassung der Messdaten erfolgte liber das Microsoft-Programm Excel®.
Mit diesem wurden auch die Grafiken erstellt.

Alle Werte sind als Mittelwert + Standardabweichung des Mittelwertes
(SEM) definiert. Die Daten wurden fiir die statistische Differenz mithilfe der
Computer-Software Graphpad INSTAT®, Version 3,05 analysiert.

Der nicht-parametrische Statistik-Test Mann-Whitney wurde verwendet,

um statistische Unterschiede zu erkennen.
Ein zweiseitiger p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant akzeptiert.
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9. Ergebnisse

9.1. Gruppenvergleich

Zum Vergleich wurden drei Gruppen gebildet: die Kontroll-Gruppe, die
Fibrinkleber-Gruppe und Fibrin-Kontrollgruppe.

Die Anzahl der in die Auswertung einflieflenden Tiere betrug n=6 pro
Gruppe.

Die drei Gruppen wurden histologisch, morphometrisch sowie
immunhistochemisch verglichen.

Morphometrisch wurden Lumen-Flache, Intima-Flache, totale Wanddicke
und Intimadicke verglichen.

Histologisch wurden die Gefafde im Hinblick auf Integritat der Gefafdwand,
Intimahyperplasie und Gefafdschaden verglichen.

Immunhistochemisch wurden die Schaumzellen und die mononuklearen
Zellen untersucht und verglichen.

9.1.1. Morphometrie

Luminale Flache:

Die Analyse der gesamten luminalen Fliache mithilfe der Computer-
Planimetrie zeigte bei den Tieren, die mit Fibrinkleber behandelt worden
waren, eine signifikante Erhohung der Fliache und eine aneurysmatischen
Degeneration der Venengrafts.

Dieser Befund wurde in vier von sechs Tieren gefunden.

(2,184.75£347 mm? vs. 7,231.85+1782 mm?, Kontrollgruppe vs.
Fibringruppe; Mittelwert + SEM, p < 0,05) (Grafik 1, 1. Spalte und Tabelle
1).
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Intimale Fliche:

Neben der Zunahme der luminalen Flache nahm auch die intimale Flache
bei den Tieren, die mit Fibrinkleber behandelt worden waren, im Vergleich
zur Kontrollgruppe signifikant zu.

(2,517.16£356 mm?2 vs. 18,424+4927 mm?2 Kontrollgruppe vs.
Fibringruppe; Mittelwert + SEM, p < 0,05) (Grafik 1, 2. Spalte und Tabelle
1).

25000 4 Grafik 1
20000 7 P<0,05
15000
E Il Kontrolle
= 10000 L1 Fibrin
5000
Luminale Flache Intimale Fliche
Graﬁk 1: (Stojanovic et al. 2009)

Kontrollgruppe: Venentransposition ohne Anwendung von Fibrinkleber
(schwarze Sdulen) vs. Fibrinkleber-Gruppe: Venentransposition mit

Anwendung von Fibrinkleber (weifde Sculen).

Lumenfliche (um?): ist die Fliche, die das Endothel umschlieft.
Intimafldche (um?): ist die Fliche zwischen der Lamina elastica interna und
dem Lumen.

p < 0,05 signifikanter Unterschied zwischen den jeweiligen Gruppen.
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Ergebnisse der Messungen:

Mittelwert + SEM Kontrollgruppe Fibrinkleber-Gruppe
Intimadicke (pm) 74.04+6.7 p<0,001 |1245+187 p<0,001
Totale Wanddicke (um) |273+24 p<0,001|1708+£211 p<0,001

Lumenflache (pm?) 2184755+347 p<0,05|7231846+178 p<0,05

Intimaflache (um?)  |2517166%356 p<0,05| 18424000+493 p < 0,05

Tabelle 1: Ergebnisse der Messungen

Totale Wanddicke:

Parallel zur Zunahme der luminalen Flache nahm die gesamte Gefafdwand
in der Fibrinkleber-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe deutlich zu.
27324 pm vs. 1,708+211 pm (Mittelwert * SEM, Kontrollgruppe vs.
Fibringruppe; p < 0,001) (Grafik 2 und Tabelle 1).
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Grafik 2
Totale Wanddicke
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Grafik 2: (Stojanovic et al. 2009)
Totale Wanddicke (um) gemessen in der Kontrollgruppe (weifSe Sdulen) und
in der Fibrinkleber-Gruppe (schwarze Sculen).

