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1 Einleitung

1.1 Periphere arterielle Verschlusskrankheit

1.1.1 Definition und Epidemiologie

Bei der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit (pAVK) handelt es sich um eine
Durchblutungseinschrankung der Extremititenarterien beziechungsweise der Aorta (Diehm et
al. 2004a; Espinola-Klein und Savvidis 2009). Dabei kommt es zu einer progressiven Stenose
oder Okklusion der Arterien. Ursdchlich ist in den meisten Féllen die chronische
Arteriosklerose (Hirsch et al. 2001). Zu den selteneren Ursachen gehdren Takayasu-Syndrom
als Vaskulitis (Numano und Kobayashi 1999) und Thrombangiitis obliterans (Buerger 2009).
Besonders betroffen sind die Gefiale der unteren Extremititen (Wilkins 2006). Es wird dabei
je nach betroffener GefaBiregion in absteigender Haufigkeit zwischen Becken-, Oberschenkel-
und Unterschenkeltyp unterschieden (Herold 2010). Je nachdem, ob nur eine GefdBregion
oder gleichzeitig mehrere Gefdfiregionen betroffen sind, wird dabei von einer Einetagen-
oder Mehretagenerkrankung gesprochen. Die Restdurchblutung der Extremitéten ist abhangig
von der Stenose- oder Verschlusslinge, Anzahl der betroffenen Gefdfletagen sowie der
vorhandenen KollateralgefaBe (Herold 2010). Als Leitsymptom kommt es bei den
Betroffenen in den  Anfangsstadien ischdmiebedingt zu belastungsabhidngigen
Muskelschmerzen, die in Ruhe sistieren (Norgren et al. 2007). Nach einer bestimmten
Gehstrecke sind die Patienten gezwungen, eine Pause einzuhalten. Dieses Phdnomen wird als
Claudicatio intermittens bezeichnet. Zu den Risikofaktoren der pAVK gehdren arterielle
Hypertonie, Hyperlipoproteindmie, Diabetes mellitus und Nikotinabusus (Diehm et al. 2004a;
Fowkes et al. 2013; Hirsch et al. 2001; Murabito et al. 2002; Ostchega et al. 2007). Die
Betroffenen haben dabei einen oder mehrere dieser Risikofaktoren (Selvin und Erlinger
2004). Patienten mit einer auch asymptomatischen pAVK leiden hiufiger an kardio- und
zerebrovaskuldren Erkrankungen (Stoffers et al. 1996; Newman et al. 1993; Fowkes et al.
1991). Atherosklerotische Verdnderungen der unteren Extremitit konnen z. B. mit einer
asymptomatischen Carotisstenose assoziiert sein (Ranci¢ et al. 2002). PAVK- Erkrankte
haben auch ein erhdhtes Risiko, an kardiovaskuldren Ereignissen zu sterben (Criqui et al.
1992; Diehm et al. 2006; Leng et al. 1996a). Ferner beschreibt Verhaeghe, dass die
Mortalitédtsrate bei den Patienten mit einer chronischen Extremititenischdmie 20 Prozent pro

Jahr betragt (Verhaeghe 1998). In den vergangenen Jahren hat die Prdvalenz der pAVK
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weltweit deutlich zugenommen (Fowkes et al. 2013). Mit steigendem Lebensalter und vor
allem bei Patienten dlter als 70 Jahre (Hiatt et al. 1995; Selvin und Erlinger 2004) steigt die
Privalenz geschlechtsunabhéngig auf etwa 20 % (Diehm et al. 2004b; Ostchega et al. 2007;
Meijer et al. 1998; Hirsch et al. 2001). Die globale Privalenz der pAVK, definiert als
Knochel-Arm-Index 0,9, wurde 2010 auf 202 Millionen Menschen geschitzt (Leitlinie
pAVK 2015; Fowkes et al. 2013). Angesichts des demografischen Wandels wird sich in den
kommenden Jahren die moderne Medizin mit der Prévention und Therapie der pAVK

zunehmend befassen miissen (Fowkes et al. 2013).

1.1.2 Klinik und Einteilung der Schweregrade

Die pAVK wird klinisch nach der Stadien-Einteilung von Fontaine eingeteilt (Leitlinie
pAVK 2015). Im amerikanischen Raum sowie international wissenschaftlich wird jedoch die
Einteilung nach Rutherford verwendet (s. Tabelle 1) (Rutherford et al. 1997). In den meisten
Féllen bleibt die Erkrankung bei ausreichender GefdBkollateralversorgung oder fehlender
Belastbarkeit (Norgren et al. 2007) asymptomatisch (Hirsch et al. 2001; Criqui et al. 1985;
Fowkes et al. 1991). Man spricht vom Anfangsstadium der pAVK. In den fortgeschrittenen
Stadien treten zundchst belastungsabhingige Muskelschmerzen distal der verengten
Gefdfiregion auf. Nur ein geringer Anteil der Betroffenen leidet an dieser sogenannten
Claudicatio intermittens (Meijer et al. 1998). Das Auftreten dieser Beschwerden ist mit einem
hohen Sterberisiko verbunden (Bainton et al. 1994). Im Spitstadium kommt es bei circa 25
Prozent der symptomatischen Patienten zu Ruheschmerzen und im Endstadium bestehen
zusitzlich Ulcerationen und Nekrosen als Zeichen einer kritischen Ischdmie, was
moglicherweise eine Amputation notwendig macht(Dormandy et al. 1999; Hertzer 1991;
Meijer et al. 1998). Vor allem bei Diabetikern kommt es zu hohen Amputations- und

Sterberaten (Malyar et al. 2016; Jude et al. 2010).
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Tabelle 1 Stadien-Einteilung der pAVK nach Fontaine und Rutherford (Leitlinie pAVK 2015).
CLI: Claudicatio intermittens

Fontaine Rutherford
Stadium klinisches Bild Grad Kategorie klinisches Bild
| Asymptomatisch 0 0 Asymptomatisch
lla Gehstrecke > 200m | 1 leichte CLI
lb Gehstrecke < 200m | 2 maRige CLI
| 3 schwere CLI
I} Ruheschmerz I 4 ischdamischer Ruheschmerz
WY Ulcus, Gangran il 5 kleinflachige Nekrose
1l 6 groRflachige Nekrose

1.1.3 Diagnostik

Die Diagnostik basiert auf der Anamnese, der klinischen Untersuchung und dem Knéchel-
Arm-Index (engl.: Ankle Brachial Index, ABI) (Diehm et al. 2004a; Hirsch et al. 2001;
Leitlinie pAVK 2015). Dabei wird der systolische Blutdruck an beiden Oberarmen (Arteria
brachialis) und distalen Unterschenkeln (Arteria tibialis posterior und Arteria dorsalis pedis)
gemessen und das Verhiltnis zwischen Knochel und Oberarm der jeweiligen Seite ermittelt
(Greenland et al. 2001; Crawford et al. 2016). Ein ABI hoher 0,9 wird dabei als normal,
kleiner 0,9 als Durchblutungsstérung angesehen, und zwar mit einer 95%igen Sensitivitit und
100%igen Spezifitidt im Vergleich zur Angiographie (Fowkes 1988). Ein ABI von unter 1,40
zahlt als Normalwert (Resnick et al. 2004). Von einer leichten Durchblutungsstérung wird
gesprochen, wenn der ABI-Wert zwischen 0,9-0,75 liegt. Zwischen 0,75-0,5 ist von einer
mittelschweren und bei Werten kleiner 0,5 von einer schweren Durchblutungsstérung
auszugehen (Herold 2010). Bei Patienten mit Diabetes oder Niereninsuftfizienz konnen Werte
hoher als 1,4 gemessen werden, da die Arterien dabei auf Grund von Mediasklerose auch bei
Driicken von 300 mmHg nicht zu komprimieren sind (Norgren et al. 2007). Der ABI wird
auch zum pAVK-Screening empfohlen (Leng et al. 1996b; Hirsch et al. 2001; Allison et al.
2007). Ein reduzierter ABI weist auf eine schlechte kardiovaskuldre Prognose hin und sollte

eine Abklarung und gegebenenfalls Therapie anderer atherosklerotischer Erkrankungen zur

3
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Folge haben (McKenna et al. 1991). Als bildgebendes Verfahren kommt die farbkodierte
Duplexsonografie als Methode der ersten Wahl zum Einsatz (Leitlinie pAVK 2015). Die
Sensibilitdt der Duplexsonographie wurde von Whelan et al. beziiglich einer Okklusion und
Stenose mit 95 % und 92 %, die Spezifitit mit 99 % und 97 % angegeben (Whelan et al.
1992). Auch die postoperative Kontrolle vor allem der Vena saphena magna- Bypéasse kann
mittels Ultraschalluntersuchung erfolgen (Szilagyi et al. 1973). Eine Limitation der
Sonographie stellen aber Tandemstenosen (Allard et al. 1994) sowie periphere
UnterschenkelgefaBBe (Larch et al. 1997) dar. Liefert die farbkodierte Duplexsonographie
keine eindeutigen Befunde, kommen zusitzliche bildgebende Verfahren in Frage (Leitlinie
pAVK 2015). Die konventionelle Angiographie zihlt als Goldstandard der GefdB3darstellung,
die es ermdglicht, die Lokalisation, die Ausdehnung und den Schweregrad der pAVK zu
evaluieren (Oser et al. 1995; Xu et al. 2010). In den vergangenen Jahren wird aber diese
jedoch als rein diagnostische Ma- nahme aufgrund der hohen Sensitivitat und Spezifitat von
nicht-invasiven Verfahren wie Magnetresonanz-Angiographie, Duplexsonographie, und CT-
Angiographie zunehmend verdrangt (Collins et al. 2007; Loewe et al. 2002;  Kreitner et al.
2000; Rofsky et al. 1997; Ouwendijk et al. 2005).

1.1.4 Behandlung

Die Behandlung der pAVK beinhaltet konservative Mallnahmen wie z. B. Gehtraining,
Pharmakotherapie und Nikotinkarenz (Girolami et al. 1999; Mihaylova et al. 2005; Jones et
al. 2013; Ameli et al. 1989; Quick und Cotton 1982; Aronow et al. 2003; Hirsch et al. 2006).
Primérbehandlung sollte vor allem gegen die generalisierte Arteriosklerose gerichtet sein
(Espinola-Klein et al. 2002). Mit zunehmender Symptomatik, Ruheschmerz, Ulcerationen
oder Gangrdan wird ein Extremititenverlust wahrscheinlicher. Eine Ballonangioplastie ggf.
mit Stentanlage oder offen chirurgische Revaskularisierung sollte bei diesen Patienten mit
einer kritischen Extremitdtenischimie erwogen werden (Dhaliwal und Mukherjee 2007;
Aronow 2004). Welche Intervention durchgefiihrt werden muss, ist abhingig von den
anatomischen Gegebenheiten der stenosierenden oder okkludierenden Lision. Perkutane
transluminale Angioplastie ist die Therapie der Wahl, wenn die Stenose fokal und
kurzstreckig ist, langere Lisionen dagegen sollten mittels chirurgischer Revaskularisierung

behandelt werden, um bessere Langzeitergebnisse zu erzielen (Ouriel 2001). Bei einem
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fortgeschrittenen Befund sollte eine Revaskularisation mittels Bypassanlage durchgefiihrt

werden (Owen und Rob 1956).

1.1.5 Revaskularisation

Als Bypassmaterial und zur GefaBBrekonstruktion eignen sich mit besten Ergebnissen autologe
Venen, darunter die Vena saphena magna(VSM)(Norgren et al. 2007; Tangelder et al. 2000;
Arvela et al. 2012; Hunink et al. 1994). Diese kann dabei als free graft oder aber In-situ-
Bypass verwendet werden (Mamode und Scott 2000). Die VSM gilt dabei als besser
geeignetes Graftmaterial bei Bypassanlagen unterhalb des Knies (Veith et al. 1986; Bergan et
al. 1982). Des Weiteren fungieren frisch entnommene Venenstiicke als Patches zur
GefdBrekonstruktion bei Gefdlldefekten (Kawase et al. 2016) oder traumatischen
GefdBverletzungen (Jawas et al. 2013). Auch nach einer Thrombendarteriektomie kann eine
Patchplastik sinnvoll sein (Kalender et al. 2016). Ein weiteres Einsatzgebiet stellen die
Tumor- und Transplantationschirurgie dar (Dirican et al. 2014; Orli€ et al. 2008). Auch in der
Koronarchirurgie verwendet man autologe Venen und Arterien als Bypassgrafts (Deb et al.
2012; Drouin et al. 2013). Nicht alle Patienten haben aber geeignete Gefdfle zum autologen
Transplantieren (Archie 1994). Sie konnen z. B. im Rahmen einer aortokoronaren Venen-
Bypassoperation bereits entnommen sein. Varikose Gefdfle konnen nicht verwendet werden
und sind unter Umsténden bereits gestrippt. Steht das autologe GefdBmaterial auf Grund von
Voroperationen oder Missmatch nicht zur Verfligung, wird in der Gefdfchirurgie
gezwungenermallen auf Kunststoffprothesen zuriickgegriffen (Klinkert et al. 2004; Sayers et
al. 1998; Takagi et al. 2010; Hayes et al. 2001; Naylor et al. 2004). Die Verwendung von
Gefdllprothesen bringt aber einige Schwierigkeiten mit sich. Wéhrend der Einsatz der
synthetischen Prothesen im Bereich groBerer Gefdlle gute Ergebnisse zeigt (O’Riordain et al.
1992), bleiben Langzeitergebnisse der kleinkalibrigen Gefdle erniichternd (Albers et al.
2003). Ein Problem in diesem Zusammenhang stellt auch eine Protheseninfektion dar
(Zeltsman et al. 1999). Multimorbide Patienten haben hier ein erhohtes Infektionsrisiko
(Greenblatt et al. 2011). Liegt nach einer initialen prothetischen Versorgung der Gefil3e eine
Protheseninfektion vor, konnen kryokonservierte Homografts implantiert werden (Bisdas et
al. 2010). Diese Homografts sind jedoch nicht immer und nicht fiir alle Gefdle verfiigbar.
Zuséatzlich entwickeln die kryokonservierten Homografts degenerative Verdnderungen, die

nicht unerheblich sind (Rendal-Vazquez et al. 2012). Angesichts dieser Problematik besteht
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ein hoher Bedarf an Gefdl3banken mit optimierten Konservierungsmethoden fiir Venen und

Arterien.

1.2 Aufbau einer GefalRwand

Die Wand groflerer Arterien und Venen besteht aus drei Schichten. Die Tunica intima stellt
die innere Auskleidung der GefdBwand, die aus einem einschichtigen Plattenepithel besteht,
dar (s. Abbildung 1). Diese Endothelzellen sind in Blutflussrichtung ausgestreckt und liegen
auf einer Basalmembran und subendothelialen Bindegewebsschicht, der Membrana elastica
interna (Kiithnel 2014). Die Tunica media besteht aus einer Schicht ringformig angeordneter
glatter Muskelzellen, die durch die Membrana elastica interna vom Endothel und durch die
Membrana elastica externa von der Adventitia begrenzt werden (Kiihnel 2014). Die Tunica
adventitia ist das lockere, das Gefdll umgebende Bindegewebe, welches Blutgefilie zur

GefdBwandversorgung und Nerven enthalten kann (Witter et al. 2017).
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Abbildung 1: Querschnitt der Aorta abdominalis (Wistar-Ratte, Eigenprdparat,
VergroRerung: 40x). HE-Farbung. (1) GefaRlumen, (2) Tunica intima, (3) Membrana elastica
interna, (4) Tunica media, (5) Membrana elastica externa, (6) Tunica adventitia.

1.3 Endothelfunktion, Endotheldysfunktion

Das Endothel spielt eine entscheidende Rolle bei der Interaktion zwischen dem Gefa3 und
dem darin flieBenden Blut (Liischer und Barton 1997). Es produziert vasoaktive Mediatoren
und enthélt verschiedene gefaBtonusregulierende Rezeptoren. Diese Rezeptoren aktivieren
Endothelzellen, die wiederum weitere Mediatoren ausschiitten (Mombouli und Vanhutte
1999). Vane beschreibt, dass die Endothelzellen durch Interaktion mit weillen
Blutkorperchen, Thrombozyten, Plasmabestandteilen oder aber durch
Blutdruckverdnderungen zur Sekretion angeregt werden (Vane und Botting 1992). Dadurch
kann die Kontraktion der glatten GefdBBmuskelzellen aktiviert oder inhibiert werden (Gris et
al. 1991). Solche Mediatoren sind z. B. das Endothelin mit vasokonstriktorischem Effekt und
Prostacyclin oder endothelium-derived relaxation factors (EDRF) mit vasodilatatorischem
Effekt (Botting und Vane 1989). Prostazyklin und EDRF, der als Stickstoffmonoxid (NO)
identifiziert wurde und von der NO-Synthase aus Arginin gebildet wird, inhibieren zusédtzlich

die Thombozyten- und Leukozytenaggregation und —adhdsion (Vane und Botting 1992;
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Warner 1996). Das Endothel ist somit ein komplexes Organ mit seinen drei
Hauptmediatoren: Endothelin, Prostazyklin und tissue-plasminogen activator (tPA), das nicht
nur an der Geféltonusregulation sondern auch an der Endothelpermeablitét, Blutkoagulation,
Leukozyten- und Thrombozyten- Reaktivitit, Hemmung der GefdBmuskelproliferation,
Fibrinolyse, Angiogenese und Phagozytose beteiligt ist (Thiemermann 1991; Gryglewski
1995). Endothelfunktionstorungen sind mit kardiovaskuldren Erkrankungen und
Artherosklerose assoziert (Cahill und Redmond 2016). Es kommt zu funktionellen und
morphologischen Verdnderungen des Endothels mit erhohter Permeablitit und
Thrombogenitit sowie Interaktionen zwischen den Blutzellen (Faggiotto et al. 1984). Eine
intakte Endothelschicht ist somit fiir die GefdBfunktion von grofer Bedeutung. Eine
unversehrte Intima kann folglich bei GefaBtransplantationen mit einem besseren Outcome
einhergehen (Adcock et al. 1984). Daher hat der Schutz des Endothels und damit der Intima

wihrend einer Lagerung hochste Prioritét.

1.3.1 Intimahyperplasie

Endothelzellen spielen eine wichtige Rolle bei der Entwicklung von Intimahyperplasie
(Schwartz et al. 1990). Im Rahmen einer Manipulation an der GefdBwand z. B. durch eine
Angioplastie oder Bypassoperation kommt es zwangsldufig zur Endothelverletzung (Ip et al.
1990). Dies fiihrt im weiteren Verlauf zur Migration und Ablagerung der glatten
GefaBmuskelzellen von der Media in die betroffene Intimaregion (Dilley et al. 1992; Newby
und Zaltsman 2000). Durch die Ablagerung von glatten GefdBmuskelzellen und Fibroblasten
in der Intima kommt es zu einer GefdaBlumenreduktion (Geary et al. 1994; Zubilewicz et al.
2001). Diese Intimaldsionen entstehen liblicherweise innerhalb der ersten sechs Monate nach
einem Eingriff und konnen spiter nach Thrombenablagerungen arteriosklerotische Plaques
verursachen (Clagett et al. 1986). Infolge dieser Ablagerungen kann es zu einer

GefédBokklusion und damit einem Bypassversagen kommen (Davies und Hagen 1994).