Kontrollgruppe: Venentransposition ohne Anwendung von Fibrinkleber
(weifSe Sdulen)

Fibrinkleber-Gruppe: Venentransposition mit Anwendung von Fibrinkleber
(schwarze Sdulen).

p < 0,001 signifikanter Unterschied zwischen den jeweiligen Gruppen.
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Intima-Dicke:

Entsprechend der Zunahme der gesamten Gefifdwanddicke und der
Erhohung der intimalen Flache verdickte sich die Intima im Venengraft mit
Fibrinkleber im Vergleich zur Kontrollgruppe.

74,04+6,7 pm vs. 1245187 pm (Mittelwert + SEM, Kontrollgruppe vs.
Fibringruppe; p < 0,001) (Grafik 3 und Tabelle 1).

Grafik 3

Intima-Dicke

1400 § P<0,001

Kontrolle Fibrin

Grafik 3: (Stojanovic et al. 2009)
Intima-Dicke (um) gemessen in der Kontrollgruppe (weifse Sdulen) und
Fibrinkleber-Gruppe (schwarze Sdulen).

Kontrollgruppe: Venentransposition ohne Anwendung von Fibrinkleber
(weifde Sdulen)

Fibrinkleber-Gruppe: Venentransposition mit Anwendung von Fibrinkleber
(schwarze Sdulen).

p < 0,001 signifikanter Unterschied zwischen den jeweiligen Gruppen.
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Histochemische  Unterschiede und Unterschiede in der
Wandarchitektur zwischen Kontroll- und Fibringruppe

Die mit Fibrinkleber stabilisierten Venengrafts zeigten im Vergleich zur
Kontrollgruppe eine dichte Infiltration von mononukledren Zellen und
Schaumzellen sowie eine deutliche Zerstorung der Venenwandarchitektur.
Neointimale Bildung war in beiden Gruppen auszumachen, die Venen mit
Fibrinkleber wiesen allerdings eine iibermafdige Bildung von Neointima
und eine aneurysmatische Degeneration bei vier von sechs Tieren auf (Bild
1, Bild2, Bild 3).

Die Analyse der Fibrin-Kontrollgruppe ohne Transposition zeigte einen
vereinzelten Schaden in der Gefafdwandarchitektur mit einem geringen
Entziindungsgrad (Bild 4). Die Venengrafts der Kontrollgruppe zeigten im
Vergleich zu den fibrinstabilisierten Gruppen eine gut erhaltene
Venenwandarchitektur mit keiner oder einer geringen Infiltration von
mononukledren Zellen sowie eine deutlich geringere Neointima-Bildung
(Bild 5a und 5b, Bild 6a und 6b).
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Bild 1: (Stojanovic et al. 2009)
Der histologische Schnitt eines Venengrafts mit externer Stabilisierung mittels
Fibrinkleber nach Hdmatoxylin- und Eosin-Fdrbung zeigt eine intensive
neointimale Bildung (25-fache VergréfSerung).
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(Stojanovic et al. 2009)

Bild 2:
Der histologische Schnitt eines Venengrafts mit externer Stabilisierung mittels

Fibrinkleber nach Hdmatoxylin- und Eosin-Fdrbung zeigt die Zerstérung der
Adventitia einer aneurysmatischen degenerierten Wand des Venengrafts (25-

fache VergréfSerung).

Seite |43



Bild 3: (Stojanovic et al. 2009)
Der detaillierte histologische Schnitt eines Venengrafts mit externer
Stabilisierung mittels Fibrinkleber nach Hdmatoxylin- und Eosin-Fdrbung
zeigt eine starke Infiltration von mononukledren Zellen und Schaumzellen
(Pfeile) (100-fache Vergrofserung).
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Bild4: (Stojanovic et al. 2009)
Der histologische Schnitt eines Venengrafts aus der nicht-interponierten

Fibrin-Kontrollgruppe nach Hdmatoxylin- und Eosin-Fdrbung zeigt eine
gestorte GefdfSwandarchitektur (25-fache Vergrofserung).
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Bild 5a und Bild 5b: (Stojanovic et al. 2009)
Der histologische Schnitt zweier verschiedener Venengrafts aus der
Kontrollgruppe (ohne externe Stabilisierung mittels Fibrinkleber) nach
Hdmatoxylin- und Eosin-Fdrbung zeigt eine normale GefddfSwandstruktur
ohne Zerstérung der Adventitia und ohne aneurysmatische Degeneration,
jedoch mit geringer Intimahyperplasie (6,5-fache Vergrofserung).