1.3.2 Arteriosklerose

Endothelverletzungen fiihren infolge des Heilungsversuchs zu einem Prozess, der
Arteriosklerose verursachen kann (Ross und Harker 1976). Es kommt dabei zunédchst zu

einem lokalen Endothelverlust, Freilegung des subendothelialen Gewebes sowie
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Plattchenadhédsion. Durch Interaktion zwischen Thrombozyten, Endothelzellen und
subendothelialer Schicht sezernieren die Thrombozyten platelet-derived growth factor
(PDGF), der die Desoxyribonukleinsdure(DNA)-Synthese, die Proliferation der glatten
GefaBmuskelzellen sowie der Fibroblasten (Ross 1979; Ross et al. 1977) induziert. Die
glatten Muskelzellen produzieren und sezernieren wiederum Kollagen, Elastin und
Proteoglykane als Bestandteile der atheromatdsen Plaques (Munro und Cotran 1988).
Chronische Hyperlipiddmie kann dabei verantwortlich fiir die Endothelschiddigung sein (Ross
und Harker 1976). Weitere Risikofaktoren wie z. B. Rauchen, arterielle Hypertonie oder
Infektionen konnen ebenfalls ursdchlich fiir diesen Schaden sein (Harker et al. 1981).
Hyperlipiddmie selbst kann aber auch ohne weitere Risikofaktoren durch Invasion der
Monozyten und Makrophagen in die Zellwand (Campbell und Campbell 1989) und
Ablagerung der Lipoproteine in der Intima (Moore 1985) zur Entstehung der atheromatdsen

Plaques beitragen.

1.4 Gefallkonservierung

1.4.1 Kaltlagerung

Die ersten Versuche einer isolierten Organkonservierung und Organperfusion wurden bereits
Mitte bis Ende des 19. Jahrhunderts unternommen. Loebel 1849 und Langendorf 1895
gehorten zu den Vorreitern auf diesem Gebiet. Lindbergh und Carrel beschrieben Anfang des
20. Jahrhunderts erstmalig eine Kaltlagerung der Organe und entwickelten eine
Perfusionsapparatur (Mouzas 1967). Mitte des 20. Jahrhunderts wurden in der ehemaligen
UdSSR Transplantationen von Extremititen und Nieren durchgefiihrt, die zuvor bei 2- 4 °C
kaltgelagert waren (Lapchinsky 1960). 1967 etablierten Belzer und seine Kollegen eine
kontinuierliche Maschinenperfusion mit University-of-Winsconsin-Losung und konnten
damit eine verldngerte Konservierung der Nieren und in den folgenden Jahren Leber und
Pankreas erreichen (Belzer und Southard 1988). Collins et al. beschrieben 1969 die einfache
Kaltlagerung zur Organkonservierung in einer von ihnen zusammengesetzten Ldsung,
genannt ,,Collins solution® (Collins et al. 1969). Die einfache Anwendung dieser Methode
fiihrte dazu, dass diese von vielen Transplantationszentren weltweit libernommen wurde

(Belzer und Southard 1988). Perfusionslagerung beinhaltet eine kontinuierliche Infusion einer
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kalten Konservierungslosung durch das entnommene Organ (Wicomb et al. 1982). Zahlreiche
experimentelle Studien haben bisher die Uberlegenheit dieser Methode gegeniiber der
einfachen Kaltlagerung in einer Konservierungslosung gezeigt (Qayumi et al. 1991; Nutt et
al. 1992). Dennoch ist die einfache Kaltlagerung heute in der Klinik weit verbreitet.

Hypothermie soll die Stoffwechselprozesse in der Zelle verlangsamen und einem
Substratmangel entgegenwirken (Buckberg 1991). Neuere Untersuchungen zeigen jedoch,
dass Kaltlagerung selbst zu einem Endothelschaden fiihren kann (s. Abbildung 2). Diese
kélteinduzierte Endothelschiddigung wird durch oxidative Wirkung von Eisen verursacht

(Wille et al. 2008; Zatschler et al. 2009; Radovits et al. 2008).

Hypothermie 0-4 °C

$

v

Intrazellulares redoxaktives Eisen t

\ 4

Bildung hochtoxischer Radikale t

©

Massive

Zellschadigung

Abbildung 2: Mechanismus der kalteinduzierten eisenabhdngigen Schadigung. (modifiziert
nach Wille et al. 2008)
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1.4.2 Konservierungslosungen, Organprotektionslésungen

Die Zusammensetzung der ersten Konservierungslosungen hatte drei Ziele. Die
Verlangsamung des Metabolismus durch Hypothermie, die Sicherstellung einer physikalisch
und biochemisch lebensfahigen Umgebung fiir das Gewebe sowie die Minimierung des
Reperfusionstraumas (Belzer und Southard 1988). Konservierungslosungen zur Kaltlagerung
werden abhingig von ihrer Natrium- und Kaliumionenkonzentration in intrazelluldre und
extrazellulire Zusammensetzungen eingeteilt (Jahania et al. 1999). Weitere Zusétze und
Puffer, angepasst an die Bediirfnisse einzelner Organe, sollen den Hypothermie- und
Hypoxieschaden gering halten. Die Zellen befinden sich normalerweise in einer
extrazelluliren Umgebung mit hoher Natrium- und niedriger Kaliumkonzentration. Dieses
Verhiltnis wird durch die Natrium- /Kalium-ATPase unter Energie- bzw. ATP-Verbrauch
aufrechterhalten. Wahrend der anaeroben Kaltlagerung und bei fehlender Energie kann dieses
Ionenverhéltnis nicht mehr sichergestellt werden. Natrium und Chlorid durchdringen die
Zellen entlang des Konzentrationsgefilles, gefolgt vom Wasser. Dies fiihrt zu einem
Zellodem (Belzer und Southard 1988; Hochachka 1986). Die Konservierungslosungen
enthalten daher Kolloide, um den osmotischen Druck um die Zelle stabil zu halten und somit
einer Odembildung entgegenzuwirken. Wihrend der Ischimiezeit ist zusitzlich die anaerobe
Glykolyse stimuliert. Es kommt zu einer vermehrten Laktatbildung, die nicht nur zu einer
Zellschdadigung, sondern auch Makrophagenaktivierung fithren kann. Dies kann wiederum
eine Zytokinausschiittung und schlieBlich eine inflammatorische Reaktion zur Folge haben
(Jahania et al. 1999). Mittels Pufferzugabe wie Natriumbicarbonat, Magnesiumsulfat oder
Histidin in die Konservierunglosung kann die Lactatdehydrogenase und somit die
Laktatbildung gedrosselt werden. Die angesammelten anaeroben Metaboliten bilden
schlieBlich wihrend der Reperfusion mit wiederhergestellter Sauerstoffversorgung freie
Sauerstoffradikale (Rauen und de Groot 2004). In der Gefal3- sowie Koronarchirurgie werden
Gefaltransplantate kurzzeitig in der kalten physiologischen Kochsalzldsung, im autologen,
heparinisierten Vollblut oder in Ringerlosung konserviert (Desai et al. 2007; Schaeffer et al.
1997). Ziel ist dabei, eine Endothelaktivierung mit resultierender chronischer Inflammation
und schlieBlich einen Gefdlverschluss zu verhindern (Schaeffer et al. 1997). Zahlreiche In-
vitro- sowie tierexperimentelle Studien zeigen jedoch keine eindeutige Uberlegenheit von
heparinisiertem  Vollblut  gegeniiber der 0,9%igen  Natriumchloridlésung  zur
GefaBBkonservierung (Tsakok et al. 2012). Ferner konnte in mehreren Studien gezeigt werden,

dass keine der beiden Losungen einen ausreichenden Endothelschutz gegen kalte Ischimie
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und warme Reperfusion bieten kann (Veres et al. 2015; Wilbring et al. 2011). Alternativ
werden auch Konservierungslosungen, die aus der Transplantationschirurgie bekannt sind,
verwendet (Abrahamse et al. 2002). Zatschler konnte zeigen, dass die Histidin-Tryptophan-
Ketoglutarat-Losung (HTK) nicht zur langeren Gefalkonservierung geeignet ist (Zatschler et
al. 2009). Auch die University-of-Wisconsin-Solution konnte einen erheblichen
Endothelschaden nicht verhindern (Wille et al. 2008). Um den Erfordernissen der
Gefédlprotektion gerecht zu werden, entwickelte die Gruppe um Wille und Rauen 2008 auf
dem Boden der HTK-Losung mit weiteren Zusétzen zur lingeren GefdBkonservierung die

neue Gefalprotektionslosung TiProtec®.

1.4.3 TiProtec®

Die auf der Basis von der Histidin-Tryptophan-Ketoglutarat-Losung (HTK) und
modifizierten HTK-N hergestellte TiProtec®-Losung ist speziell zur Gefallkonservierung
weiterentwickelt worden. Der darin enthaltene lipophile Eisenchelator LK 614 bindet
intrazelluldres Eisen (Wille et al. 2008). Dadurch wird verhindert, dass durch die
Kaltlagerung eisenabhédngige Sauerstoffradikale entstehen und zur Zellschidigung fiihren.
Hohe Kalium- und Chloridkonzentrationen erwiesen sich giinstig zur Endothelprotektion, so
dass beide Substanzen in TiProtec® hoher dosiert enthalten sind (Wille et al. 2011; Zatschler
et al. 2009). Aminosduren Glycin und Alanin sollen die Porenbildung an der Zellwand und
damit den Natriumeinstrom in die Zelle verhindern (Rauen und de Groot 2004). N-
Acetylhistidin wurde bevorzugt bei fehlender Toxizitdt im Vergleich zum Histidin (Rauen et
al. 2007). Glukose hat sich fiir die glykolytisch hoch aktiven Endothelellen als nutzvoll
erwiesen (Mertens et al. 1990). SchlieBlich wirkte sich der saure PH-Wert von 7,0 positiv auf
die Zellvitalitit (Nishimura et al. 1998) aus. Die positive Auswirkung von TiProtec® auf die
Endothelfunktion konnte bisher in einigen In-vitro-Studien gezeigt werden (Zatschler et al.

2009).

1.4.4 Natriumchlorid (NaCl)

Verwendung findet die plasmaisotone Natriumchloridlosung in der Klinik als hédufig
eingesetzte Infusionslosung (Krotkiewski 2015). Sie beinhaltet im Vergleich zum Blutserum
einen hohen Anteil an Chloridionen. Dadurch kann sie unter Umstinden zu einem

Chloridiiberschuss im Blut fithren (Lobo und Awad 2014). Eine hyperchlordmische
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metabolische Azidose wire die Folge (Dombre et al. 2016). Ferner kann ihre Verwendung
mit einem akuten Nierenversagen assoziiert sein (Young et al. 2015). Auch die
Natriumkonzentration der isotonen NaCl ist relativ hoch. Da jedoch im Blut weitere geladene
Teilchen vorhanden sind, kommt es zu keiner Elektrolytverschiebung zwischen dem Intra-
und Extrazellularraum. Pur oder heparinisiert wird die Natriumchloridlosung auch fiir
kurzzeitige Konservierung von frisch entnommenen Gefdllen in der kardiovaskuldren

Chirurgie verwendet (Schaeffer et al. 1997).

1.4.5 Histidin-Tryptophan-Ketoglutarat (HTK)

HTK wurde in den 1970ern von Bretschneider beschrieben (Bretschneider et al. 1975). Es
handelt sich dabei um eine kristalloide Losung mit niedriger Natrium- und
Kalziumkonzentration. Eine hohe Histidinkonzentration dient als Puffer, um der Azidose
durch angesammelte anaerobe Metaboliten wihrend der Ischdmiezeit entgegenzuwirken.
Ketoglutarat verbessert die ATP- Bildung wihrend der Reperfusion. Tryptophan stabilisiert
die Zellmembran, Mannitol reduziert die Zellédementstehung und neutralisiert die freien
Radikale (Bretschneider 1980). Custodiol® hat auch bei niedrigen Temperaturen eine
niedrige Viskositdt. Dies erlaubt hohe Flussraten bei der Organperfusion und ermdglicht
damit eine schnelle Kiihlung des Organs (Kohler Chemie 1999). Vor allem in der
Kardiochirurgie ist HTK besonders attraktiv, da eine einzige Dosis einen ausreichenden
Myokardschutz von iiber drei Stunden bieten soll (Bretschneider 1980; Gebhard et al. 1984).
Diese urspriinglich in der Kardiochirurgie weit verbreitete Losung zur Kardioplegie ist auch
in der Transplantationsmedizin zur Konservierung, Perfusion und Spiilung von Herz, Leber,
Niere und Pankreas zugelassen und in Europa weit verbreitet (Reichenspurner et al. 1993;

Holscher und Groenewoud 1991).

1.4.6 Kryokonservierung

Fehlen bei kardiovaskuldren Eingriffen oder im Rahmen von Transplantationen autologe
Gefidlle, kommen Homografts von einem fremden Spender aus Gewebebanken infrage. Es
handelt sich dabei meist um Proben von einem toten Spender bei einer Multiorganentnahme.
Nach der europédischen Geweberichtlinie 2004 sind dabei vorab Mallnahmen und Standards

fiir die Spende, Beschaffung, Testung, Verarbeitung, Konservierung und Lagerung der
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Gewebeproben vorgeschrieben (Richtlinie (EU) 2015/566 2015). Nach dieser Richtlinie
diirfen nur sterile Transplantate eingesetzt werden. Die Gefd3e miissen daher nach Entnahme
antibiotisch behandelt und auf Krankheitserreger getestet werden (Ebner et al. 2011). Nach
Durchlaufen der vorgeschriebenen Sterilisierung, die mehrere Tage in Anspruch nimmt,
werden die Blutgefife nach gewebe- und zentrumspezifischen Protokollen bearbeitet und bei
Temperaturen um -190 °C tiefgefroren. Das Protokoll gibt z. Bsp. vor, welches
Kryoprotektivum das Gewebe umgeben soll. Auch die Ein- und Auftaugeschwindigkeit wird
festgelegt. Dabei wird das Gefdll z. B. um -1 °C/min auf ca. -70 °C gekiihlt und in fliissigen
Stickstoff tiberfiihrt (Miiller-Schweinitzer 2009; Ramos et al. 2014). Der Zellstoffwechsel
wird bei diesen Temperaturen komplett heruntergefahren. Ziel ist dabei, das GefdBl mit
moglichst erhaltener Struktur und Funktion unbegrenzt haltbar zu machen (Miiller-
Schweinitzer et al. 1997). Die Verwendung von kryokonservierten Homografts bringt aber
einige Probleme mit sich. Degenerative Verdnderungen der explantierten Homografts
konnten histopathologisch nachgewiesen werden. Auch Rupturen und Pseudoaneurysmen
werden beschrieben (Bustamante et al. 2009). Bisdas et al. konnten im Rahmen der
postoperativen Kontrolle nach ABO-inkompatiblen Homograftimplantation einen CRP-
Anstieg als eine friihe Immunantwort zeigen (Bisdas et al. 2011). Rendal-Vazquez et al.
beschreibt eine ausgeprigte GefdBwandfibrose und Intimaverdickung, die durch eine
Immunreaktion verursacht sind (Rendal-Vazquez et al. 2012; Vogt et al. 1999). Eine
Lymphozyteninfiltration als immunologische Reaktion konnte auch in Tierversuchen

nachgewiesen werden (Neves et al. 1997).
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1.5 Fragestellung dieser Arbeit

Ziel dieser experimentellen Arbeit ist die vergleichende Untersuchung von
langzeitkonservierten  Rattenaorten in Natriumchlorid, HTK (Custodiol-N®) oder der
neueren GefaBBkonservierungslosung TiProtec®. Hierbei wurde bewusst eine sehr lange
Ischimiezeit gewdhlt, um den protektiven Effekt sicher zeigen zu koénnen. Anhand
morphologischer  Untersuchung, Funktionsmessung und immunhistochemischer

Untersuchung der Aortensegmente sollen folgende Fragen beantwortet werden:

- Welche Verdnderungen der Endothelschicht sind zeitabhéngig nachweisbar?
- Kommt es zu Funktionseinschrankungen nach einer langen Konservierung?

- Gibt es eine immunhistochemische Korrelation zu den morphologischen und
funktionellen Verdnderungen?

- Bietet TiProtec® als GefdBkonservierungsmedium einen besseren Schutz fiir Gefa3e?

- Konnen die Ergebnisse dieser tierexperimentellen Studie auf humane Gefil3e
iibertragen werden
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien, Medikamente

Acetycholine chloride
Aqua bidestillata

Aqua destillata

Aqua Spiilldsung
Buprenorphin Temgesic® 0,3mg/ml
Calciumchlorid
Chloralhydrat
Chloroform
Citronensdure
D(+)-Glucose wasserfrei
Eisessig

Entellan

Eosin

Ethanol

Formalin

Isofluran

Héamatoxylin kristallisiert

Heparin

Materialien und Methoden

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Serag-Wiessner, Naila, Deutschland

Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland

Braun, Melsungen, Deutschland

Remedix, Koblenz, Deutschland

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck Emprove, Darmstadt, Deutschland

Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland

ABBOTT GmbH, Wiesbaden, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Rotexmedica, Trittau, Deutschland
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Histidin-Tryptophan-Ketoglutarat

(Custodiol-N®)

Indometacin

Kalialaun

Kaliumchloridldsung

Magnesiumchlorid

Natriumchlorid

Natriumhydrogencarbonat

Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat

Natrium-Jodat

Natriumsulfat

Nitroprussid-Natrium

Novaminsulfon 500 mg/ml

Phenylepinephrin

Paraffin

Sauerstoff

Tiprotec®

Xylol

Materialien und Methoden

Kohler Chemie, Bensheim, Deutschland

Sigma, Steinheim, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma, Steinheim, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Ratiopharm, Ulm, Deutschland

Sigma, Steinheim, Deutschland

Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland

Air Liquide, Diisseldorf, Deutschland

Ko6hler Chemie, Bensheim, Deutschland

Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland
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2.1.2 Losungen

Krebs-Henseleit-Losung:
6,785 g NaCl, 0,373 g KCl, 0,244 g MgCl 2x6 H:20, 0,170 g Na:SOs, 0,276 g NaH2PO42H:0,
1,8 g Glucose, 1,7 g NaHCOs3, 250 ul 1M CaCl: auf 1 Liter Aqua destillata aufgefiillt.