'Bild 6a ‘ Bild 6b

(Stojanovic et al. 2009)
Der histologische Schnitt zweier verschiedener Venengrafts aus der
Kontrollgruppe (ohne externe Stabilisierung mittels Fibrinkleber) nach
Hdmatoxylin-  und  Eosin-Fdrbung  zeigt  deutlich  die  geringe
Intimahyperplasie ohne Zerstorung der GefdfSwandarchitektur (100-fache

Vergréfserung). Seite |46
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Elastinfasern:

Makroskopisch waren die Elastinfasern in der Fibrinkleber-Gruppe deutlich
geringer ausgebildet als in der Kontrollgruppe, Schaumzellen fanden sich
nur in der Fibrinkleber-Gruppe (Bild 3, Bild 7, Bild 8).

In der Fibrin-Kontrollgruppe ohne Interposition waren die elastischen
Fasern beeintrachtigt und wiesen einen Kontinuitatsverlust entlang der

Venenwand auf (Bild 9).
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Bild 7: (Stojanovic et al. 2009)

Der histologische Schnitt eines Venengrafts aus der Fibrinkleber-Gruppe (mit
externer Stabilisierung mittels Fibrinkleber) nach Elastica-van-Gieson-
Fdrbung zeigt einen deutlichen Verlust der elastischen Fasern in der
GefdfSwand (100-fache Vergrofserung).
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Bild 8: (Stojanovic et al. 2009)
Der histologische Schnitt eines Venengrafts aus der Kontrollgruppe (ohne
externe Stabilisierung mittels Fibrinkleber) nach Elastica-van-Gieson-
Fdrbung zeigt eine Erhaltung der elastischen Fasern in der Gefdfswand (100-
fache VergréfSerung).

Seite |48



Bild 9: (Stojanovic et al. 2009)

Der histologische Schnitt eines Venengrafts aus der Fibrin-Kontrollgruppe
nach Elastica-van-Gieson-Fdrbung zeigt gestorte elastische Fasern in der
Gefdfswand mit leichter Entziindung (100-fache Vergrofserung).
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9.2. Tabellarische Zusammenfassung der Ergebnisse
Gruppe
Kriterti Kontrolle Fibrin Fibrin-Kontrollgruppe
-Erhaltene - Infiltration von - Vereinzelter Schaden in
Wandarchitektur Mononuklearzellen der
-Geringe -Nachweis von | Gefawandarchitektur
Mononuklearzellen Schaumzellen mit einem gewissen
- Geringe Bildung von | -Zerstérung der | Entziindungsgrad
Morphologie Intimahyperplasie Wandarchitektur
- Exzessive Bildung von
Intimahyperplasie
-Deutliche
aneurysmatische
Wanddegeneration
2,184.75+347 mm? 7,231.85+1782 mm?
Lumina- p<005 p<005
. - Signifikante Erhohung
Flache .
der aneurysmatischen
Degeneration
2,517.16+356 mm? 18,424+4,927 mm?
. p < 0,05 p<0,05
Injc-lma— - Signifikante Zunahme
Flache .
und Bildung von
Neointima
273+24 ym p < 0,001 1708+211 um p < 0,001
Totale o
Wanddicke - Signifikante Zune_lhme
der gesamten Wanddicke
74.04+6.7 um 12454187 um p < 0,001
Intima-Dicke p < 0,001 - Deutliche Zunahme der
intimalen Wanddicke
-Neointimale Proliferation
-Deutlich weniger | -Beeintrachtigte
Elastinfasern Elastinfasern elastische Fasern mit
-Nachweis von | Kontinuitatsverlust
Schaumzellen entlang der Venenwand
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10. Diskussion