Mayers saures Hamatoxylin:

1 g Hamatoxylin kristallisiert wurde in 750 ml Aqua bidest. gelost, 0,2 g Natrium-Jodat, 50 g
Kalialaun, 50 g Chloralhydrat, 1 g Citronensdure hinzugefiigt und auf 1000 ml mit Aqua
bidestillata Aufgefiillt

Histidin-Tryptophan-Ketoglutarat (HTK), Custodiol® (Kohler Chemie, Bensheim),

Zusammensetzung in 1000ml:

Substanz mg mmol
Natriumchlorid 0,8766 15
Kaliumchlorid 0,671 9
Magnesiumchlorid x 6 H20 0,8132 4
L-Histidinchlorid x H20 3,7733 18
L-Histidin 27,9289 180
Tryptophan 0,4085 2
Mannitol 5,4651 30
2- Oxoglutarsédure 0,146 1
Calciumchlorid x 2 H20 0,0022 0,015

Der pH-Wert liegt bei 25 °C bei 7,02 - 7,20. (Die Osmolalitat betragt 310 mosmol/kg.)
Die fertig gelieferte Custodiol ist in Glasdurchstechflaschen zu 500 ml oder 1000 ml oder in
Kunststoffbeutel zu 1000 ml, 2000 ml oder 5000 ml erhéltlich.
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TiProtec® (Kohler Chemie, Bensheim), Zusammensetzung in 1000 ml:

Substanz mg/l
L- Asparaginséure 690
Deferoxamin 50
~Deferoxamin mesilat 53
L- Tryptophan 420
Natriumchlorid 850
Magnesiumchlorid 6-Wasser 169
Kaliumchlorid 564
L-Alanin 460
Dinatrium-Hydrogenphosphat 150
Glucose wasserfrei(Zusatz) 180
~Glucose 1-Wasser(Zusatz) 198
Calciumchlorid 2-Wasser 1
Glycin 780
2-Oxoglutarséure 300
Acetylhistidin 1-Wasser 671n
N-Hydroxy-3-4-dimethoxy-N-methylbenzamid 3,5

Erhéltlich ist TiProtec® in Kunststoffbeuteln zu 100 oder 500 ml. Die mitgelieferte 3,7 ml

oder 18,5 ml Glukoseldsung soll vor Gebrauch hinzugefiigt werden.
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Herstellung der Stocks von Acetylcholi, Nitroprussid, Phenylephrin:

Acetylcholin
0,54498 g Acetylcholin-Chlorid geldst in 30 ml Aqua destillata, Konzentration 0,1 mol/l

Nitroprussid
0,148975 g Sodium-Nitroprussid gelost in 50 ml Aqua destillata, Konzentration 0,01 mol/l

Phenylepinephrin
0,016721 g Phenylephrin geldst in 10 ml Aqua destillata, Konzentration 0,01 mol/I

Nach Herstellung von Stocklosungen wurden die jeweiligen Verdiinnungsreihen schrittweise
wie folgt fertiggestellt:

Durch Zugabe von 10 ul Acetylcholin mit der Konzentration 1x10"'mol/l in 990 pl KHS
konnte eine Verdiinnung mit der Endkonzentration 1x10” mol/l bereitgestellt werden. Die

folgende Tabelle zeigt die gesamte Verdiinnungsreihe:

Tabelle 2: Verdiinnungsreihe Acetylcholin (Ach)

Endkonzent. Ach mol/l V gesamt pl V KHS ul V Ach pul (r:nAof/lll
1x10° 1000 990 10 1x10™
1x10* 1000 900 100 1x107
1x10° 1000 900 100 1x10*
1x10° 1000 900 100 1x10°
1x107 1000 900 100 1x10°
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Durch Zugabe von 50 pl Sodium-Nitroprussid mit der Konzentration 1x10? mol/l in 450 pl
KHS konnte eine Verdiinnung mit der Endkonzentration 1x10° mol/l bereitgestellt werden.

Die folgende Tabelle zeigt die gesamte Verdiinnungsreihe:

Tabelle 3: Verdiinnungsreihen Sodium-Nitroprussid (SNP)

Endkonzen. SNP mol/l V gesamt pl V KHS pl V SNP ul cmscﬁl/lla
1x107 500 450 50 1x107
1x10* 500 450 50 1x107
1x107 500 450 50 1x10*
1x10°¢ 500 450 50 1x10°
1x107 500 450 50 1x10°

Durch Zugabe von 100 pl Phenylephrine mit der Konzentration 1x10” mol/l in 900 ul KHS
konnte eine Verdiinnung mit der Endkonzentration 1x10° mol/l bereitgestellt werden. Die

folgende Tabelle zeigt die gesamte Verdiinnungsreihe:

Tabelle 4: Verdiinnungsreihe Phenylephrine (PE)

Endkonz. PE mol/l V gesamt pl V KHS ul V PE ul ¢ PE mol/l
1x10° 1000 900 100 1x107
1x10* 1000 900 100 1x10°
1x10° 1000 900 100 1x10*
1x10° 1000 900 100 1x107
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2.1.3 Gerate, Software

Analysis 3.2
Einbettautomat
Fotokamera
Isofluran-Verdampfer
Kiihlschrank

Kiihlplatte

LabView 6.0

Lichtquelle KL 1500
Mikroskop BH 2

Pinzette

Pipetten

Schlittmikrotom SM 2000R
Thermokoagulationsgerit
Timer

Vortexmischer

Waage

Wiérmeplatte

Wasserbad

Wirmeschrank

Materialien und Methoden

Soft imaging System, Miinster, Deutschland
Leica, Wetzlar, Deutschland

Olympus 4.1, Tokio, Japan

Dréger, Liibeck, Deutschland

Liebherr, Kirchdorf, Deutschland

Leica, Wetzlar, Deutschland

National Instruments, Austin, USA
Schott, Mainz, Deutschland

Olympus, Tokio, Japan

Dumont, Montignez, Schweiz
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Leica, Wetzlar, Deutschland

Erbe, Tiibingen, Deutschland

TFA Dostmann, Wertheim, Deutschland
Scientific Industries, New York, USA
Sartorius, Gottingen, Deutschland
MEDAX Nagel, Kiel, Deutschland
Lauda, Konigshofen, Deutschland

Memmert, Schwabach, Deutschland
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2.1.4 Verbrauchsmaterialien

Material Hersteller

Mikrotom-Blades S35 Feather, Osaka, Japan

Nylon 8/0 Serag Wiessner, Naila, Deutschland
Objekttrager Menzel, Braunschweig, Deutschland
Safe lock tubes Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Spritzen B. Braun, Melsungen, Deutschland
Vicrly 4/0 Ethicon, Norderstedt, Deutschland

2.2 Methoden

2.2.1 Tierzucht,Tierbehandlung

Alle im Rahmen dieser Studie durchgefiihrten Tierexperimente wurden nach Uberpriifung
durch die Ethikkommission der Universititsmedizin Gottingen genehmigt (Tierschutzantrag
G 79/09). Als Versuchstier wurde die Wistar-Ratte ausgewdhlt. Diese ist fiir chirurgische
Versuche gut geeignet, und es bestehen sowohl in unserer Einrichtung als auch weltweit sehr
gute Erfahrungen. Um hormonbedingte Einfliisse auf das Versuchsergbenis zu vermeiden,
wurden die Tierversuche an 8 Wochen alten ménnlichen Ratten durchgefiihrt. Die Tiere
waren vor den geplanten Eingriffen klinisch gesund und hatten ein Durchschnittsgewicht von
circa 250-300 g. Auf eine artgerechte Haltung wurde stets geachtet. Die
Versuchsbedingungen wurden zuvor exakt definiert und bei jedem Versuch eingehalten. Die

perioperative Uberwachung der Tiere erfolgte durch die Tierpfleger vor Ort.

2.2.2 Explantation der Aortentransplantate

Das Tier wurde durch eine hohe Dosis Isofluran in eine tiefe Narkose versetzt. Als
Thromboseprophylaxe wurde 300 pl Heparin (300 IE) subcutan gespritzt. Zusétzlich ist 0,1
mg/kg Korpergewicht Temgesic® subcutan zur Analgesie verabreicht worden. Das Fell
wurde mittels eines elektrischen Rasierapparates zur besseren Ubersicht entfernt. Die

Desinfektion der Haut erfolgte mit Octenisept. AnschlieBend wurde das Abdomen erdffnet.
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Wihrend des Eingriffes erhielt das Tier kontinuierlich geringe Mengen Isofluran, gemischt
mit Sauerstoff, zur Aufrechterhaltung der Narkose. Die folgenden Arbeitsschritte wurden
mithilfe eines binokularen Lichtmikroskops mit einer Vergrosserung von 16x durchgefiihrt.
Bei der Priparation kamen feine Dumont- Pinzetten und feinchirurgische Federscheren zum
Einsatz. Das Gefdl wurde moglichst nur an der Adventitia beriihrt. Nach Umlagern des
Darmes zu einer Seite konnte nun auch das Retroperitoneum stumpf freiprapariert und das
diinne Bindegewebe zwischen der Aorta abdominalis und Vena cava inferior gelost werden.
Vor Entnahme der infrarenalen Aorta abdominalis wurden zundchst die Lumbalarterien
moglichst distal mit bipolarem Strom koaguliert. AnschlieBend ist die Aorta distal der
Nierenarterien sowie kurz vor der Aortenbifurkation mit je einer Bulldog-Klemme
abgeklemmt und die Aorta proximal sowie distal durchtrennt worden. Danach wurde die
Aorta mit Heparin-NaCl-Losung freigespiilt. Die Explantate hatten eine Durchschnittslinge
von ca. 10 mm und konnten spéter fiir eine Implantation verwendet werden. Die frisch
entnommenen Aortenringe wurden in Eppendorf-Safe Lock Tubes mit entsprechender auf 4
°C vorgekiihlter Versuchslosung (NaCl, HTK oder TiProtec®) bis zur weiteren Verarbeitung
auf FEis gehalten. Zur Ermittlung der Normwerte bei der Funktionsmessung und
Proliferationsbestimmung untersuchten wir frisch entnommene Aortenringe ohne
vorausgehende Lagerung als Baseline-Gruppe (s. Abbildung 3). Die hierzu entnommenen
Aortenringe wurden in Eppendorf-Safe Lock Tubes mit vorgekiihltem (4 °C) Krebs-
Henseleit-Puffer platziert und bis zur weiteren Verarbeitung auf Eis gehalten. Die Testung
dieser ,,gesunden Aortensegmente sollte uns erwartungsgemif3 Normwerte liefern. Anhand
dieser Normwerte konnte das Proliferationsverhalten und der mogliche Funktionsverlust der
Testgefdlle bestimmt und verglichen werden. Die Donortiere wurden unter tiefer Narkose

durch eine Durchtrennung der zentralen Gefal3e getotet.

24



Materialien und Methoden

Explantation Lagerung Implantation Explantationnach Funktionsmessung & Histologie
2 Wo 8 Wi 3
. = o . [
g / =
(P aWo (> 16 Wo e
g — — | HK l S Al "
2Wo 26 Wo
— [ | = e
~
Wistar Ratte, Infrarenale Konservierungs- Wistar Ratte, Infrarenale

&, 300-350g Ao. l6sungen &, 300-350g Ao.

Aorta der Kontrolltiere (Base Line)

Abbildung 3: Ubersichtsschema des Tierversuchsablaufs.

2.2.3 Lagerung

Die Baseline-Gruppe ausgenommen, wurden alle Versuchsgefile in der jeweiligen
Testlosung fiir 2 Wochen gelagert (s. Abbildung 3). Die Aortenexplantate wurden in einem
Eppendorf- ,,.Safe Lock Tube“ bei 4 °C im Kiihlschrank aufbewahrt. Die zwei Milliliter
groflen Eppendorf-Gefidlie enthielten 1,5 ml NaCl, HTK oder TiProtec® und iiberdeckten das
Aortenstiick komplett.

2.2.4 Implantation der Aortentransplantate

Nach einer vorausgehenden zweiwdchigen Aufbewahrung der Aorta abdominalis-Segmente
in NaCl, HTK oder TiProtec® wurden diese in die Aorta abdominalis der Empféngertiere
implantiert (s. Abbildung 3). Die Operationsvorbereitung gestaltete sich wie unter 2.2.2
beschrieben. Um eine Auskiihlung des Tieres zu vermeiden, fiihrten wir den Eingriff auf
einer Wirmeplatte, die auf 37 °C eingestellt war, durch. Auf die Augen wurde Bepanthen®
Augensalbe aufgetragen, um eine Austrocknung beim Eingriff zu verhindern. Der Darm
wurde mit einer warmen sterilen NaCl-getrinkten Kompresse bedeckt und nach auflen
(rechts) gelagert. Damit sollte ein Volumenverlust und Auskiihlung des Tieres verhindert
werden. Die Aorta musste anschlieend sehr vorsichtig mit Hilfe von in NaCl getrdnktem
Wattestdbchen vom umliegenden Bindegewebe und der Vena cava befreit werden. Auch das
Retroperitoneum konnte auf gleicher Art stumpf freiprépariert und das diinne Bindegewebe
zwischen der Aorta abdominalis und der Vena cava inferior gelost werden. Die infrarenale
Aorta abdominalis wurde an einem Abschnitt moglichst ohne Seitendste/Lumbalarterien

préapariert und abgesetzt. Anschliefend ist die Aorta distal der Nierenarterien sowie kurz vor
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der Aortenbifurkation mit je einer Bulldog-Klemme abgeklemmt und die Aorta proximal und
distal durchtrennt sowie ein Segment der Aorta entfernt worden. Nun wurde das zuvor
gelagerte Aortensegment aus der jeweiligen Konservierungslosung entnommen und als
Interponat in die Aorta abdominalis implantiert, wobei es proximal und distal mit einer 8.0-
Prolene-Naht in Einzelnahttechnik anastomosiert wurde. Nach Entliiftung vor der letzten
Naht konnten die Bulldog-Klemmen zunéchst distal dann proximal entfernt werden. Nach
Kontrolle auf Bluttrockenheit wurde der Darm in den Bauchraum zuriickgelagert und die
Bauchdecke schichtweise mittels Fasziennaht und Hautnaht mit 2.0-SH-Vicryl verschlossen.
Die Narkosezufuhr wurde gegen Ende der Operation langsam reduziert und schlieBlich ganz
beendet. Alle Tiere wurden postoperativ in einen Einzelkdfig unter milder Warmelampe
gebracht. Dem Trinkwasser ist in den folgenden Tagen 1,3 mg/ml Novaminsulfon
hinzugefligt worden. Zusitzlich erhielten die Tiere bis zum 3. postoperativen Tag 0,1 mg/kg
KG Temgesic® zweimal téglich und 300 IE Heparin subkutan einmal téglich. Der
Gesundheitszustand der Tiere unterlag téglichen klinischen Kontrollen. Die Aortenimplantate
blieben 8, 16 oder 26 Wochen im Empfingertier und wurden danach zur weiteren

Verarbeitung und Untersuchung explantiert (s. Abbildung 3).

2.2.5 Explantation der Aortenpraparate aus Empfanger

Nach jeweils 8, 16 oder 26 Wochen folgte die Explantation der zuvor implantierten
Aortensegmente aus Empfangertieren (s. Abbildung 3). Der Eingriff erfolgte ebenfalls unter
Isofluran-Narkose und Gabe von 0,1 mg/kg KG Temgesic®. Die Haare im Bereich der
Bauchwunde wurden trocken rasiert und mit einer nassen Kompresse entfernt. Nach
Desinfektion der Bauchregion mit Octenisept® wurde die Bauchdecke mit einer scharfen
Schere median erdffnet. Der Darm wurde nach auBlen gelagert und die Aorta vorsichtig
stumpf freiprépariert. Durch Abklemmen der Aorta proximal oberhalb und distal unterhalb
der Anastomosenndhte konnte das Aortentransplantat mit einer scharfen Schere exzidiert
werden. Direkt nach Explantation erfolgte die Teilung des Aortenstiickes in 3 Teile. Das
proximale und distale Stiick wurde zur HE-Fiarbung und immunhistochemischen
Untersuchung verwendet. Das mittlere Stiick nutzten wir zur Funktionsmessung, die direkt
nach Explantation stattfand. Die Tiere wurden durch Durchtrennung der zentralen Gefille

unter tiefer Narkose getotet.
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2.3 Funktionsmessung

2.3.1 Versuchsapparatur

In einem Organbad (mit Krebs-Henseleit-Puffer) wurde das Kontraktions- und
Dilatationsverhalten der Aortenringe gemessen (s. Abbildung 4). Die Versuchsapparatur
bestand aus zwei Teilen. Ein 10 ml fassendes Organbad mit zwei seitlich angebrachten Haken
war an einem doppelwandigen Glasbehélter angeschlossen. Dieser Glasbehélter enthielt 50
ml KH-Puffer und wurde mit einem Thermostat auf 37 °C aufgewédrmt. Jeweils ein
Aortenring wurde zwischen den gegeniiber befindlichen Haken im Organbad eingespannt und
von Krebs-Henseleit-Puffer aus dem Glasbehdlter umspiilt. Eine Pumpe hielt den
kontinuierlichen Fluss bzw. den Kreislauf aufrecht, indem die Fliissigkeit mit einer
Absaugvorrichtung abgesaugt und in den Glasbehilter zuriickgefiihrt wurde. Die Fliissigkeit
innerhalb des Glasbehélters umspiilten wir mit Carbogen (95 % Sauerstoff, 5 %
Kohlendioxid). Der linke Haken konnte mit einer Drehschraube auseinander bewegt werden.
Auf dieser Weise war es mdglich, an den Ringen eine beliebige Spannung zu erzeugen. Z. B.
je weiter die beiden Haken und somit auch der eingespannte Aortenring auseinander bewegt
wurden, desto grofler war die entwickelte Kraft/Spannung. Der rechte Haken war mit einem
Kraftaufnehmer/Transducer verbunden. Das abgeleitete elektrische Signal konnte mit dem
Programm (LabView®) auf einem Rechner als Grafik dargestellt und gespeichert werden.

Parallel konnten zwei Aortenringe gleichzeitig in isolierten Organbéddern untersucht werden

(s. Abbildung 4).
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Abbildung 4: Versuchsapparatur zur Messung des Kontraktions- und Dilatationsverhaltens
der Aortentransplantate. Im Bildausschnitt rechts ist der Transducer dargestellt.

2.3.2 Vorbereitung

Nach 8, 16 und 26 Wochen wurden die Aortentransplantate aus den Versuchstieren
entnommen und der Funktionsmessung zugefiihrt. Zusitzlich erfolgten Messungen an
»gesunden® Kontroll-Aortenringen. Alle Aortenpriparate hatten eine Breite von 1-2mm.
Somit sollten Messfehler und falsch abgeleitete Spannungswerte moglichst vermieden
werden. Jeweils zwei Aortenringe konnten parallel in den beiden isolierten Organbidern
untersucht werden. Die Ringe wurden an den Haken im Organbad angebracht und vor jeder
Messung der Nullpunkt kalibriert. Es wurde zundchst eine Ruhespannung von 0 mN
eingestellt. Die Ringe und auch die beiden Haken befanden sich also in Ruheposition. Nach
einer Eingewohnungsphase von 30 min wurden die Aortenringe durch Auseinanderbewegen
der Haken schrittweise auf eine Spannung von 15 mN + 0,5 mN vorgedehnt. Die Prozedur
dauerte 30 min, gefolgt von 30-miniitiger Aquilibrierung. Es sollte eine moglichst stabile
Spannung von 15 mN erreicht werden. Die weiteren Arbeitsschritte der Untersuchung sind

im Folgenden aufgelistet.

28



Materialien und Methoden
2.3.3 Ablauf

Zur Beurteilung des Kontraktions- und Dilatationsverhaltens der Aortenringe nach einer
langen Kaltlagerung von zwei Wochen in der jeweiligen Konservierungslosung wurden diese
8, 16 oder 26 Wochen nach Implantation einer Funktionsmessung zugefiihrt. Untersucht

wurde dabei die

2.3.4 Rezeptorunabhingige Kontraktion mit Kaliumchlorid
2.3.5 Rezeptorabhingige Kontraktion mit Phenylephrin
2.3.6 Endothelabhédngige Dilatation mit Acetylcholin

2.3.7 Endothelunabhingige Dilatation mit Nitroprussid

Die Baseline- Priparate wurden ohne vorausgehende Konservierung getestet und dienten der

Vergleichbarkeit als Idealwerte.