Die Intimahyperplasie gilt als Hauptursache fiir das Versagen eines im Zuge
der Herz- und Gefafdchirurgie angelegten Venengrafts. Sie wird als
intrinsisches Anpassungsphanomen des Venengrafts nach Implantation
angesehen und aufiert sich als Gefaffwandverdickung (Morinaga et al. 1985,
Boerboom et al. 1990, Motwani und Topol 1998, Clowes und Reidy 1991,
Gelabert et al. 1994, Gershlick 2002, Gomes et al. 2001, Larena-Avellaneda
und Franke 2004). Man geht davon aus, dass friihere Schaden am
Venengraft, z.B. durch ein chirurgisches Trauma und/oder erhohte
Wandspannung infolge der erhohten intraluminalen Druckbelastung,
blutflussbedingter Scherkrafte und pulsatilen Blutflusses, Mechanismen
induzieren, die letztendlich zu einer Intimahyperplasie an diesem Graft
fiihren (Stooker et al. 2003, Wan S et al. 2006, Verrier und Boyle 1996, Dilley
etal. 1992, Verma et al. 2003, Cox et al. 1991). Bereits vor der Implantation
kommt es bei der Entnahme des Venengrafts zur Verletzung der Venen,
Schadigung des Endothels und Verlangerung der Ischamiezeit (Sakaguchi et
al. 2005, Thiene et al. 1980). Nach der Implantation wird die interponierte
Vene direkt dem arteriellen Fluss, den Scherkraften, zirkumferentiellen
Kraften, radialer Verformung und pulsatilem Druck ausgesetzt (Morinaga et
al. 1985, Zwolak et al. 1987, Davies 1997, Davies et al. 1997, Dobrin et al.
1989, Rittgers etal. 1978, Porter et al. 1998, Lauth et al. 2001).

Eine Reihe von Reaktionen findet als Anpassungsphianomen der Vene des
venosen Niederdrucksystems an den arteriellen Kreislauf statt:

Zum einen fithrt die Erhéhung des Blutdrucks im Venengraft zur
Veranderung der GefafSwandstirke, um die zirkumferentielle
Wandspannung zu normalisieren, zum anderen kommt es bei einer
Verdanderung der Blutflussrate und der Scherspannung in der Vene zu einer
Anderung des Gefadurchmessers (Zwolak et al. 1987, Dobrin et al. 1989).

Die Folge ist ein progressives Remodeling im Sinne einer Verdickung des
Venengrafts und vor allem die Bildung einer Neointima in der inneren
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Schicht des Gefaf3es als Antwort auf die neuen hamodynamischen Einfliisse
(Morinaga et al. 1985, Zwolak et al. 1987, Dobrin et al. 1989).

Im Venengraft kommt es zu einer dehnungsmodulierten Proliferation der
glatten Muskelzellen der Tunica media und zu deren Einwanderung in die
Intima (Garg und Hassid 1989, Vanhoutte und Scott-Burden 1994, Ross 1999,
Ross 1993). Dort erfolgt unter Stimulation von PDGF ("Platelet-derived
Growth Factor") aus den an die Verletzung angelagerten Thrombozyten
eine massive Produktion von extrazellularer Matrix (Kollagen I/I11, Elastin)
(Gentile et al. 1999, Westerband et al. 1997). Beide sind der Schliissel in der
Pathogenese der Neointimabildung im Venentransplantat, die schlief3lich zu
einer Einengung (Stenose) des Blutgefaf3lumens bis hin zum kompletten
Gefafdverschluss (Okklusion) fithren kann (Davies 1997).