2.3.4 Rezeptorunabhangige Kontraktion mit Kaliumchlorid (KCI)

Zunichst wurde in das Organbad mit eingespannten Aortenringen 60 mM KCI hinzugegeben.
AnschlieBend konnte durch schrittweise Zugabe von jeweils 20 mM KCI die
Endkonzentrationen von 80, 100 und 120 mM erreicht werden. Die jeweilige maximale
Kraftentwicklung in mN ist nach Erreichen eines konstanten Kraftniveaus aufgezeichnet
worden. Die Untersuchung mit KCI hatte dabei eine deutliche Aussagekraft iiber das zu
erwartende Kontraktions- und Dilatationsverhalten der Aortenringe. Die Erzeugung einer
Kontraktion von iiber 3 mN wies auf eine gute GefiBqualitit hin. Uber Natrium/Kalium-
Transporter gelangen K'-Ionen in die Zelle und fithren gleichzeitig zum Einstrom von
Kalzium-Ionen (Perez und Sanderson 2005). Dies verursacht eine schnelle Aktivierung des
kontraktilen Apparates der Mediamuskulatur und somit eine Gefd8kontraktion. Der iibliche
Mechanismus (beta-adrenerge Rezeptoren, Aktivierung der cGMP- Kaskade und Kalzium-
Einstrom) wird damit iibersprungen. Mit diesem Schritt konnte also getestet werden, ob der
Kontraktionsapparat der jeweiligen Aortenringe intakt ist. Nach Beendigung der Messung
folgte eine mehrfache Spiilung des Organbades und somit der Aortenringe mit Krebs-

Henseleit-Losung, bis die Ruhespannung von 15+ 0,5 mN erreicht war.
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2.3.5 Rezeptorabhangige Kontraktion mit Phenylephrin (PE)

Phenylephrin bindet iiber die Alpha-adrenerge Rezeptoren an die Zelloberfldche und fiihrt zu
einer Kalziumfreisetzung und Kontraktion der glatten Muskelzellen in der Media (Tung et al.
1987; Nigro und Scivoletto 1983). Es wurde eine Dosis-Wirkungs-Kurve in ansteigender
Kontraktion erstellt. Die Endkonzentration im Organbad betrug dabei zwischen 1x10” und
1x10”° mol/L. Die maximal erzeugte Spannung wurde in die Wertung genommen. Nach
Abschluss der Messung erfolgte auch hier eine mehrfache Spiilung der Aortenringe im

Organbad mit KH-Losung bis zum Erreichen einer Ruhespannung von 15+ 0,5 mN.

2.3.6 Endothelunabhangige Dilatation mit Sodium- Nitroprussid (SNP)

Um das Dilatationsverhalten der Aortensegmente beurteilen zu konnen, sind diese zunéchst
mit Phenylephrin (PE) versetzt worden und zwar mit einer submaximalen Konzentration von
90 %. Dabei sollte vermieden werden, dass durch die vorausgehende 100%ige
GefalBkontraktion die Dilatationsfahigkeit der Gefale aufgehoben bzw. negativ beeinflusst
wird. Es wurde also 3x10° mol/l PE hinzugegeben, um anschlieBend die Dosis-
Wirkungskurve mit Nitroprussid zu erfassen. Nitroprussid ist ein Stickstoffmonoxid-Donor
und fiihrt iiber zyklische Guanosinmonophosphat-Freisetzung zu einer Vasodilatation (Ibarra-
Alvarado et al. 2002). Dieser Schritt ist endothelunabhingig, da dieser keine endothelstindige
NO-Synthase bendtigt. Da NO- Verfiigbarkeit gewihrleistet ist, testet man mit Nitroprussid

die Relaxation der Media-Zellen.

2.3.7 Endothelabhangige Dilatation mit Acetylcholin (Ach)

Auch hier wurde zunichst die submaximale Kontraktion mit Pheylephrin bestimmt.
Acetylcholin bindet an die muskarinergen Rezeptoren, die sich an der Endothelzell-
Oberfliache befinden (Furchgott und Zawadzki 1980). Dies fiihrt zum Kalziumeinstrom in die
Endothelzellen. Kalzium bindet an Calmudulin und bewirkt damit die Aktivierung von
Stickstoffmonoxid-Synthase (NO-Synthase) (Berra et al. 2005). Die NO-Synthase bildet
Stickstoffmonoxid (NO) bei der Konversion von L-Arginin in L-Citrullin (Férstermann und
Sessa 2012). NO diffundiert in die GefdBmuskelzellen und induziert die Freisetzung von

zyklischem Guanosin-Monophosphat (¢cGMP) (Rapoport et al. 1983; Forstermann et al.
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1986). cGMP aktiviert die Proteinkinase G, was wiederum die Kalziumkanile schlieB3t. Es

kommt schlieBlich zu einer Vasodilatation durch Kalziummangel.

2.3.8 Messung im Organbad mit Krebs-Henseleit-Puffer

Der frisch aus der Ratte entnommene Aortenring wurde im Krebs-Henseleit-Puffer (KHS)
gespiilt. Die Aortensegmente waren 1-2 mm dick. Anschliefend konnte der Ring unter dem
Lichtmikroskop mit zwei feinen Dumont-Pinzetten an die Haken im Organbad angebracht
werden. Das Organbad wurde mit 37 °C warmer KHS gefiillt und mit Carbogen (Sauerstoff
95 %, Kohlendioxid 5 %) angereichert. Das Gesamtvolumen im Organbad betrug 50ml. Die
eingespannten Aortenringe wurden fiir 30 min. equilibriert. Die Ruhespannung wurde auf 0
eingestellt. Schrittweise tiber 20 min wurden die Aortenringe auf eine Ruhespannung von 15
mN vorgedehnt.Nach dem Erreichen von 15mN folgte eine erneute Equilibrierung von
20min. Es wurde 5 pl einer 0,01 molaren Indomethacin- Losung zu den 50 ml KHS
hinzugefligt und 5 min abgewartet. Auch 3 ml einer 1 molaren Kaliumchlorid- Lésung
wurden zu den 50 ml KHS/Indomethacin (KCl Endkonzentration 60 mM) zugesetzt und 5
min inkubiert. In 3 Schritten wurden jeweils 333 ul KCI hinzugegeben, um eine
Endkonzentration 80 mM, 100 mM und 120 mM zu erreichen. Anschlielend wurde die
KHS/Indo/KCI- Losung mehrfach mit frischer KHS- Losung ausgewaschen bis eine
Ruhespannung von 15 mN erreicht war. Nun wurde eine Dosis-Wirkungs-Kurve mit
Phenylephrin herstellt. Die Verdiinnungsreihe Phenylephrin mit den Konzentrationen 1x107
bis 1x10°® wurde zuvor hergestellt. Nach Zugabe der einzelnen Konzentrationen in das
Organbad wurde die Gleichgewichtseinstellung abgewartet. Die entsprechenden Messwerte
wurden dokumentiert. Die Aortenringe wurden nun mehrfach mit KHS fiir mindestens 30
min lang ausgewaschen bis die Vorspannung von 15mN erreicht war. Es wurden 5 pl einer
0,01 molaren Indomethacin-Losung zu den 50 ml KHS hinzugefiigt und 5 min abgewartet.
Nun wurde die submaximale Kontraktion (90 %) der Ringe mit Phenylephrin (PE) bestimmt;
eine Kontraktion mit PE war notwendig, um anschlieBend das Dilatationsverhalten der
Aortenringe mit Acetylcholin zu messen. Die Verdiinnungsreihe Acetylcholin mit den
Konzentrationen 1x10™" bis 1x107 wurde zuvor hergestellt. Nach Zugabe der einzelnen
Konzentrationen in das Organbad wurde die Gleichgewichtseinstellung abgewartet. Die
entsprechenden Messwerte wurden dokumentiert. Zwischen den Schritten wurde 10 min

Einwirkzeit eingehalten. Die Aortenringe wurden nun mehrfach mit KHS fiir mindestens 30
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min ausgewaschen bis die Vorspannung von 15 mN erreicht war. Es wurde 5 pl einer 0,01
molaren Indomethacin-Losung zu den 50ml KHS hinzugefiigt und 5 min inkubiert. Nun
wurde erneut die submaximale Kontraktion (90 %) der Ringe mit PE bestimmt; eine
Kontraktion mit PE war notwendig, um anschlieBend das Dilatationsverhalten der
Aortenringe mit Nitroprussid zu messen. Die Natrium-Nitroprussid (SNP)-Verdiinnungsreihe
mit den Konzentrationen 1x10? bis 1x107 wurde zuvor hergestellt. Nach Zugabe von
einzelnen Konzentrationen in das Organbad wurde die Gleichgewichtseinstellung (steady
state) abgewartet. Die entsprechenden Messwerte wurden dokumentiert.Die Aortenringe
wurden anschlieBend mit KHS gespiilt und in Formalin zur weiteren Untersuchung

konserviert.

2.4 Histopathologische Untersuchungen

Neben der Funktionsmessung erfolgte auch eine histomorphologische Untersuchung der
Aortenpréparate nach Explantation aus Empfangertieren. Zu diesem Zwecke wurden die
Praparate zunidchst in Formalin gelagert. AnschlieBend sind diese einerseits einer
Hématoxilin-Eosin-Farbung und andererseits der immunhistologischen Farbung der glatten
Muskelzellen zugefiihrt worden. Unter dem Lichtmikroskop wurden dann die
morphologischen Verdnderungen an der GefidBwand begutachtet und hiervon Aufnahmen
erstellt. Mit dem Auswertungsprogramm Analysis 3.2 (Soft Imaging System®) konnten diese
anschlieBend am Rechner genauer betrachtet und die Endothelproliferation ausgemessen

werden.

2.4.1 Histologische Untersuchung

Als eine Standardfarbung in der Histologie ermoglicht die HE-Firbung, die Struktur des
Gewebes darzustellen. Die Hamatoxylinlosung (Hdmalaun) farbt im ersten Schritt die Kerne
blau oder dunkelviolett, indem positiv geladene Aluminium-Hidmatein-Komplexe an die
negativ geladenen Phosphatreste der Zellkern-DNA binden (Merck, Darmstadt). Die
Eosinlosung im zweiten Schritt dagegen ldsst das Zytoplasma, das Kollagen und das Keratin
durch Bindung an Proteine rot erscheinen. Nach Explantation der Aortentransplantate aus
Empfingertieren wurden diese 1-2 mm grof3e Stiicke geteilt und anschlieend fiir 24-48 h in
4,5 % - 10 % Phosphat- gepuffertes Formalin fixiert. Die Préparate wurden etwa 3-4 Stunden
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je nach Fixierungs-Dauer rehydriert. AnschlieBend wurden sie im Einbettautomat je 1,5 h in
50%igem, 70%igem, 80%igem, 2x 96%igem und 2x 100%igem Ethanol, 2x in Chloroform
und 3x in Parafin eingebettet. Nun konnten die Préparate zu Blocken gegossen werden,
woraufhin sie auf -20 °C auf einer Kiihlplatte gekiihlt wurden. Gekiihlte Blocke konnten mit
dem Schlittenmikrotom auf Ium geschnitten werden. Diese Schnitte wurden im 45 °C
warmen Wasser gestreckt und auf gereinigte Objekttrager aufgezogen und iiber Nacht bei
Raumtemperatur getrocknet. AnschlieBend folgte die Hadmatoxylin-Eosin-Farbung (HE-
Farbung) der vorbereiteten histologischen Prdparate wie unten beschrieben. Die
Schnitte/Proben wurden tliber 4 Minuten 3x mit Xylol gespiilt. Es folgte eine 2-fache Spiilung
mit 100%igem Ethanol, ebenfalls fiir 4 Minuten. Die Préparate wurden 4 Minuten lang in
einer absteigenden Alkohol-Reihe, nidmlich 96 %, 70 %, 50 %, 30 % und anschlieBend mit
Aqua bidestillata versetzt. Es wurde 3x mit Himalaun iiber 80 Sekunden gefarbt. Hydratisiert
wurde fiir 7 Minuten im lauwarmen Wasser, worauthin eine Spiilung mit Aqua bidestillata
fiir 2 min folgte. Nun wurde 2x mit 1%igem Eosin liber 1min gefédrbt. Gespiilt wurde fiir 30
Sekunden in Aqua bidest. Die Préiparate sind 2x kurz mit 96%igem Ethanol, 2x mit
100%igem Ethanol iiber 3 Miuten und 3x mit Xylol tiber 3 Minuten versetzt worden.

Eingedeckt wurden die Objekttrager mit Entellan

2.4.1.1 Endothelproliferationsmessung

Um den Einfluss der langen Konservierung auf die Endothelzellen zu beurteilen, wurde das
Endothel nach HE-Féarbung mikroskopisch(BH 2 Olympus, Tokio, Japan)untersucht. Es
erfolgte zunéchst eine Qualitdtsbeurteilung der Priparate unter 10-facher und 40-facher
VergroBerung. Unter 25-facher Vergroflerung wurden Aufnahmen der Priparate erstellt und
diese am Rechner begutachtet. Zur Quantifizierung der Endothelproliferation wurde die neu
entstandene Fldche mit dem Programm Analysis 3.2 (Soft Imaging System® Emsis, Miinster,

Deutschland) gemessen.

2.4.2 Immunhistochemische Untersuchung

Zusitzlich zu den Funktions- und Endothelproliferationsuntersuchungen war es auch von
Bedeutung, die glatten Muskelzellen zu identifizieren. Zu diesem Zwecke wurde der

Antikorper anti-alpha smooth muscle actin eingesetzt. Dieser monoklonale Antikorper ist
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spezifisch fiir den alpha smooth muscle actin (0-SMA)(Skalli et al. 1986) von nicht nur
Ratten, sondern auch weiteren Nagetieren und Menschen. Vorteilhaft ist auch, dass der
Antikorper lediglich a-SMA und keine weiteren Aktin-Isoforme erkennt. Somit erlaubt es
eine klare Differenzierung der glatten Muskelzellen von anderen Zellarten. Die
Vorgehensweise zur Markierung von o-SMA, Myofibroblasten und Myoepithelzellen
entsprechend dem Protokoll DakoCytomation (Dako, Glostrup, Denmark) ist im Folgenden
beschrieben. Die Objekttriger mit den Prdparaten wurden 3x mit Xylol je 3 min
entparrafiniert. Die Rehydrierung mit Alkohol wurde in absteigender Reihenfolge fiir jeweils
3 Minuten durchgefiihrt: 2x 100 %, 96 %, 70 %, 50 %, 30 % und Aqua bidest. AnschlieBend
folgte die Antigen-Demaskierung:

Die Proben wurden mit Proteinase K (c 250 pug/ml) fiir 6 min bei Raumtemperatur versetzt.
AnschlieBend sind diese 5x jeweils 3 min lang in 10%igem Citrat-Puffer mit dem pH-Wert
6,0 in der Mikrowelle bei 800 Watt gelagert worden. Fiir 30-40 min wurden die Proben in
10%igem Citrat-Puffer mit einem pH-Wert von 6,0 im Dampfgarer erhitzt. Fiir 30 min folgte
eine Inkubation im Dampfgarer in 10%igem Citrat-Puffer mit einem pH-Wert von 8,0 mit
EDTA. Nun konnten die Objekttrager fiir 20 min mit Target Retrieval Solution pH 9 im
Dampfgarer versetzt werden. AnschlieBend wurden sie 20-30 min lang abgekiihlt. Proteinase
K wurde 1:50 mit 0,05 Tris/HCI pH 7, 6 verdiinnt und 5 min bei 37 °C belassen. Zuletzt
wurden die Proben im 10%igen Citrat-Puffer liber Nacht bei 56 °C belassen. Die
Objekttrager wurden am folgenden Tag 5x iiber 2 min in 0,05 M Tris- Puffer mit pH-Wert
7,6 gewaschen. Das Blocken der endogenen Peroxidase wurde mit 3%igem
Wasserstoffperoxid fiir 15 min in der feuchten Kammer durchgefiihrt. Die Objekttriager
wurden erneut 5x iiber 2 min in 0,05 M Tris-Puffer mit pH-Wert 7,6 gewaschen. Die Proben
wurden nun mit Antikorper-Diluent fiir 30 min (feuchte Kammer) bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Primér-Antikérper wurden iiber Nacht im Kiihlschrank (feuchte Kammer)
inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Objekttriger gewaschen und mit dem Sekundér-
Antikorper oder Verstirker fiir 30 min versetzt. Die Objekttrager wurden erneut gewaschen.
Cromogen wurde angesetzt und unter Sicht die Signalgebung kontrolliert. Gestoppt wurde in
Aqua bidest., wobei diese 1x flir 5 min gewechselt wurde. Die Gegenfarbung wurde in
Héamalaun fiir 2 min durchgefiihrt. Die Differenzierung fand im lauwarmen Leitungswasser
fiir 7 min statt. Das Dehydrieren folgte fiir 2x 3 min zunéchst in 96%igem Ethanol und 2x 3
min in 100%igem Ethanol. Nach 4x 3miniitigem FEinbringen in Xylol wurden die

Objekttrager mit Enthellan eingedeckt.
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2.5 Statistik

Die erfassten Daten wurden im Rechner gespeichert und zusitzlich handschriftlich
protokolliert. AnschlieBend sind Excel-Tabellen erstellt worden. Die Auswertung der Daten
erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism® in der Version 7. Die Daten werden als
Mittelwert £ Standardabweichung angegeben. Der Shapiro-Wilk-Test wurde benutzt, um zu
testen, ob die Daten eine Normalverteilung aufweisen. Das Uberleben der Empfiingertiere
wurde mittels der Kaplan-Meier-Methode berechnet. Zur Testung der Signifikanz wurden der
Students-t-Test, der exakte Fisher-Test und der Mann-Whitney-Test verwendet. Bei
Vergleich von mehreren unabhidngigen Datenreihen wurde der ANOVA-Test herangezogen.

Als statistisch signifikant wurde ein p-Wert kleiner als 0,05 erachtet.
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3. Ergebnisse

3.1 Uberleben, operative und demographische Daten der Tiere

Als Versuchstiere kamen ausschlieBlich ménnliche Wistar Raten mit vergleichbarem Alter
und Gewicht zum Einsatz (s. Tabelle 5). Ein statistischer Vergleich der Gewichte der
Spender- und Empféngertiere zwischen den jeweiligen Gruppen zeigte keinen signifikanten
Unterschied. Die Narkose und Anastomosen-Zeiten waren in der NaCl-Gruppe signifikant
langer als in den beiden anderen Gruppen. Der Grund dafiir liegt hauptsdchlich in der
Qualitdt der Aortentransplantate, die nach 2 Wochen Lagerung in NaCl makroskopisch
schlechter war im Vergleich zu den anderen Gruppen. Dies erschwerte den operativen
Umgang und verldngerte so die Anastomosenzeit. Wahrend in der TiProtec®-Gruppe alle
Tiere die Prozedur iiberlebten, musste in den beiden anderen Gruppen jeweils ein Tier in den

ersten 24 h aufgrund einer totalen Ischimie der unteren Extremitédten getotet werden.
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Tabelle 5: Gruppeneinteilung, operative Daten und Uberleben der Versuchstiere. Das
Gewicht sowie die Zeiten sind als Mittelwert (mean) und Standardabweichung (SD)
angegeben. Als statistische Tests kamen der ANOVA-Test (a) und der Log-Rank-Test (b) zum
Einsatz.