Mehrere morphologische und klinische Studien an Bypadssen konnten die
Phasen in der Reaktion der Vene auf eine arterielle Implantation zeigen
(Motwani und Topol 1998, Schwartz et al. 1995, Cox et al. 1991, Waller und
Roberts 1985, Barboriak et al. 1978, Vlodaver und Edwards 1971, Dilley et al.
1992, Fuster et al. 1992). In den ersten Stunden bis Tagen kommt es zur
okklusiven Thrombose infolge einer endothelialen Verletzung sowie zu
rheologischen Storungen (Tsui und Dashwood 2002, Bourassa et al. 1982,
Rosenfeldt et al. 1999). In den nachsten Monaten schliefdt sich eine
progressive Media- und Neointimaverdickung als Folge der Migration und
Proliferation von glatten Muskelzellen an (Motwani und Topol 1998, Clowes
und Reidy 1991, Gelabert et al. 1994, Gershlick 2002, Gomes et al. 2001,
Larena-Avellaneda und Franke 2004). In den folgenden Jahren steigt die
Tendenz zur Atherombildung auf dem Boden der verdickten Intima. Dies
fiihrt zur einer steigenden Rate von Graft-Okklusionen zwischen dem 5. und
10. Jahr nach der Implantation (Cox et al. 1991, Dilley et al. 1992, Allaire und
Clowes 1997, Ross 1986, Ross und Glomset 1976, Lytle et al. 1985).

Trotz genauer Erkenntnisse iliber die Pathophysiologie der
Intimahyperplasie gibt es bisher keine Methode, diesem Problem
vorzubeugen oder es zu verhindern.

Einige therapeutische Strategien zur Verhinderung der Intimahyperplasie
und somit von ,Graft Disease“ sind Verbesserungen der chirurgischen
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Techniken und damit einhergehend die Verminderung von
Endothelverletzungen (Angelini et al. 1989, Tsui und Dashwood 2002),
Gentherapie (Mannion et al. 1998, Kibbe et al. 2001), Pharmakotherapie
(Larena-Avellaneda und Franke 2004, Motwani und Topol 1998, Roubos et al.
1995, Rosenfeldt et al. 1999, Clowes und Reidy 1991, Gershlick 2002, Bauter et
al. 1996, Schachner 2006, Schachner et al. 2006), externe Stabilisierung
mittels Stents (Desai et al. 2010, Mehta et al. 1998, Angelini et al. 2002,
Stooker et al. 2001, Jeremy et al. 2004) oder Fibrin (Stooker et al. 2002).

Als mogliche medikamentése Prophylaxe wurden mehrere Substanzen
untersucht (Clowes und Reidy 1991, Wallitt et al. 2007). So hatte die lokale
Applikation von Aspirin (Torsney et al. 2004, McCann et al. 1980) oder die
postoperative Gabe von Lipidsenkern (Knatterud et al. 2000, Goldman et al.
2004) einen positiven klinischen Effekt in der Pravention und verringerte
die Entstehung der Intimahyperplasie nach Bypassoperation.

In klinischen und experimentellen Studien lief3en sich frithe thrombotische
Verschliisse durch die Gabe von Thrombozytenaggregationshemmern
reduzieren (Yli-Mdyry et al. 1992, Schussheim und Fuster 1998, Stein et al.
2004, Pfisterer et al. 1990). Auch sorgfaltiges Vorgehen bei der Vorbereitung
und der Implantation, durch das unbeabsichtigte Verletzungen der
Gefalwand vermieden wurden, erzielte ahnliche Effekte (Angelini et al.
1990, LoGerfo et al. 1983, Angelini et al. 1989, Tsui und Dashwood 2002).
Sowohl Thrombozytenaktivierung als auch Gewebeschadigung sind als
auslosende Faktoren fiir eine neointimale Verdickung anzusehen (Fuster et
al. 1992, Lindner et al. 1991, Soyombo et al. 1993, Soyombo et al. 1995).

In einem Schweine-Modell konnte die entstandene Neointimahyperplasie
nach Endothelverletzung durch Ballon-Angioplastie und die lokale
Anwendung von Losartan, einem Hemmstoff des Renin-Angiotensin-
Systems, reduziert werden (Moon et al. 2004).

Allerdings konnte weder eine gerinnungshemmende Therapie noch die
Vermeidung von  chirurgischen praparativen Verletzungen in
experimentellen Modellen oder in menschlichen Bypassen die mediale und
neointimale Verdickung vollstindig eliminieren (Soyombo et al. 1995).