Lésung NaCl HTK TiP P
Gruppen n, 8 Wo 8 8 10

n, 16 Wo 5 8 5

n, 26 Wo 6 6 6

n, tot 1 1 0
Gesamt 20 23 21
Gewicht, g,

Spender 336 (25) 332 (30) 344 (25) 0,21°
mean, (SD)

Empfinger 346 (31) 348 (37) 350 (20) 0,93%
Zeiten, min,

Narkose 45 (6) 40 (5) 41 (3) 0,0004°
mean (SD)

Anastomose 20 (3) 18 (3) 18 (2) 0,04*
Uberleben N 19 22 21 0,6°

% 95 96 100

3.2 Funktionsmessung

Das Kontraktions- und Dilatationsverhalten der explantierten Aortensegmente wurde in
einem Organbad getestet. Es wurde zundchst die rezeptorunabhingige Vasokonstriktion mit
KCI und Phenylephrin mit aufsteigender Konzentration getestet. AnschlieBend wurde das
endothelabhéngige und endothelunabhidngige Dilatationsverhalten unter Acetylcholin und
Nitroprussid untersucht. Als Kontrollgruppe dienten Aortensegmente gesunder Ratten des
entsprechenden Alters (Baseline, BL). Im Folgenden werden die Ergebnisse nach den
unterschiedlichen Untersuchungszeitpunkten (8, 16 und 26 Wochen nach Implantation)

zusammengefasst wiedergegeben.
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3.2.1 Vasoreagibilitat 8 Wochen nach Implantation

Rezeptorunabhiingige und -abhéngige Vasokonstriktion

Die Untersuchung des rezeptorunabhingigen Kontraktionsverhaltens der Aortensegmente 8
Wochen nach Implantation erfolgte mit Hilfe einer aufsteigenden KCIl-Konzentrationsreihe.
Hierbei zeigte die Kontrollgruppe eine maximale Kraft von 20,8+ 0,5 mN/mm bei einer KCI-
Konzentration von 120 mM (s. Tabelle 6 und Abbildung 5A). Unter den
Untersuchungsgruppen zeigten die Ringe der TiProtec®-Gruppe lediglich eine leichte
Kraftentwicklung mit 16,8+1,8 mN/mm unter einer KCI-Konzentration von 100 mM. Dieser
Unterschied war nur im Vergleich zu HTK statistisch signifikant. Die rezeptorabhingige
Vasokonstriktion wurde mit Phenylephrin getestet. Dabei zeigten die Kontrollringe eine
steigende Kraftentwicklung unter der aufsteigenden Konzentrationsreihe bis 19,4+0,2 mN/mm
bei einer PE-Konzentration von 1x10° mM (Tabelle 7 und Abbildung 5B). Alle Ringe, die in
den untersuchten Losungen (NaCl, TiP und HTK) gelagert waren, zeigten hingegen keine

konstriktive Reaktion unter Phenylephrin.

Tabelle 6: Rezeptorunabhdngige Vasokonstriktion unter KCl. Vergleich der verschiedenen
Konservierungslosungen sowie der Kontrollgruppe (BL) nach 8 Wochen. p < 0,05 versus TiP
/ HTK / NaCl; ' p < 0,05 versus HTK

Losung NaCl HTK TiP BL
Aortenringe (n) 4 5 5 4
Gefallitonus mN/mm
C (KCl) mM

Mean | SD | Mean | SD | Mean | SD | Mean | SD

KHS+Indo 15,3 0,1 15,2 0,1 15,3 0,1 15,3 0,0

60 154 [ o1 | 152 | o1 | 161 | 16| 1927 | 08

80 15,6 0,2 15,3 0,1 16,3{ 1,7 19,9* 0,9

100 156 | 01 | 153 | 02 | 166 | 18 | 203 | 07

120 15,6 0,2 15,3 0,2 163 1,8 208 0,5
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Tabelle 7: Rezeptorabhdngige Vasokonstriktion unter PE. Vergleich der verschiedenen
Konservierungslésungen sowie der Kontrollgruppe (BL) nach 8 Wochen. t p < 0,05 versus TiP

/ HTK / NaCl
Losung NaCl HTK TiP BL
Aortenringe (n) 4 5 5 3
GefaBitonus mN/mm
C (PE) mM

Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD
1x10” 15,1 0,1 15,1 0,1 15,2 0,1 15,8Jr 0,5
3x107 15,1 0,1 15,1 0,1 15,2 0,1 15,7Jr 0,5
1x10° 15,0 0,1 15,1 0,1 152 02 | 158" | 05
3x10° 15,0 0,1 15,1 0,2 152 02 | 163" | 00
1x107 15,1 0,1 15,1 0,1 15,3 0,5 16,41 0,0
3x107 15,1 0,1 15,1 0,1 15,4 0,6 16,8" 0,2
1x10°® 15,1 0,1 15,2 0,1 15,5 0,7 1717 0,1
3x10° 15,1 0,1 15,1 0,1 15,5 0,6 186" 0,5
1x10° 15,1 0,1 15,1 0,1 15,3 0,4 19,47 0,2
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Rezeptorunabhingige und -abhéngige Vasodilatation

Die Relaxationsfdhigkeit der Aortensegmente wurde unter der Zugabe von Nitroprussid und
Acetylcholin getestet. Hierzu wurden die Ringe zundchst mit der submaximalen
Konzentration an PE zur Vasokonstriktion gebracht. Die Kontrollringe zeigten sowohl unter
Nitroprussid als auch unter Acetylcholin eine addquate Vasodilatation, die mit steigender
Konzentration zunahm (s. Tabelle 8, Tabelle 9 und Abbildung 5C-D). Bei den Aortenringen
der Untersuchungsgruppen zeigte hingegen weiterhin keine Vasokonstriktion unter

Phenylephrin und somit auch keine endothelabhdngige oder —unabhéngige Vasodilatation.

Tabelle 8: Rezeptorunabhdngige Vasodilatation unter SNP. Vergleich der verschiedenen
Konservierungslosungen sowie der Kontrollgruppe (BL) nach 8 Wochen. i p < 0,05 versus TiP
/ HTK / NaCl; ° p < 0,05 versus HTK / NaCl

Losung NaCl HTK TiP BL
Aortenringe (n) 4 5 5 3
GefaBitonus mN/mm
C (SNP) mM

Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD
1x107° 15,2 0,1 15,2 0,0 15,3 0,1 18.9% 0,6
1x10” 15,2 0,1 15,2 0,0 15,3 0,1 16,5 | 04
1x10® 15,2 0,1 15,1 0,1 15,3 0,1 15,81 0,0
1x107 15,2 0,1 15,0 0,1 15,3 0,1 1565 | 0.1
1x10® 15,2 0,2 15,0 0,1 15,3 0,1 15,5§ 0,1
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Tabelle 9: Rezeptorabhangige Vasodilatation unter Ach. Vergleich der verschiedenen
Konservierungslésungen sowie der Kontrollgruppe (BL) nach 8 Wochen. ¥ p < 0,05 versus TiP

/ HTK / NaCl
Losung NaCl HTK TiP BL
Aortenringe (n) 4 5 5 3
Gefifitonus mN/mm
C (Ach) mM

Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD
1x10” 15,1 0,0 15,2 0,1 15,3 0,2 18.1% 1,0
1x10™ 15,1 0,1 15,2 0,1 15,2 0,2 18.1% | 09
1x107 15,1 0,1 15,2 0,1 15,2 0,2 17.8* 0,7
1x10° 15,1 0,1 15,1 0,1 15,2 0,3 1755 | 05
1x107 15,1 0,1 15,1 0,1 15,1 0,3 173% 0,7
3x10” 1517 | 0,00 | 15,1 0,1 14,9 0,4 166° | 07
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Vasoreagibilitdt nach 8 Wochen
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Abbildung 5: Vasoreagibilitat der Aortenringe 8 Wochen nach Implantation. Die
rezeptorunabhéangige und -abhangige Vasokonstriktion wurde mit Kaliumchlorid (KClI) bzw.
mit Phenylephrin (PE) getestet (A-B). Die rezeptorunabhidngige und -abhédngige
Vasodilatation wurde mit Sodium-Nitroprussid (SNP) bzw. mit Acetylcholin (Ach) getestet (C-
D). BL, Baseline (Kontrollgruppe). *p < 0,05 versus TiP / HTK / NaCl; t p < 0,05 versus HTK; f p
< 0,05 versus TiP / HTK / NaCl; t p < 0,05 versus TiP / HTK / NaCl; § p < 0,05 versus HTK /
NaCl; ¥ p < 0,05 versus TiP / HTK / NaCl

3.2.2 Vasoreagibilitadt 16 Wochen nach Implantation

Rezeptorunabhiingige und -abhingige Vasokonstriktion

Die Untersuchung des rezeptorunabhidngigen Kontraktionsverhaltens der Aortensegmente 16
Wochen nach Implantation erfolgte mit Hilfe einer aufsteigenden KCIl-Konzentrationsreihe.
Hierbei dienten Aortenringe von gesunden Ratten entsprechenden Alters als Kontrolle. Diese

zeigten eine maximale Kraft von 19,07+2,51 mN/mm bei einer KCl-Konzentration von 120
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mM (s. Tabelle 10 und Abbildung 6A). Unter den Untersuchungsgruppen reagierten die
Auch bei

Ringe nicht auf eine rezeptorunabhidngige Stimulation mit KCI.

der

rezeptorabhéngigen Vasokonstriktion mit Phenylephrin zeigten nur die Aortenringe der

Kontrollringe eine addquate Dosis-Wirkungs-Kurve, wéhrend bei den Ringen der {ibrigen

Gruppen keine Reaktion detektiert werden konnte (s. Tabelle 11 und Abbildung 6B).

Tabelle 10: Rezeptorunabhangige Vasokonstriktion unter KCl. Vergleich der verschiedenen
p < 0,05 versus

Konservierungslosungen sowie der Kontrollgruppe (BL) nach 16 Wochen.

TiP / HTK / NaCl

Losung NaCl HTK TiP BL
Aortenringe (n) 5 5 5 4
GeféaBRtonus mN/mm
C (KCl) mM

Mean | SD Mean | SD | Mean | SD | Mean | SD

KHS+Indo 1529 | 0,09 | 1514 | 0,12 | 1511 | 0,11 | 1527 | 0,10

60 1535 | 005 | 1521 | 027 | 1500 | 015 | 1761 | 2,09

80 1529 | 0,13 | 1520 | 0,27 | 14,92 | 0,20 18,17* 2,67

100 1530 | 0,13 | 1518 | 0,27 | 15,29 0 1789 | 058

120 1542 | 0,19 | 1511 | 0,31 | 1486 | 0,28 19,07* 2,51

43



Ergebnisse

Tabelle 11: Rezeptorabhdngige Vasokonstriktion unter PE. Vergleich der verschiedenen
Konservierungslésungen sowie der Kontrollgruppe (BL) nach 16 Wochen. t p < 0,05 versus
TiP / HTK / NaCl

Ldsung NaCl HTK TiP BL
Aortenringe (n) 4 5 5 3
Gefalitonus mN/mm
C (PE) mM

Mean | SD | Mean | SD | Mean | SD | Mean | SD
1x10” 1516 | 02 | 1505 | 0,0 | 1490 | 013 | 1556 | 021
3x10” 1511 | 014 | 1503 | 008 | 1488 | 017 | 15577 | 0,22
1x10°® 1510 | 013 | 1499 | 011 | 1480 | 019 | 1576 | 0,29
3x10° 1515 | 018 | 1499 | 011 | 1477 | o021 | 1584" | 021
1x10” 1518 | 017 | 1497 | 015 | 1476 | 022 | 1623" | 033
3x10” 1517 | 019 | 1497 | 019 | 1472 | 024 | 1680" | 0,65
1x10°® 1518 | 017 | 1479 | 037 | 1474 | 025 | 1815 | 1,58
3x10°° 1518 | 0,18 | 14,80 | 0,36 | 1475 | 027 19,02 2,04
1x10” 1516 | 0,18 | 14,78 | 0,36 | 1473 | 024 20,00° 2,57

Rezeptorunabhiingige und -abhingige Vasodilatation

Eine aufsteigende Konzentrationsreihe von jeweils Nitroprussid und Acetylcholin wurde
eingesetzt, um die endothelunabhidngige und —abhéngige Vasodilatation der Aortensegmente
zu testen. Hierzu wurden die Ringe zunédchst mit der submaximalen Konzentration an PE zur
submaximalen Spannung gebracht. Wahrend die Kontrollringe sowohl unter Nitroprussid als
auch unter Acetylcholin eine addquate Relaxation zeigten, die mit steigender Konzentration
zunahm (s. Tabelle 12, Tabelle 13 und Abbildung 6C-D), konnte bei den Aortenringen der
Untersuchungsgruppen hingegen weiterhin keine Vasokonstriktion unter Phenylephrin
aufgebaut und somit auch keine endothelabhdngige und —unabhingige Vasodilatation

gesehen werden.
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Tabelle 12: Rezeptorunabhdngige Vasodilatation unter SNP. Vergleich der verschiedenen
Konservierungslésungen sowie der Kontrollgruppe (BL) nach 16 Wochen. i p < 0,05 versus
TiP / HTK / NaCl; 5 p < 0,05 versus HTK / TiP

Ldsung NaCl HTK TiP BL
Aortenringe (n) 4 5 5 3
Gefalitonus mN/mm
C (SNP) mM

Mean | SD | Mean | SD | Mean | SD | Mean | SD
1x10™° 1546 | 023 | 1529 | 016 | 1529 | 024 | 1767% | 141
1x10°° 1545 | 029 | 1527 | 015 | 1529 | 024 | 1668" | 0,64
1x10°® 1543 | 031 | 1526 | 018 | 1524 | 023 | 1580° | 030
1x10”’ 1541 | 034 | 1527 | 021 | 1522 | 024 | 1537 | 0,23
1x10°® 1538 | 034 | 1524 | 019 | 1519 | 027 | 1504 | 0,30

Tabelle 13: Rezeptorabhdngige Vasodilatation unter Ach. Vergleich der verschiedenen

Konservierungslosungen sowie der Kontrollgruppe (BL) nach 16 Wochen. ¥ p < 0,05 versus

TiP / HTK / NaCl

Ldsung NaCl HTK TiP BL
Aortenringe (n) 4 5 5 3
Gefalitonus mN/mm
C (Ach) mM

Mean | SD | Mean | SD | Mean | SD | Mean | SD
1x10” 1514 | 004 | 1521 | 006 | 1529 | 021 | 1811% | 097
1x10° 1515 | 005 | 1519 | 008 | 1525 | 020 | 1808° | 091
1x10” 1513 | 007 | 1516 | 008 | 1519 | 024 | 1783° | 072
1x10°® 1512 | 009 | 1513 | 010 | 1515 | 026 | 1751° | 055
1x10° 1510 | 00 | 1513 | 010 | 1512 | 029 | 1730° | 0,69
3x10” 1517 | 000 | 1513 | 010 | 1488 | 038 | 1728° | 071
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Vasoreagibilitat nach 16 Wochen
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Abbildung 6: Vasoreagibilitdit der Aortenringe 16 Wochen nach Implantation. Die
rezeptorunabhéangige und -abhangige Vasokonstriktion wurde mit Kaliumchlorid (KClI) bzw.
mit Phenylephrin (PE) getestet (A-B). Die rezeptorunabhidngige und -abhédngige
Vasodilatation wurde mit Sodium-Nitroprussid (SNP) bzw. mit Acetylcholin (Ach) getestet (C-
D). BL: Baseline (Kontrollgruppe). . p < 0,05 versus TiP / HTK / NaCl; l p < 0,05 versus TiP /

HTK / NaCl; t p < 0,05 versus TiP / HTK / NaCl; § p < 0,05 versus HTK / TiP; ¥ p < 0,05 versus
TiP / HTK / NaCl

3.2.3 Vasoreagibilitat 26 Wochen nach Implantation

Rezeptorunabhingige und -abhéngige Vasokonstriktion

Um die Langzeitwirkung der verschiedenen Lagerungslosungen auf die Aorteninterponate in
vivo untersuchen zu konnen, wurden implantierte Aortensegmente erst 26 Wochen nach
Implantation explantiert und der Vasofunktionsmessung unterzogen. Hierbei dienten
Aortenringe von gesunden Ratten entsprechenden Alters als Kontrolle. Diese konnten eine
maximale Spannung von 21,48 + 2,08 mN/mm bei einer KCl-Konzentration von 120 mM
aufbauen (s. Tabelle 14 und Abbildung 7A). Unter den Aortenringen der {iibrigen

Untersuchungsgruppen  zeigten die Ringe der TiProtec®-Gruppe eine leichte
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Vasokonstriktion mit einer maximalen Spannung von 16,51+0,57 unter einer KCI-
Konzentration von 100 mM. Die iibrigen Gruppen wiesen keine wesentliche Reaktion auf
eine rezeptorunabhidngige Stimulation mit KCl auf. Bei der rezeptorabhingigen
Vasokonstriktion mit Phenylephrin hingegen zeigten nur die Aortenringe der Kontrollringe
eine adidquate Dosis-Wirkungs-Kurve, wiahrend bei den Ringen der iibrigen Gruppen keine

nennenswerte Spannung detektiert werden konnte (s. Abbildung 7B).