Aus diesem Grund wurden experimentelle Studien zur Untersuchung der
externen Stabilisierung der Venengrafts in Bezug auf die Unterdriickung
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des ,Graft Disease” durchgefiihrt. Insbesondere wurde die externe
Stabilisierung durch nicht-porose Stents, restriktive Stents und die
Applikation von Fibrinkleber analysiert (Desai et al. 2010, Mehta et al. 1998,
Angelini et al. 2002, Stooker et al. 2001, Jeremy et al. 2004, Stooker et al.
2002, Wan L et al. 2006a, Stooker et al. 2003, Wan S et al. 2006, Wan L et al.
2006b).

Die Unterstiitzung des Grafts mit einem externen Stent verfolgt das
theoretische Ziel, die Bildung einer Neointimahyperplasie durch Reduktion
der arteriellen Pulsation und des auf die Venenwand wirkenden
Blutdruckes zu verhindern, um so die Wandspannung auf das Venengraft zu
reduzieren (Mehta et al. 1998, Angelini et al. 2002, Stooker et al. 2001,
Jeremy et al. 2004).

Allerdings hatte die Platzierung von nicht-pordsen oder restriktiven Stents
um die venosen Bypasse auch gegenteilige Effekte und flihrte sogar zur
Forderung der neointimalen Bildung und zur Verkleinerung des
endgultigen Gefafdlumens (Kohler et al. 1989, Martin et al. 1991, Barker et al.
1993).

Auch die Verwendung einer nicht-pordsen Manschette unterbricht den
Blutfluss der Vasa vasorum und kann eine Intimaverdickung durch
hypoxieinduzierte  verstarkte Sekretion von  Wachstumsfaktoren
provozieren (Martin et al. 1991, Barker et al. 1993, Dilley et al. 1988).

Auch die externe Stabilisierung und Unterstiitzung des Venengrafts durch
Fibrinkleber ist in mehreren Arbeiten untersucht worden (Wan L et al
2006a, Stooker et al. 2003, Wan S et al. 2006, Wan L et al. 2006b, Stooker et
al. 2002).

Fibrinkleber gewinnt in der modernen Medizin und vor allem in der
Chirurgie zunehmend an Bedeutung. Das ist in erster Linie auf seine
schnelle und unkomplizierte Verwendung und Wirkung sowie auf seine
gute Vertraglichkeit zurtickzufiihren.

Fibrinkleber wird zur Hamostase von stark blutenden Wunden bei
Operationen an parenchymatoésen inneren Organen, bei

Hauttransplantationen, in der endoskopischen Chirurgie zur Blutstillung
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von Magengeschwiren, in der Notfallchirurgie bei inneren und &aufderen
Verletzungen verwendet (Lee und Jones 2005).

Ein wichtiges Einsatzgebiet von Fibrinkleber ist die Gefaf3chirurgie, wo er
zur Abdichtung von Nahten zur Vermeidung postoperativer Blutungen
eingesetzt wird (Lee und Jones 2005, Kjaergard und Fairbrother 1996).

In der Theorie liegt der Vorteil der externen Applikation von Fibrinkleber
auf das Venengraft einerseits in der Unterstitzung des Grafts bei der
Bewadltigung des intravendsen arteriellen Drucks, andererseits in der
Reduktion der Wandspannung, um die frithe Uberdehnung des Grafts durch
den arteriellen Druck zu vermeiden. Ferner kann er als Tragersubstanz fir
therapeutische Wirkstoffe zur Verhinderung der Intimahyperplasie
eingesetzt werden (Moon et al. 2004).

In in vitro-Experimenten konnte eine frithe Dehnung des Venengrafts durch
externe Stabilisierung mit Fibrinkleber vermindert werden (Stooker et al.
2001, Stooker et al. 2002, Stooker et al. 2003). Dariiber hinaus konnten in
vivo-Experimente zeigen, dass zu frithen Zeitpunkten nach Transposition
bei einem mit Fibrinkleber perivenos unterstiitzten Venengraft schwere
Verletzungen des Grafts vermindert werden konnten (Wan L et al. 2006a).
Andere Untersuchungen kamen hingegen zu der Erkenntnis, dass eine
externe Stabilisierung des Venengrafts mit Fibrinkleber negative
Auswirkungen nach sich ziehen kann, z.B. Zunahme der Wanddicke und
Inflammation des Venengrafts (Wan S et al. 2006).