Tabelle 14: Rezeptorunabhangige Vasokonstriktion unter KCl. Vergleich der verschiedenen

Konservierungslosungen sowie der Kontrollgruppe (BL) nach 26 Wochen. - p < 0,05 versus
TiP / HTK / NaCl

Losung NaCl HTK TiP BL
Aortenringe (n) 5 5 5 4
GeféaBRtonus mN/mm
C (KCl)mM

Mean | SD | Mean | SD | Mean | SD | Mean | SD

KHS+Indo 1532 | 0,12 | 1531 | 0,10 | 1535 | 0,12 | 1534 | 0,21

60 1537 | 011 | 1555 | 028 | 1567 | 079 | 1038 | 224

80 1536 | 012 | 1578 | 051 | 1575 | 083 | 2077 | 1,83

100 1536 | 012 | 1603 | 008 | 1651 | 057 | 2113 | 1,93

120 1538 | 012 | 1564 | 049 | 1580 | 089 | 2148 | 2,08
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Tabelle 15: Rezeptorunabhdngige Vasokonstriktion unter PE. Vergleich der verschiedenen
Konservierungslosungen sowie der Kontrollgruppe (BL) nach 26 Wochen. ! p < 0,05 versus
NaCl; T p < 0,05 versus TiP / HTK / NaCl;

Losung NaCl HTK TiP BL
Aortenringe (n) 4 5 5 3
Gefifitonus mN/mm
C (PE) mM

Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD
1x10” 15,10 0,07 15,22 0,13 15,25 0,14 15,33 0,20
3)(10'9 15,11 0,07 15,20 0,15 15,21 0,14 15,29 0,12
1)(10'8 15,05 0,05 15,18 0,14 15,21 0,13 16,05 ¢ 1,07
3)(10'8 15,09 0,06 15,26 0,09 15,21 0,13 16,46T 1,17
1)(10'7 15,07 0,08 15,19 0,08 15,25 0,14 17,17T 0,92
3)(10'7 15,09 0,09 15,19 0,10 15,29 0,22 17,94T 0,39
lx10'6 15,07 0,09 15,16 0,09 15,33 0,29 18,58T 0,64
3)(10'6 15,08 0,09 15,11 0,08 15,35 0,33 19,52T 1,10
1x107 15,08 0,08 15,06 0,10 15,31 0,38 20,62T 1,48

Rezeptorunabhiingige und -abhingige Vasodilatation

Fir die Testung der endothelunabhdngigen und —abhingigen Realaxationsfahigkeit der
Aortenringe wurden diese zunidchst mit der submaximalen Konzentration an PE zur
submaximalen Spannung gebracht. Die Kontrollringe zeigten sowohl unter Nitroprussid als
auch unter Acetylcholin eine addquate dosisabhidngige Relaxation (s. Tabelle 16, Tabelle 17
und Abbildung 7C-D). Bei den Aortenringen der Untersuchungsgruppen hingegen weiterhin
keine Vasokonstriktion unter Phenylephrin aufgebaut und somit auch keine

endothelabhéngige und —unabhéngige Vasodilatation gesehen werden.
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Tabelle 16: Rezeptorunabhdngige Vasodilatation unter SNP. Vergleich der verschiedenen

Konservierungslésungen sowie der Kontrollgruppe (BL) nach 26 Wochen. i p < 0,05 versus

TiP / HTK / NaCl
Ldsung NaCl HTK TiP BL
Aortenringe (n) 4 5 5 3
Gefalltonus mN/mm
C (SNP) mM

Mean | SD | Mean | SD | Mean | SD | Mean | SD
1x10™° 1527 | 022 | 1528 | 015 | 1543 | 023 | 1844 | 1,12
1x10” 1528 | 024 | 1528 | 012 | 1543 | 023 | 107" | 016
1x10° 1526 | 022 | 1524 | 012 | 1542 | 020 | 1532 | 0,16
1x10” 1525 | 022 | 1521 | 012 | 1542 | 025 | 1513 | 017
1x10° 1523 | 022 | 1521 | 011 | 1541 | 025 | 1504 | 0,19

Tabelle 17: Rezeptorabhangige Vasodilatation unter Ach. Vergleich der verschiedenen
Konservierungslosungen sowie der Kontrollgruppe (BL) nach 26 Wochen. ¥ p < 0,05 versus

TiP / HTK / NaCl

Ldsung NaCl HTK TiP BL
Aortenringe (n) 4 5 5 3
Gefallitonus mN/mm
C (Ach) mM

Mean | SD | Mean | SD | Mean | SD | Mean | SD
1x10™ 1519 | 014 | 1524 | 012 | 1551 | 012 | 1972° | 1,93
1x10° 1517 | 015 | 1525 | 013 | 1546 | 013 | 1973° | 1,97
1x10”’ 1516 | 016 | 1523 | 012 | 1545 | 012 | 1968° | 1,98
1x10°® 1515 | 018 | 1522 | 016 | 1542 | 012 | 1967° | 2,04
1x10° 1516 | 019 | 1519 | 014 | 1541 | 014 | 1908° | 1,05
3x10° 1517 | 012 | 1526 | 00 | 1542 | 014 | 1841° | 152
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Vasoreagibilitat nach 26 Wochen
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Abbildung 7: Vasoreagibilitit der Aortenringe 26 Wochen nach Implantation. Die
rezeptorunabhéangige und -abhangige Vasokonstriktion wurde mit Kaliumchlorid (KClI) bzw.
mit Phenylephrin (PE) getestet (A-B). Die rezeptorunabhidngige und -abhédngige
Vasodilatation wurde mit Sodium-Nitroprussid (SNP) bzw. mit Acetylcholin (Ach) getestet (C-
D). BL, Baseline (Kontrollgruppe). * p < 0,05 versus TiP / HTK / NaCl; t p < 0,05 versus NaCl ; f

p < 0,05 versus TiP / HTK / NaCl; i p < 0,05 versus TiP / HTK / NaCl; ¥ p < 0,05 versus TiP / HTK
/ NaCl

3.3 Histomorphologische Auswertung der Aortensegmente

Nach 8, 16 oder 26 Wochen wurden die Aortentransplantate aus den Empfangertieren
explantiert. Anschlieend erfolgte eine Himatoxylin-Eosin-Farbung, um die Morphologie der
Gefdlle beurteilen zu konnen. Hierbei wurde insbesondere das AusmalBl der
Neointimabildung analysiert und planimetrisch quantifiziert. Die immunhistochemische

Féarbung des o-SMA sollte Aufschluss iiber den Typ der beteiligten Zellart geben.
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3.3.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die routinehistologische Farbung mit Himatoxylin und Eosin erfolgte bei allen Explantaten
als Querschnitt der Aorta. So konnten alle Wandschichten und das Lumen am besten beurteilt
werden. Als Kontrolle dienten HE-Farbungen der Querschnitte von Rattenaorten der

Kontrolltiere.

NaCl-Gruppe

Abbildung 8 zeigt reprisentative Bilder der HE-Féarbung der Aortenexplantate nach Lagerung
in physiologischere Kochsalzldsung. Ubersichtsbilder der Aorta von Kontrolltieren zeigen die
normale Histologie der infrarenalen Rattenaorta als Vergleich (s. Abbildung 8, A-C). Nach 8
Wochen zeichnet sich eine miBige Intimahyperplasie ab, die zirkulidr die gesamte Intima
betrifft. Dabei ist die Neointima dicht von Zellen besetzt, die keine strukturierte Anordnung
aufweisen. Darunter zeigt sich eine erheblich geschrumpfte Mediaschicht, die ausschlieBlich
aus elastischen Fasern und der Extrazelluldrmatrix besteht. Glatte Muskelzellen lassen sich
hier nicht mehr nachweisen. Die Adventitia ist verdickt und zeigt zahlreiche Fibroblasten
eingebettet in einer breiten Schicht aus extrazellulirer Matrix, wobei die Zelldichte in
Richtung der Membrana elastica externa zunimmt. Nach 16 Wochen sind die oben
beschrieben Verdnderungen in allen Wandschichten weiterhin prédsent, wobei die Zelldichte
in der Neointima und in der Adventitia geringer erscheint (s. Abbildung 8, G-I). 26 Wochen
nach Implantation zeigen die Aortentransplantate eine erhebliche Zunahme der
Intimahyperplasie. Die Neointima ist dabei dicht von Zellen besetzt, die Lumen-nah eine
zirkuldre Anordnung und Media-nah eine longitudinale Anordnung aufweisen (s. Abbildung

8, J-L). Das Ausmal} der Intimahyperplasie ist unregelmifig verteilt.
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Abbildung 8: HE-Farbung der Aortenringe der NaCl-Gruppe 8, 16 und 26 Wochen nach
Implantation (D-L) sowie der Kontrollgruppe (A-C). Bereits 8 Wochen nach Implantation
zeigt sich die Bildung einer Neointima (NI), die exzentrisch ausgebildet ist. Die Tunica media
(M) ist deutlich verjingt und besteht nur noch aus elastischen Fasern sowie extrazellularer
Matrix, zeigt jedoch keine Zellen (D-F). Diese Verdanderungen an den GefaRschichten zeigen
sich ebenfalls nach 16 und 26 Wochen (G-L), wobei die Intimahyperplasie nach 26 Wochen
besonders ausgepragt ist. L: Lumen, A: Adventitia, M: Media, NI: Neointima, E: Endothel.
VergrofRerung: 6,5x, 25x und 100x

HTK Gruppe
In der HTK-Gruppe zeigten sich 8 Wochen nach Transplantation die Aortenexplantate mit

einer erheblichen exzentrischen Intimahyperplasie (s. Abbildung 9). Dabei war die
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Mediaschicht stark geschrumpft und zeigte nur elstische Fasern ohne Zellen. Diese
Verdnderungen waren nach 16 Wochen geringer, nach 26 Wochen jedoch besonders stark

ausgepragt.

HE

Kontrolle

e

8 Wochen

HE | HTK

16 Wochen

HE | HTK

26 Wochen

HTK

Abbildung 9: HE-Farbung der Aortenringe der HTK-Gruppe 8, 16 und 26 Wochen nach
Implantation (D-L) sowie der Kontrollgruppe (A-C). Bereits 8 Wochen nach Implantation
zeigt sich die Bildung einer Neointima (NI), die exzentrisch ausgebildet ist. Die Tunica media
(M) ist deutlich verjingt und besteht nur noch aus elastischen Fasern sowie extrazellularer
Matrix, zeigt jedoch keine Zellen (D-F). Diese Veranderungen an den GefaRschichten zeigen
sich ebenfalls nach 16 und 26 Wochen (G-L), wobei die Intimahyperplasie nach 26 Wochen
besonders ausgepragt ist. L: Lumen, A: Adventitia, M: Media, NI: Neointima, E: Endothel.
VergrolRerung: 6,5x, 25x und 100x
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TiProtec®-Gruppe

Die Gefdl3e, die in TiProtec® gelagert waren, zeigten 8 und 26 Wochen nach Transplantation
eine geringe Intimahyperplasie, wobei nach 16 Wochen eine leichte Zunahme der
Intimahyperplasie beobachtet werden konnte (Abbildung 10). Die Media zeigte sich auch bei
diesen Gefdllen stark verjiingt und ohne Nachweis von Zellen. Sie bestand lediglich aus

elastischen Fasern und extrazellularem Matrix.
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Abbildung 10: HE-Farbung der Aortenringe der TiP-Gruppe 8, 16 und 26 Wochen nach
Implantation (D-L) sowie der Kontrollgruppe (A-C). 8 Wochen nach Implantation zeigt sich
eine maRige Neointima-Bildung (NI), die exzentrisch ausgebildet ist. Die Tunica media (M) ist
deutlich verjlingt und besteht nur noch aus elastischen Fasern sowie extrazelluldarer Matrix,
zeigt jedoch keine Zellen (D-F). Diese Veranderungen an den GefaRschichten zeigen sich
ebenfalls nach 16 und 26 Wochen (G-L), wobei die Intimahyperplasie nach 26 Wochen sehr
gering ausgepragt ist. L: Lumen, A: Adventitia, M: Media, NI: Neointima, E: Endothel.
VergrofRerung: 6,5x, 25x und 100x
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3.3.2 Intimahyperplasie

In den histologischen Priparaten der Aortenquerschnitte konnte in allen Gruppen nach den
untersuchten Zeitrdumen eine Intimahyperplasie nachgewiesen werden. Diese war jedoch,
abhédngig von der Gruppe und dem untersuchten Zeitraum, unterschiedlich ausgepragt. Um
das Ausmal} genauer untersuchen zu konnen, fiihrten wir eine planimetrische Analyse der
Intimahyperplasie in den Aortenquerschnitten anhand der HE-geférbten Priparate. Hierbei
zeigte sich 8 Wochen nach Implantation eine hohere Neointimabildung in den
Aortengefdflen, die in NaCl gelagert waren, im Vergleich zu den Gefdllen, die in HTK oder
TiProtec® konserviert wurden (s. Abbildung 11). Dieser Unterschied war zu TiProtec®
statistisch signifikant (p < 0,05). Nach 16 Wochen zeigte sich fiir alle Gruppen eine
Reduktion der Intimahyperplasie im Vergleich zu 8 Wochen nach Transplantation. Die
Unterschiede innerhalb der Gruppen waren sehr gering und statistisch nicht signifikant. Nach
26 Wochen postoperativ zeigten die GefdBle in NaCl und HTK einen deutlichen Anstieg der
Neointimabildung, wéhrend in den Gefden, die in TiProtec® gelagert waren, diese weiter
abnahm. Dadurch ergab sich fiir TiProtec® ein statistisch signifikanter Unterschied in der

Intimahyperplasie im Vergleich zu den Gruppen NaCl und HTK (p < 0,05).
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Intimahyperplasie
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Abbildung 11: Ausmal’ der Intimahyperplasie in den Gruppen NaCL, HTK und TiP 8, 16 und
26 Wochen nach Transplantation. Zur Quantifizierung der Intimahyperplasie erfolgte eine
planimetrische Messung der Intima der Aortenquerschnitte. Die statistische Auswertung
erfogte mit one-way ANOVA, * p<0,05, Tx:Transplantation

3.3.3 Immunhistochemie

Aus unseren Vasofunktionsversuchen konnten wir entnehmen, dass alle gelagerten Gefalle
nach Transplantation die Fahigkeit zur Vasokontriktion verloren haben. Dieser
Funktionsverlust war endothelunabhingig, sodass wir von einem Schaden des kontraktilen
Apparates der Gefid3e selbst ausgehen mussten. Erste Hinweise auf die Ursache zeigten sich
in den HE-gefdrbten Praparaten. Hier lag ein zum Teil kompletter Zellverlust in der Media in
allen Gefden vor. Um nachzuweisen, ob noch glatte Muskelzellen in den Gefdllen
vorhanden waren, fiithrten wir eine immunhistochemische Farbung der Aortenquerschnitte

mit dem Marker fiir glatte Muskelzellen alpha smooth muscle actin (a-SMA) durch.

NaCl-Gruppe
Die Untersuchung der GefiBle in der NaCl-Gruppe zeigt, dass nahezu alle Zellen der
Neointima (NI) bereits 8 Wochen nach Implantation sich positiv fiir a-SMA fdrben lassen (s.

Abbildung 12, D-F). Nach 16 Wochen allerdings sind in der nach wie vor starken Neointima
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deutlich weniger positive Zellen nachzuweisen. Diese befinden sich endothelnah (s.
Abbildung 12, G-I). Nach 26 Wochen zeigt sich die Neointima erneut stark positiv fiir a-
SMA (s. Abbildung 12, J-L). In allen untersuchten Zeitpunkten sind in der Tunica media, die

deutlich verjiingt ist, kaum a-SMA-positive Zellen nachweisbar.

a-SMA |

8 Wochen a—SMA” Kontrolle

| NaCl 26 Wochen a-SMA || NaCl 16 Wochen oa-SMA H NacCl

Abbildung 12: Immunhistochemische Farbung der Aortengefalle mit einem Antikorper
gegen a-SMA. Dargestellt sind Querschnitte der AortengefdRe der Kontrollgruppe (A-C)
sowie der NaCl-Gruppe 8, 16 und 26 Wochen nach Implantation (D-L). L: Lumen, A:
Adventitia, M: Media, NI: Neointima, E: Endothel. VergrofRerung: 6,5x, 25x und 100x
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HTK-Gruppe

In den GefdBlen, die in HTK gelagert waren, zeigte sich § Wochen nach Implantation ein
dhnliches Bild. In der Neointima hielten sich hauptsichlich Zellen auf, die fiir a-SMA positiv
gefarbt wurden, und in der geschrumpften Media konnten kaum Zellen nachgewiesen werden
(Abbildung 13, D-F). 16 und 26 Wochen nach Implantation zeigte sich jedoch ein differentes
Bild. Wihrend die Neointima auch hier zahlreiche fiir a-SMA positive Zellen beherbergte
und die Media nach wie vor zellarm sich darstellte, waren in der Adventitia verstreut aber
hauptsichlich jedoch giirtelformig an die Media angrenzend angeordnete fiir a-SMA positive

Zellen nachweisbar (s. Abbildung 13, G-L).
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a-SMA |

a-SMA | | Kontrolle
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Abbildung 13: Immunhistochemische Farbung der AortengefdlRe mit einem Antikorper
gegen a-SMA. Dargestellt sind Querschnitte der Aortengefiale der Kontrollgruppe (A-C)
sowie der HTK-Gruppe 8, 16 und 26 Wochen nach Implantation (D-L). L: Lumen, A:
Adventitia, M: Media, NI: Neointima, E: Endothel. VergrofRerung: 6,5x, 25x und 100x
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TiProtec®-Gruppe

Die GefaBtransplantate, die in TiProtec® gelagert wurden, zeigten 8 Wochen nach
Implantation eine ausgepridgte Neointimabildung, die sich exzentrisch darstellte (s.
Abbildung 14, D-F). Die Farbung von a-SMA zeigte ein positives Ergebnis fiir die beteiligten
Zellen innerhalb der Neointima. Dariliber hinaus zeigten sich keine positiven Zellen im
Bereich der Media. 16 Wochen nach Implantation war die Neointimabildung geringer. Die
Zellen der Neointima lieen sich mit einem spezifischen Antikdrper fiir a-SMA positiv
farben, wohingegen in der Media und Adventitia keine Zellen sich positiv darstellten
(Abbildung 14, G-I). 26 Wochen nach Implantation war die Neointimabildung deutlich
reduziert und es konnten wenige Zellen in diesem Bereich positiv gefiarbt werden (s.
Abbildung 14, J-L). Die Media zeigte sich, wie zuvor auch, ohne Priasenz von Zellen. In der

Adventita waren vereinzelt positive Zellen nachweisbar.
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Abbildung 14: Immunhistochemische Farbung der AortengefdlRe mit einem Antikorper
gegen a-SMA. Dargestellt sind Querschnitte der Aortengefiale der Kontrollgruppe (A-C)
sowie der TiP-Gruppe 8, 16 und 26 Wochen nach Implantation (D-L). L: Lumen, A:
Adventitia, M: Media, NI: Neointima, E: Endothel. VergrofRerung: 6,5x, 25x und 100x
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3.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

Eine Kaltlagerung von Gefdlen iiber zwei Wochen fiihrte in unserer Studie zu einem
massiven Funktionsverlust. Zwar zeigten die in TiProtec® konservierten Gefale 8 Wochen
nach Implantation eine geringe Fahigkeit zur Kontraktilitit im Vergleich zur NaCl- und
HTK- Gruppe, diese war jedoch nach 16 und 26 Wochen nicht mehr vorhanden. Das
Dilatationsverhalten war in allen Gruppen nicht messbar. Anders sah es aber bei den
morphologischen und immunhistochemischen Verdnderungen aus. Die in TiProtec®
konservierten Gefdlle zeigten die niedrigste Endothelproliferationsrate im Vergleich zu NaCl
und HTK. Die an der Neointimabildung beteiligten Zellen konnten mit einem spezifischen
Antikorper fiir o-SMA positiv gefdrbt werden. Parallel hierzu zeigte sich eine komplette
Zellleere im Bereich der Media, wo sich sonst die glatten Muskelzellen sich befinden. Daraus
lasst sich ableiten, dass es sich bei diesen Zellen um glatte GefdBmuskelzellen handelt, die in

die Intima eingewandert sind.

Es konnte also gezeigt werden, dass
eine lange Kaltlagerung von zwei Wochen in TiProtec® die Gefa3funktion nicht
erhalten kann.

eine nur geringe Endothelproliferation nach TiProtec®-Lagerung im Langzeitverlauf
vorhanden war.

die Neointimabildung durch eine Einwanderung von glatten Muskelzellen verursacht
wird.