Die Ergebnisse dieser Studien haben trotz Ahnlichkeit im experimentellen
Design zu verschiedenen Zeitverlaufen widerspriichliche Daten aufgezeigt
(Wan L et al. 2006a, Wan S et al. 2006).

Um die Effekte der externen Stabilisierung mit Fibrinkleber im
Langzeitverlauf zu analysieren und zu verdeutlichen, haben wir
Experimente an Ratten vorgenommen. Die Resultate fiihrten uns die
negativen Auswirkungen der externen Unterstiitzung mit Fibrinkleber nach
Transposition einer Vene in arterieller Position (arterialisiertes

Venengraft) an Ratten vor Augen.
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Die externe Stabilisierung von arterialisierten Venengrafts mit Fibrinkleber
bewirkte in unserem neuen Modell - Vena jugularis-Transposition auf
Aorta abdominalis - bei Ratten nach 16 Wochen eine Zunahme der
Intimahyperplasie, eine aneurysmatische Degeneration des Venengrafts,
Entziindungsreaktionen sowie den Nachweis von Schaumzellen und den
Verlust von elastischen Fasern in der Venenwand.

Die Kontrollgruppe ohne Stabilisierung mit Fibrinkleber zeigte im Vergleich
dazu eine geringe Intimahyperplasie ohne Zerstorung der Wandarchitektur
und ohne aneurysmatische Degenerationen in der Gefafwand.

In der Fibrin-Kontrollgruppe ohne Transposition ist eine vergleichbare
Zerstorung der elastischen Fasern wie im Venengraft festgestellt worden,
und zwar mit dhnlich schadigenden Effekten auf die Gefafdwandarchitektur.
Dies ist in Verbindung mit fritheren Erkenntnissen aus dem Schweine-
Modell (Wan S et al. 2006) eine interspezies-reproduzierbare Wirkung.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Entziindung und Infiltration von
Makrophagen im vaskularen Gewebe einen direkten Zusammenhang mit
Fibrin aufweist (Robbie und Libby 2001).

Somit ist eine wahrscheinliche Schlussfolgerung aus unseren Experimenten,
dass das Auftreten von Schaumzellen in mit Fibrinkleber stabilisierten
Venengrafts als eine Folge des Abbauprozesses des Fibrins gedeutet
werden kann.

Im Rahmen des Fibrinabbaus kommt es zur entziindlichen Reaktion mit
Akkumulation von Makrophagen und Freisetzung von verschiedenen
Zytokinen und Elastasen, die eine Lyse der Elastinfasern des Grafts nach
sich ziehen konnen.

Damit liefde sich auch die aneurysmatische Degeneration und die intensive
Auspragung der Intimahyperplasie erklaren, welche durch die Zerstérung
der elastischen Fasern sowie die entziindliche Reaktion mit Bildung von
Schaumzellen im Venengraft und die Zerstérung der Gefafdwandarchitektur
hervorgerufen werden.

Als wahrscheinlicher Pathomechanismus kdame es in einem dermafien
geschadigten Venengraft mit reduzierter Widerstandskraft der Venenwand
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zu einem Verlust der laminaren Blutstromung und zur Entwicklung einer
turbulenten Stromung, welche wiederum zu einer Erhohung der
Schubspannung in der Gefifwand fiihrt. Dies 16st eine hohere adaptive
Reaktion des Grafts, eine intensive neointimale Bildung und - bedingt durch
die reduzierte Widerstandskraft - eine aneurysmatische Degeneration der
Venenwand aus.

Unsere langfristigen Experimente legen den Schluss nahe, dass die externe
Stabilisierung des Venengrafts mittels Fibrinkleber die Entstehung einer
neointimalen Hyperplasie nicht verhindert, sondern im Gegenteil zur
intensiven Bildung von Intimahyperplasie in der Gefafdwand fiihrt,
moglicherweise infolge einer Entziindungsreaktion, die zu zellularer
Proliferation (glatte Muskelzellen (SMC), Myofibroblasten), Zellmigration
(SMC aus der Media, Myofibroblasten aus der Periadventitia, Makrophagen
von der luminalen und der adventitiellen Seite, Thrombozyten von der
luminalen Seite), extrazellularer Matrixablagerung und entziindlichen
Prozessen (Leukozyten, Thrombozyten, Wachstumsfaktoren, Zytokine)
fiihrt und damit am ehesten die negativen Auswirkungen auf die
langfristige Durchlassigkeit des Venengrafts erklart.

Gestorte Elastinfasern in der Gefaflwand der Venen in der Fibrin-
Kontrollgruppe deuten auf einen moéglichen schadlichen Effekt von Fibrin
hin.

Dies konnte eventuell ein Faktor sein, der langfristig ein
Venengraftversagen verursacht.

Durch unsere Ergebnisse stellte sich die Frage, ob die moglichen negativen
Auswirkungen der lokalen Fibrinapplikation auf das Venengraft den
theoretischen  Vorteilen der Medikamentengabe durch lokale
Fibrinanwendung widersprechen.

Moglicherweise unterstiitzend zeigen klinische Beobachtungen ein

unglinstiges Nutzen-Risiko-Verhaltnis fiir die intraoperative Anwendung
von Fibrinkleber (Goerler et al. 2007, Lamm et al. 2007).
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11. Zusammenfassung

Einleitung: Die externe Stabilisierung von Venengrafts soll die Scherkrafte
auf die Venenwand vermindern und dadurch die Ausbildung einer
Neointimaproliferation reduzieren. In experimentellen Modellen wurde
diese Hypothese im Kurzzeitversuch tberpriift. Es fanden sich in diesem
Zeitraum widerspriichliche Ergebnisse. Ziel unserer Untersuchung war es,
in einem neuen Modell der arterialisierten segmentalen Vena-jugularis-
Transposition auf die infrarenale Aorta den Einfluss einer externen
Fibrinkleberstabilisierung auf die Neointimabildung des Venengrafts im
Langzeitversuch darzustellen.

Material und Methoden: Mannlichen Wistar-Ratten wurden Segmente der
Vena jugularis entnommen und in Flussrichtung, nach Entfernen eines
Aortensegmentes, in die infrarenale Aorta eingebracht. Somit entspricht
dieses einem Venenbypassmodell mit komplett arterialisiertem Venengraft.
Vor Offnen der Gefif’klemmen wurden in der Fibrin-Gruppe (n=6) 0,5 ml
Fibrinkleber auf das Venengraft aufgebracht. Die Gruppe der Kontrolltiere
(n=6) erhielt kein Fibrin. In der Fibrin-Kontrollgruppe (n=6) wurde die
Vena jugularis freiprapariert und in situ mit 0,5 ml Fibrinkleber bedeckt.
Die Tiere wurden nach 16 Wochen getotet, die Venensegmente druckfixiert
und histologisch und morphometrisch untersucht.

Ergebnisse: Nach 16 Wochen fand sich eine signifikante Zunahme der
Intimadicke, der Gefafddicke und der Gefafdflache in den fibrinbehandelten
Tieren (Intimadicke: 74,04 + 6,71 vs. 1244,75 + 186,57 um * SEM, p <
0,001, Gefafddicke: 272,8 + 24,27 vs. 1707,75 * 210,84 uym + SEM, p < 0,001,
GefaRfliche: 2124 + 240 vs. 5911 + 1135 um? + SEM p < 0,05).

Es fand sich bei den mit Fibrin behandelten Venengrafts ein deutlicher
Verlust der elastischen Fasern in der Venenwand und eine Schadigung der
Gefafdwandarchitektur sowie die Ausbildung einer Intimahyperplasie und
eine aneurysmatische Wanddegeneration im Vergleich zu den
Kontrollgruppen. In der Fibrin-Kontrollgruppe ohne Transposition waren
die Wandveranderungen weniger stark ausgepragt als in der Fibringruppe.
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Schlussfolgerung: Die externe Stabilisierung von Venengrafts flihrte in
unserem Modell der Vena-jugularis-Transposition bei Ratten zu einer
vermehrten Intimahyperplasie und zu einer aneurysmatischen
Degeneration des Venengrafts, mutmafdlich durch Zerstérung der
elastischen Fasern der Venenwand. Wir folgern daraus, dass eine
Fibrinapplikation im Rahmen von Venenbypdssen negative Effekte auf den
Venenbypass und die Bypassfunktion haben konnte.
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