NaCl und HTK zur langeren Konservierung von GefdB3en keinen positiven Effekt
haben

TiProtec® als Konservierungslosung bei Langzeitlagerung (2 Wochen) positive
Effekte hat.
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4 Diskussion

Die periphere arterielle Verschlusskrankheit ist eine der hdufigsten atherosklerotischen
Erkrankungen des Alters (Diehm et al. 2004b). Auch asymptomatisch ist sie ein signifikanter
Pradiktor kardiovaskuldrer Morbiditdt und Mortalitit (Criqui et al. 1992; Hooi et al. 2004;
Mlacak et al. 2006). Bestehen Ruheschmerzen oder droht eine kritische Ischdmie, muss eine
chirurgische Revaskularisation erfolgen (Aronow 2004). Eine Bypassanlage wird bei
langstreckigen Stenosen oder Verschliissen der unteren Extremitéit hidufig notwendig. Als
Graft der Wahl dabei kommt die Vena saphena magna in Frage. Auch in der Kardiochirurgie
werden Arterien und Venen als Bypassmaterial verwendet (Desai et al. 2007). Nicht alle
Patienten haben aber geeignete Gefifle, die als Bypass benutzt werden konnen. Die Venen
sind z. B. bei einer aortokoronaren Myokardrevaskularisation bereits entnommen oder als
Graft nicht brauchbar. Auch fiir die existierenden Gefile sollten bessere
Konservierungsbedingungen geschaffen werden, um ein Transplantatversagen und damit eine
Reoperation zu vermeiden. Auch nach einer Protheseninfektion werden Ersatzgefifle
benotigt. Das Problem verschérft sich durch eine wachsende Zahl der é&lteren und
multimorbiden Patienten. Der Bedarf an GefaBtransplantaten und Gefd8banken mit optimalen
Konservierungsbedingungen nimmt daher weiter zu.

In dieser Studie wurden NaCl, HTK und die neue Konservierungslosung TiProtec®
beziiglich ihrer GefaBBprotektion miteinander verglichen. Segmente von Rattenaorten wurden
dabei fiir zwei Wochen in der jeweiligen Losung bei 4 °C kaltgelagert. AnschlieBend folgte
die Implantation in Empféngertiere. Nach 8, 16 oder 26 Wochen wurden die Aortensegmente
explantiert und einer Funktionsuntersuchung mit rezeptorabhéngigen und -unabhéngigen
Kontraktion sowie endothelabhingigen und -unabhingigen Dilatation iberfiihrt. In der
morphologischen Untersuchung wurde die Endothelproliferation analysiert.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmalig untersucht werden, ob TiProtec® den Gefd3en
nach einer zweiwochigen Konservierung bei 4 °C und Reimplantation in einem In-vivo-
Transplantationsmodell einen ausreichenden Schutz bieten kann. Es konnte gezeigt werden,
dass

TiProtec® die Funktion der glatten Muskelzellen nach langer Kaltlagerung nicht
erhalten konnte.

64



Diskussion

der Verlust der Funktion der glatten Muskelzellen am ehesten mit der langen
Kaltlagerung von zwei Wochen assoziiert ist.

die Intimahyperplasie nach 8 und 26 Wochen signifikant niedriger war, wenn die
GefiBe in TiProtec® konserviert waren.

NaCl und HTK nicht zur lingeren Gefa3konservierung verwendet werden sollten

4.1 Studienlimitation

Die Qualitdit der Aortensegmente hatte natiirlich einen entscheidenden Einfluss auf die
Funktionalitidt. Es wurde wéhrend der Priparation stets darauf geachtet, die Gefa3proben
keinem mechanischen Schaden auszusetzen. Sowohl die Endothelschicht als auch die
Muskularis wurden mit duflerster Vorsicht behandelt. Alle Eingriffe und Verarbeitung der
Proben wurden vom selben Chirurgen durchgefiihrt, um einen Operateur abhédngigen Einfluss
auszuschlieffen. Auch die Lagerungszeiten zwischen den einzelnen Schritten (Explantation-
Lagerung-Implantation-Explantation-Funktionsmessung/Einfrieren) wurden moglichst kurz
und konstant gehalten. Nachdem jeweils ein Tier aus der NaCl- und TIP-Gruppe
ausgeschlossen werden musste, betrug die Anzahl der untersuchten Aortensegmente 25 in der
HTK- Gruppe und jeweils 24 in der NaCl-und TiP-Gruppe. Alle Proben unterliefen einer
Untersuchung zur Funktionsmessung, Endothelproliferationsmessung und
Immunhistochemie. Der Probenumfang war vergleichbar mit weiteren Studien, die sich mit
langer Kaltlagerung von GefdBBen befasst haben (Wilbring et al. 2013; Garbe et al. 2011).
Wihrend der Funktionsmessung im Organbad konnten vor allem das Anbringen der
Aortenringe an den Haken sowie der Prozess der Vordehnung zu einem GefaBwandschaden
fithren. Um dies zu vermeiden, wurden die Aortenringe nur an der Adventitia beriihrt und die
Vordehnung sehr vorsichtig und langsam vollzogen. Sauerstoffzufuhr wurde ununterbrochen
gewihrleistet und Temperaturschwankungen durch hdufige Kontrollen ausgeschlossen. Da es
sich bei dieser Studie um eine In-vivo-experimentelle Studie handelte, wurde ein
Rattenmodell ausgewdhlt. Grund hierfiir war, dass dies nach unseren Recherchen ein haufig
untersuchtes Modell darstellte. Die Endothelfunktion von Ratten und humanen Gefdflen hat
dabei einen dhnlichen Mechanismus (Hutri-K&honen et al. 1999). Dennoch sind in Zukunft
weitere Studien mit humanen Gefdflen notwendig, um die vorliegenden Ergebnisse auf die

Klinik zu iibertragen.
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4.2 Konservierungslésungen

Die Endothelfunktion der GefédBtransplantate ist abhédngig von der verwendeten
Konservierungslosung (Welz et al. 1991). Ziel ist dabei, die Endothelaktivierung, die zu einer
chronischen Inflammation und schlielich zu einem Graftverschluss fiihrt, zu verhindern
(Schaeffer et al. 1997). Die ersten Organkonservierungslosungen waren zusammengesetzt,
um den lonenaushalt der Zellen aufrechtzuerhalten (Belzer und Southard 1988). Es wurde
angenommen, dass Hypothermie zu einer Inhibition der Natrium/Kalium- ATPase und damit
Natriumakkumulation in der Zelle fiihrt, gefolgt von Chlorideinstrom und Zellschwellung
(Hochachka 1986). Neuere Studien zeigen jedoch, dass dieser Mechanismus keine Rolle bei
der Zellschiadigung spielt (Gizewski et al. 1997). Die Hypothermie selbst soll vielmehr die
Zellfunktion beeintrachtigen (Rauen et al. 2000). Die Gefallkonservierungslosungen sollen
also einen ausreichenden Schutz gegen diese kélteinduzierte Schédigung bieten, um eine
bessere Transplantatfunktion zu erzielen. Der Endothelschutz reduziert dabei das Auftreten
von Stenosen und Graftokklusionen (Solberg et al. 1992). Zur Erhaltung der Graftfunktion
spielt also das Endothel eine zentrale Rolle und sollte daher besonders geschiitzt werden.
Neben der physiologischen Natriumchloridlosung (Fahner et al. 2006) werden
GefaBtransplantate heute in Organprotektionslosungen wie z. Bsp. HTK gelagert (Abrahamse
et al. 2002). Zusitzlich findet aber auch die speziell fiir die Gefdle entwickelte Losung

TiProtec® in den klinischen Studien Verwendung.

4.2.1 0,9 %ige plasmaisotone NaCl-Lésung

Es wird angenommen, dass die 0,9%ige Kochsalzlosung urspriinglich wéhrend der Cholera-
Pandemie in FEuropa in 1831 entstanden ist (Masson 1971). Dennoch ist die
Zusammensetzung der heutigen Natriumchloridlésung eine ganz andere als die der damals
verwendeten Infusionslosungen, so dass die historische Herkunft dieser Losung umstritten
bleibt (Awad et al. 2008). Weltweit wird NaCl heute als haufigste Infusionslosung eingesetzt.
In der kardiovaskuldren Chirurgie wird sie aber auch zur kurzen Lagerung von Blutgefifien
gebraucht (Veres et al. 2015). Waihrend einige Studien keinen Nachteil durch NaCl-
Konservierung fiir die Gefallfunktion zeigen konnten (Cartier et al. 1995; Tsakok et al. 2012),
reicht nach Walbring et al. bereits eine kurze Lagerungsphase von humanem VSM in NaCl

zur Beeintrachtigung der Endothelfunktion (Wilbring et al. 2011). Eine zweistiindige

66



Diskussion

Konservierung von VSM in Kochsalzlosung fiihrte zu einer verminderten Kontraktion nach
Kaliumchlorid- und Phenylephrinegabe (Wise et al. 2015). Zusétzlich konnte Cavallari et al.
zeigen, dass es nach NaCl-Lagerung zu einer signifikanten Intimahyperplasie kommen kann
(Cavallari et al. 1997). Veres kam 2014 in einer tierexperimentellen Studie mit
Aortensegmenten von Ratten zu einem dhnlichem Ergebnis. Eine Kaltlagerung von zwei
Stunden in NaCl fiihrte zu einem ausgepragten Endothelschaden (Veres et al. 2015).
Unbestritten bleibt auch, dass die Wahl der perioperativen Konservierungslosung die
Transplantatreaktion beeinflussen kann (Chester et al. 1993).

Im Rahmen unserer Studie konnten vergleichbare Daten erhoben werden. Sowohl die
Endothelfunktion als auch Endothelproliferation war nach NaCl- Konservierung deutlich
negativ beeinflusst. Bemerkenswert war auch, dass im Vergleich zu HTK und TiProtec®
kaum bis keinerlei Reaktion auf Kaliumchlorid, Phenylephrine, Acetylcholin oder
Nitroprussid eruierbar war. Die Intimahyperplasie war in dieser Gruppe deutlich erhoht und
darin die Proliferation der glatten Muskelzellen in hohem Mafe nachweisbar. Die komplett
aufgehobene Endothelfunktion hingt am ehesten mit der langen Konservierungszeit
zusammen. Vor allem aber wird verdeutlicht, dass Natriumchlorid keinerlei
Schutzmoglichkeiten fiir Blutgefd3e bieten kann. NaCl sollte daher zur langen Konservierung

von Blutgefd3en nicht verwendet werden.

4.2.2 Histidin-Tryptophan-Ketoglutarat (HTK/Custodiol®/Bretschneider’s)

Custodiol ist eine kristalloide Kardioplegielosung mit intrazelluldrer Zusammensetzung
(Kohler Chemie 1999). Sie wird in der Herzchirurgie vor allem bei Klappenoperationen und
komplexen FEingriffen verwendet (Liu et al. 2008). Aber auch in der
Transplantationschirurgie findet sie bei der Organkonservierung Verwendung (Gubernatis et
al. 1990). Vorteilhaft in der Kardiochirurgie ist dabei, dass eine einzige Gabe von HTK einen
Myokardschutz von iiber zwei Stunden gewéhrleisten kann (Gebhard et al. 1984). Dadurch
konnten Unterbrechungen wahrend der Operation vermieden werden (Braathen et al. 2011).
HTK war erstmalig von Bretschneider in den 1970er Jahren beschrieben (Bretschneider et al.
1975). Sie hat eine niedrige Natrium- und Kalziumkonzentration. Natriummangel im
Extrazellularraum fiihrt zur Hyperpolarisation der Myozyten-Plasmamembran. Die wihrend
der Ischdmie angesammelten sauren Metabolite werden durch Histidin gepuffert.

Ketoglutarate sorgen fiir die ATP-Produktion bei der Reperfusion, und Tryptophan
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stabilisiert die Zellmembran. Mannitol reduziert das Zelldodem und dient zum Neutralisieren
von freien Radikalen (Bretschneider 1980). Gubernatis et al. beschreiben, dass HTK die
Funktion der humanen Lebertransplantate auch nach liber 12 h Kaltlagerung gut erhalten
konnte (Gubernatis et al. 1990). In einer weiteren Studie untersuchten Widemann et al. HTK
und NaCl beziiglich ihrer Wirkung auf die mitochondriale Funktion. Dabei wurden
Schweineherzen und -—blutgefile nach Kaltlagerung von 14 h (Myokard) oder 24 h
(Segmente der Aorta ascendens, A. mammaria, VSM) einer Respirometrie zugefiihrt.
Custodiol zeichnete sich dabei durch hohe Protektion der myokardialen Mitochondrien aus
und konnte demnach als Konservierungslosung in der Organtransplantation verwendet
werden (Wiedemann et al. 2013). Eine Uberlegenheit gegeniiber NaCl bei der
GefidBkonservierung in dieser Studie konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. Custodiol®
wurde auch in einigen weiteren Arbeiten zur Lagerung von Gefédltransplantaten eingesetzt.
Schaeffer et al. untersuchten in einer Studie humane VSM und bovine Arteria und Vena
mammaria, die zuvor in HTK, NaCl, heparinisiertem NaCl, Ringer-Lactat-Losung oder
heparinisiertem Blut fiir zwei Stunden gelagert waren. Die Endothelschicht wurde darauthin
auf Zellschaden {iiberpriift. HTK war dabei den anderen Lagerungslosungen deutlich
iiberlegen (Schaeffer et al. 1997). Eine weitere Studie zeigte, dass HTK die kontraktile
Geféalifunktion fiir 36 h fast komplett erhalten konnte (Grohs et al. 1996). Bas et al. beschrieb
jedoch 2016, dass die Endothelfunktion und die Funktion der glatten MuskelzellenFunktion
von humanen VSM nach 48 h HTK-Lagerung deutlich beeintrachtigt war (Bas et al. 2016). In
den letzten Jahren wurde auch eine modifizierte HTK-Losung (Custodiol-N®) mit weiteren
Bestandteilen (Eisenchelatoren, N-Acetyl-Histidin, hohe Kalium- und Chloridkonzentration)
hergestellt. Zahlreiche tierexperimentelle Versuche zeigen, dass der Konservierungs- und
Reperfusionsschaden durch Verwendung von Custodiol-N® deutlich verringert werden kann
(Bahde et al. 2008; Stegemann et al. 2009; Wu et al. 2009). In unserer Studie konnte
Custodiol-N® nach zweiwochiger Kaltlagerung die Endothelfunktion nicht erhalten. Zu
keinem Untersuchungszeitpunkt konnte eine messbare Kontraktilitdt durch eine Stimulation
mit KCI- oder Norepinephrin erzielt werden. Die Vasodilatation war auch nach allen
Transplantationszeiten nicht messbar. Die Endothelproliferation konnte durch HTK nicht
verhindert werden und war mit der in der NaCl-Gruppe vergleichbar. HTK verfiigt {iber
weniger Eisenchelatoren, wie Desferan und LK 614. Daher konnte am ehesten die
kélteinduzierte und eisenabhéngige Schidigung des Endothels nicht verhindert werden. Wille
et al beschreibt, dass diese Schadigung durch Kaltlagerung zeitabhédngig ist und wéhrend der
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Reperfusion verstiarkt wird (Wille et al. 2008). Auch HTK scheint also zur langen

Kaltlagerung von zwei Wochen nicht geeignet zu sein.

4.2.3 TiProtec®

Entsprechend der neueren Erkenntnisse zur Gefalprotektion wurde aus der Custodiol®-
Losung iiber Custodiol-N® eine neue Losung TiProtec® entwickelt (Wille et al. 2008). Diese
Losung soll die Gefilendothelzellen vor kilteinduzierte Schadigung schiitzen, die durch
reaktive Sauerstoffradikale verursacht wird und eisenabhéngig ist (Rauen und de Groot 2004;
Rauen et al. 2000; Salahudeen et al. 2000). Die intrazelluldren Eisenionen bilden nach
Kalteexposition hochreaktive Sauerstoffradikale, die vor allem die Mitochondrien iiber
Membranporenbildung und damit Membranpotenzialverlust schiadigen (Rauen et al. 2000).
Auch die Endothelzellen werden wihrend der Kaltlagerung zeitabhingig geschidigt, wobei
die Schadigung bei der Reperfusion weiter zunimmt (Wille et al. 2008). Die Gruppe um Frau
Rauen entwickelte basierend auf diesen Erkenntnissen aus Custodiol-N® durch Anpassung
von Bestandteilen und Konzentration die TiProtec®-Losung. Bei kleineren Gewebeproben
wie Gefid3e war eine hohe Konzentrationen an Puffer nicht notwendig, so dass diese reduziert
und die entstandene osmotische lonendifferenz vor allem durch Chlorid ersetzt wurde (Wille
et al. 2008). Chlorid wirkte sich dabei positiv auf die Vitalitit der Endothelzellen. Der
positive Effekt von Chlorid wurde auch in einem Herztranplantationsmodell der Mause
gezeigt (Wu et al. 2011). Als Puffer diente N-Acetylhistidin in einer geringeren Menge statt
Histidin, da unter Histidin selbst eisenabhidngig Sauerstoffradikale entstehen (Rauen et al.
2007). N- Acetylhistidin dagegen scheint redoxaktives Eisen stirker zu binden. Des Weiteren
zeigte sich eine kaliumreiche LoOsung endothelschiitzend im Vergleich zu einer
natriumreichen Losung (Wille et al. 2008; Zatschler et al. 2009). Am ehesten kommt es durch
die hohe Kaliumkonzentration zu keinem Kaliumaustritt aus den Gefilendothelzellen und
somit wird die Apoptose verhindert (Lang et al. 2005). Ein leicht saures Milieu mit einem
pH-Wert von 7,0 wirkte sich positiv auf die Zellfunktion und auf das Membranpotenzial von
Mitochondrien (Wille et al. 2008; Nishimura et al. 1998). Die Aminosdure Alanin soll
verhindern, dass bei Hypoxie wihrend der Kaltlagerung zur Porenbildung an der Zellwand
und dariiber zu einem Natriumeinstrom kommt (Rauen und de Groot 2004; Bahde et al.
2008) Glycin wirkt ebenfalls membranstabilisierend, vermutlich iiber membranstindige
Rezeptoren (Weinberg et al. 1990). Auch Tryptophan aus Custodiol-N® wurde in der selben
Konzentration zugesetzt (Wu et al. 2009). Die Substrate des Zitratzyklus, Aspartat und o-
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Ketoglutarat, wurden ebenfalls von der Custodiol-N® Losung beibehalten (Wille et al. 2008).
Da Endothelzellen eine hohe glykolytische Aktivitit aufweisen, ist der neuen LOsung
Glukose hinzugefiigt worden (Mertens et al. 1990). SchlieBlich kam zum hydrophilen
Eisenchelator Deferoxamin der lipophile Eisenchelator LK 614 (Wille et al. 2008). Die
lipophile Eigenschaft hat den Vorteil, dass der LK 614 schnell und bereits zu Beginn der
Kaltlagerung durch die Zellmembran passieren und in die Zellinnere gelangen kann, um dort
redoxaktives Eisen zu binden und zu neutralisieren. Die Konzentration der Eisenchelatoren
mussten dabei genau angepasst werden, da in hdheren Mengen eine toxische Wirkung
bestand (Koch et al. 2010). Die Optimierung der Basislosung Custodiol-N®, wie oben
beschrieben, erfolgte in einem Schweineaortenmodell. Dabei wurden 2 cm lange
Aortensegmente in HTK, Perfadex oder der neuen optimierten TiProtec®-Losung bei 4 °C
fiir maximal 21 Tage konserviert. Die Endothelzellvitalitit wurde anschlieBend {iber eine
Propidiumjodid-Farbung, die die Kerne nekrotischer und apoptotischer Zellen markiert,
bestimmt. Zusitzlich folgten Untersuchungen zur Thrombozytenadhdsion und zum
mitochondrialen Membranpotenzial. Die Endothelzellvitalitit und das mitochondriale
Membranpotenzial waren unter TiProtec® im Vergleich zur HTK und Perfadex deutlich
besser erhalten (Wille et al. 2008). Auch eine verminderte Thrombozytenadhdsion an das
Endothel konnte nachgewiesen werden. Die Uberlegenheit der TiProtec-Ldsung konnte auch
in weiteren Untersuchungen bestétigt werden. Zatschler et al. untersuchten Segmente der
Aorta und Arteria mesenterica superior der Ratte nach 4 Tagen Kaltlagerung. Bestimmt
wurden unter anderem die Endothelstruktur, die Tonusentwicklung nach KCL-Gabe, die
endothelabhdngige und endothelunabhingige Relaxation und die Expression der
endothelialen NO-Synthase. Verglichen mit der physiologischen Kochsalzlosung und HTK
zeigte die neue GefdBprotektionslosung eine komplette Erhaltung der Endothelstruktur, der
Endothelfunktion und der Funktion der glatten Muskelzellen (Zatschler et al. 2009). In einer
weiteren Studie wurden humane Arteria mammaria Segmente untersucht (Garbe et al. 2011).
Die im Rahmen der aortokoronaren Bypassoperationen entnommenen Gefdllproben wurden
fiir maximal 25 Tage bei 4 °C in HTK, 0,9%iger NaCL oder TiProtec® gelagert. Bestimmt
wurde unter anderem die Vasokonstriktion mit KCl sowie endothelabhéngige und
endothelunabhéngige Vasodilatation mit Acetylcholin und Nitroprussid. Die Ergebnisse der
physiologischen Kochsalzlosung waren hierbei erniichternd, indem bereits nach 10stiindiger
Lagerungszeit der Gefdfitonus komplett aufgehoben war. Die HTK- Gruppe zeigte zwar nach

4 h Konservierung einen guten Funktionserhalt, nach 4 Tagen jedoch kam es zu einem
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deutlichen Funktionsverlust der Gefd3segmente. Die TiProtec®-Gruppe brachte auch hier die
besten Ergebnisse. Nach 4 Tagen war die Endothel- und die glatte Muskelzellfunktion
vollkommen erhalten. Nach 10 Tagen betrug die endothelabhingige Relaxation 50% bei
komplett erhaltener Funktion der glatten Muskelzellen. Tiprotec® wurde auch zur
Konservierung von Muskelgewebe verwendet. Rattendiaphragma konnte nach 2,5h
Kaltlagerung eine bessere Kraftentwicklung gegeniiber NaCl-konservierte Proben aufweisen
(Wille et al. 2011). Wilbring et al. zeigten in einer Studie mit humanen VSM-Segmenten, die
24 h und 96 h kaltgelagert waren, dass TiProtec® die Endothelfunktion gegeniiber NaCl
deutlich schiitzen konnte (Wilbring et al. 2013). In NaCl gelagerte Venen dagegen verloren
thr Vermdgen an Vasokonstrikion, endothelzell- und glatte Muskelzell- abhingige Dilatation
nach 96 h nahezu komplett. Veres et al. verglichen in einer bislang einzigen In-vivo-Studie
im Rattenmodell die physiologische Kochsalzlosung, HTK und TiProtec® im Hinblick auf
Endothelerhaltung. Nach zweistiindiger Kaltlagerung in der jeweiligen Losung wurden
Aortensegmente in Aorta abdominalis transplantiert. Nach 2 h, 24 h und einer Woche folgte
die Explantation und Untersuchung der GefiBle. Die endothelabhdngige und
endothelunabhingie Vasodilatation war in der TiProtec®-Gruppe gegeniiber Kochsalzlosung
und HTK deutlich tiberlegen (Veres et al. 2016). Auch unsere Studie zeigte zwar eine bessere
Endothelschichtmorphologie  nach  TiProtec®-Konservierung,  der  Erhalt  der
Endothelfunktion konnte durch TiProtec® nicht gewihrleistet werden. Das
Dilatationsvermdgen war nach 14 Tagen Kaltlagerung in allen Gruppen (TiProtec®, HTK
und NaCl) aufgehoben. Dieses Ergebnis ist vergleichbar mit den Daten von Garbe et al., wo
nach 10-tidgiger Konservierung lediglich 50 % der endothelabhidngigen Dilatation messbar
war (Garbe et al. 2011). Die Vasokonstriktion war auch in dieser Arbeit der NaCl- und HTK-
Gruppe {iiberlegen, dennoch blieb eine komplette Erhaltung der glatten Muskelzellfunktion
aus. Erwadhnenswert ist dabei, dass es sich bei allen oben beschriebenen Studien bis auf die
Studie von Veres et al. um in Vitro-Untersuchungen handelte. Auch diese Studie ist mit einer
2-stiindigen Kaltlagerung und maximaler Transplantationszeit von einer Woche (gegeniiber
maximal 26 Wochen in unserer Studie) nur bedingt mit unserer Arbeit vergleichbar. Es ist
weiterhin zu beriicksichtigen, dass bei In-vivo-Studien auch weitere Faktoren, wie
chirurgisches Trauma und Wirtsreaktion, eine Rolle in der Endothelfunktion spielen. Zu
beobachten ist aber, dass die Endothelproliferation, die fiir die Transplantatfunktion von
enormer Bedeutung ist, in der TiProtec®-Gruppe im Vergleich zu NaCl und HTK am

geringsten ausgeprigt war.
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4.3 Funktionsmessung

4.3.1 Rezeptorunabhéngige Kontraktion mit KCI

KCl fiihrt tiber Zellmembrandepolarisation zu einem Kalziumeinstrom durch
spannungsabhingige Kalziumkanéle (Karaki et al. 1988a). Es kommt zu einem Anstieg der
cytosolischen Kalziumkonzentration und zur Aktivierung der Kalzium-Calmodulin-
abhéngigen MyosinleicHTKetten- Kinase. MLC- Kinase wiederum phosphoryliert MLC,
fordert die Aktin-Myosin-Interaktion, und es kommt zu einer Kontraktion (Dillon et al. 1981;
Ratz et al. 2005; Silver 1986). Die rezeptorabhidngige, G-Protein-gekoppelte Kontraktion
wird damit umgangen. Die frisch entnommenen Rattenaortensegmente wurden zunichst im
Organbad KCI ausgesetzt und zeigten auch ihre maximale Kontraktion unter Kaliumchlorid
(Kontrollgruppe). Blieb die Reaktion auf Kalium gering oder sogar aus, konnte im Laufe der
Versuchsreihen davon ausgegangen werden, dass der Kontraktionsapparat geschddigt und
keine Reaktion auf weitere Substanzen zu erwarten war. Insgesamt bestand auch eine enge
Korrelation zwischen den morphologischen Verdnderungen an den Aortenringen und
Reaktion auf Kaliumchlorid. Besonders in der NaCl-Gruppe kam es zur geringsten Reaktion
auf Kalium nach 8 Wochen Transplantationszeit, die nach 16 und 26 Wochen komplett
ausblieb. Zu einem vergleichbaren Ergebnis kam auch Garbe et al. In einem in Vitro-
Versuch, wobei bereits nach 10 Stunden NaCl-Konservierung keine Tonusentwicklung an
humanen Arterien messbar war (Garbe et al. 2011). Auch Wise et al. zeigten, dass eine
Kaltlagerung von 2 Stunden in  Kochsalzlosung zu  einer  deutlichen
Kontraktionseinschrinkung gefiihrt hat (Wise et al. 2015).

Die in HTK gelagerten Aortensegmente zeigten bereits nach 8 Wochen Transplantations-
Periode deutliche Kontraktionseinschrankung, die auch nach 16 und 26 Wochen erhalten
blieb. Zu einer dhnlichen Erkenntnis kamen Abrahamse und Kollegen bei einer in Vitro-
Untersuchung von Schweinecarotiden (Abrahamse et al. 2002). Nach Kaltlagerung von 2
Wochen in NaCl und HTK blieb nahezu jede Reaktion auf Kontrationsstimulus aus. Die
TiProtec®-Gruppe in unserer Studie zeigte lediglich nach 8 Wochen Transplantationszeit
noch eine Kontraktilitdit nach KCl-Gabe, die im Vergleich zur NaCl und HTK signifikant
war. Diese Kontraktilitidtsfahigkeit konnte jedoch nach 16 wund 26 Wochen
Transplantationszeit nicht mehr detektiert werden. In einem in Vitro Rattenmodell konnte

eine nahezu komplett erhaltene Funktion der glatten = Muskelzellen der

72



Diskussion

Mesenterialartieriensegmente nach 4 Tagen Konservierung in TiProtec® nachgewiesen
werden (Zatschler et al. 2009). Die Erkldrung liegt am ehesten an der langen Kaltlagerung
von 14 Tage und der dadurch bedingten Schidigung der gletten Muskelzellen. Keine der
untersuchten Losungen konnte also die Funktion der glatten Muskelzellen nach 14 Tagen

Kaltlagerung vollstdndig erhalten.

4.3.2 Rezeptorabhangige Kontraktion mit Phenylephrin

Im Gegensatz zu KCI wirkt Phenylephrin (PE) als ein 0-adrenerges, direktes
Sympathomimetikum {iber einen G-Protein gekoppelten Alpha-1- Rezeptor (Drew und
Whiting 1979). Je nach PE-Konzentration bindet es entweder nur Alpha- 1- Rezeptoren, oder
auch deren Subtypen (Benevolensky et al. 1987; Errasti et al. 1999; Yamamoto et al. 1984;
Kenny et al. 1996) oder gar myokardiale Alpha- und Beta-1-Adrenorezeptoren (Srivastava et
al. 1977). Durch Bindung von PE an die Alpharezeptoren wird eine G- Protein-gekoppelte
Kaskade ausgelost. Die Phosphatidylinosit-spezifische Phospholipase C  spaltet
Phosphatidylinosit-4,5-bisphosphat zu Diacylglycerin und Inosit-1,4,5-trisphosphat (IP3)
(Ueda et al. 1986; Wolf et al. 1987). IP3 bindet an IP3- Rezeptoren des sarkoplasmatischen
Retikulums. Es kommt zu einem Kalziumausstrom aus dem sarkoplasmatischen Retikulum
unter Energieverbrauch und folglich zu erhohter Kalzuimkonzentration im Zytoplasma.
Durch Interaktion von Aktin und Myosin kommt es zu einer Kontraktion (Saida et al. 1988;
Saida und van Breemen 1987). Eine fehlende Antwort auf PE konnte multifaktorielle
Ursachen haben. Eine lagerungsbedingte Zerstorung der Rezeptoren oder des kontraktilen
Apparates oder fehlende Substrate konnen einige dieser Ursachen sein. Insgesamt konnte in
der vorliegenden Studie keine nennenswerte Reaktion auf PE festgestellt werden. Die in allen
drei Losungen (NaCl, HTK, TiProtec®) konservierten Aortenringe zeigten nach 2 Wochen
Kaltlagerung und Transplantation fiir 8, 16 und 26 Wochen eine fehlende kontraktile
Reaktion. Zatschler und Kollegen konnten in einer In-vitro-Studie, in der Rattenarterien nach
4 Tagen Kaltlagerung in Kochsalzlosung, HTK oder TiProtec® gelagert wurden, in den
ersten beiden Gruppen eine signifikante Endothelschddigung sowie komplett aufgehobene
Tonusentwicklung nachweisen (Zatschler et al. 2009). Nur die TiProtec®-Lésung konnte
einen ausreichenden Schutz gegen die kélteinduzierte Schiddigung mit gut erhaltener
Endothelschicht und -funktion bieten. Die Ergebnisse einer weiteren In-vitro-Studie mit

humanen Gefdflen zeigten bereits nach 10 h NaCl-Konservierung einen vollkommenen
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Tonusverlust nach Norepinephrin-Stimulation (Garbe et al. 2011). Nach 4 Tagen HTK-
Kaltlagerung war das Kontraktions- und Dilatationsvermogen genauso geschidigt. Lediglich
TiProtec® war den beiden anderen Losungen iiberlegen. Betreffend NaCl und HTK zeigten
die oben beschriebenen Studien vergleichbare Ergebnisse. Dass in unserer Studie TiProtec®
die rezeptorabhingige Kontraktilitdt der GefaBle vor allem im Langzeitverlauf nicht erhalten
konnte, hingt am ehesten mit der lingeren Kaltlagerung von 14 Tagen und der dadurch

bedingten Schiadigung der glatten Muskelzellen zusammen.

4.3.3 Endothelunabhéangige Dilatation mit Nitroprussid

Nitroprussid ist ein potenter Vasodilatator, der vom Hamoglobin in Cyanid gespalten wird
(Tinker und Michenfelder 1976). Als NO-Donor fiihrt es cGMP-abhingig zu einer
Aktivierung der Proteinkinase. Uber Proteinphosphorylierung wird der Phosphatidylinositol-
Zyklus inhibiert (Walter et al. 1988). Die endothelstindige NO-Synthase wird also nicht
benotigt. In niedrigen Konzentrationen hemmt Nitroprussid den Kalziumeinstrom in die
Zelle, in hoheren Dosen setzt es die Kalzium-Sensitivitit des kontraktilen Apparates herab
(Karaki et al. 1988b). Nach Inhibition von NO-Synthase untersuchten Garbe und Kollegen
humane Arteria mammaria beziiglich endothelunabhédngiger Vasodilatation (Garbe et al.
2011). Nach 4 Tagen TiProtec®-Konservierung betrug es 50% der nach Acetylcholin-Gabe
gemessenen Dilatation. HTK- und Kochsalz-Gruppen zeigten dagegen eine deutlich
eingeschrankte bzw. aufgehobene Funktion.

Alle untersuchten Aortensegmente in unserer In-vivo-Studie zeigten unabhédngig von der
verwendeten Konservierungslosung eine fehlende Reaktion auf Nitroprussid. Auch hier
scheint die lange Kaltlagerung von 2 Wochen den Muskelapparat deutlich geschidigt zu
haben. Hier ist die wahrscheinlichste Erkldrung das Fehlen von glatten Muskelzellen

innerhalb der Media in den Aortensegmenten, welches keine Relaxation mehr ermoglicht.
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4.3.4 Endothelabhangige Dilatation mit Acetylcholin

Acetylcholin fiihrt an den GefaBBendothelzellen iiber die muskarinerge Rezeptoren zur
Ausschiittung von endothelium-derived relaxing factors (EDRF) und damit zu einer
GefiBrelaxation (Furchgott 1993). Die dilatative Wirkung von Acetylcholin (Ach) kommt
aber nur dann zum Tragen, wenn Endothel vorhanden und dieses auch unversehrt ist
(Furchgott und Zawadzki 1980). Andernfalls bewirkt Ach eine Vasokonstriktion. Beim
EDREF handelt es sich dabei unter anderem um Stickstoffmonoxid (NO), Prostaglandine und
endothelium-derived hyperpolariznig factor (EDHF) (Furchgott und Vanhoutte 1989). Es
werden aber auch vasokostriktorische Substanzen wie Endothelin ausgeschiittet. Das
Endothel setzt unter normalen Bedingungen auch durchgehend NO frei (Vane und Botting
1992). Zusitzlich kommt es durch Ach-Freisetzung an den Gefédllen iiber EDHF-Freisetzung
zur Hyperpolarisation der glatten Muskelzellen und Vasorelaxation (Nagao und Vanhoutte
1992; Chen et al. 1988). Das NO wird von NO-Synthase aus L- Arginin abgespalten und
aktiviert die Guanylatzyklase an der glatten Muskelzelle (Furchgott und Vanhoutte 1989). Es
wird vermehrt zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP) gebildet, dieses aktiviert die
cGMP-abhéngige Proteinkinase, die verschiedene Proteine der Signalkaskade phosphoryliert
(Rapoport und Murad 1983). SchlieBlich kommt es durch die Dephosphorylierung der
Myosinleichtketten zur Vasorelaxation (Rapoport et al. 1983). Die Endothelfunktion hingt
vor allem mit der NO-Freisetzung und —Aktivitit zusammen (Lefer und Ma 1993).
Leukozytenadhdsion, Emigration an das Endothelium und folglich eine akute Inflammation
und Neointimabildung wéren einige Folgen einer unzureichenden NO- Freisetzung (Kubes et
al. 1991; Cayatte et al. 1994). Zusitzlich fiihrt die Kaltlagerung zu vermehrter Expression des
von-Willebrand-Faktors und darunter zur Thrombozytenadhision (Upadhya und Strasberg
2002). Der Schutz des Endothels ist daher von enormer Bedeutung (Zatschler et al. 2009).
Lagerungs- und Verfahrensbedingte Endothelschdden im Rahmen von kardiovaskuldren
Eingriffen sollten mdglichst vermieden werden. In der vorliegenden Arbeit war die Reaktion
auf Ach-Gabe komplett aufgehoben. Nach zwei Wochen Kaltlagerung und 8, 16 und 26
Wochen Transplantation konnte in keiner der untersuchten Gruppen ein messbares
Dilatationsvermogen festgestellt werden. Die Gruppen NaCl und HTK betreffend gibt es
vergleichbare Ergebnisse aus In-vitro-Studien. Bereits 2 h Konservierung in HTK fiihrte zu
enormen Endothelverinderungen (Zatschler et al. 2009). Nach 4 Tagen war keine Dilatation

mehr messbar. Auch Garbe und Kollegen konnten nach 4 Tagen HTK-Konservierung der
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humanen Arteria mammaria massive Funktionseinschrinkungen des GefdBBendothels
feststellen, in der NaCl-Gruppe war bereits nach {iber 10h Kaltlagerung keine
Tonusentwicklung vor der Dilatationstestung moglich (Garbe et al. 2011). Lediglich
TiProtec® konnte das Endothel auch nach 10 Tagen gut erhalten, wobei die
endothelabhdngige Dilatation mit Ach 50% betrug. Wille und Kollegen beschreiben ebenfalls
ein gut erhaltenes Endothel in Schweineaorta nach einer Kaltlagerungszeit von tiiber 3
Wochen (Wille et al. 2008). Durch die lange Kaltlagerung von 14 Tagen in TiProtec® war in
unserer Arbeit 8, 16 und 26 Wochen nach Transplantation keine Dilatation messbar, da das

Endothel und der kontraktile Apparat nicht erhalten werden konnten.

4.4 Morphologie

4.4.1 Endothelproliferation

Mit der Himatoxylin-Eosin-Féarbung sollten die strukturellen Verdnderungen des Endothels
quantitativ anhand von Flichenmessung bestimmt werden. Die vorliegende Studie zeigt
dabei, dass es im Rahmen der langen Kaltlagerung von insgesamt zwei Wochen nicht nur zu
massiven funktionellen, sondern auch strukturellen Endothelschiden gekommen war. Auch
eine Beeintrichtigung des glatten GefaBmuskelapparates konnte festgestellt werden.
Besonders ausgeprigt waren die Endothelverdnderungen in Form von Endothelproliferation
in der NaCl- und HTK-Gruppe. Diese auch als Intimahyperplasie bezeichnete Verdnderung
filhrt zu einer Lumenverkleinerung und somit zu einer Stenose. Lediglich die in der
TiProtec®  konservierten  Aortensegmente  zeigten eine  signifikant  geringere
Proliferationstendenz. Durch Endothelschaden kommt es zur Migration der glatten
Muskelzellen in die Intima, wo sie proliferieren und so zu einer Intimaverdickung fiihren
(Dilley et al. 1992). Die Endothelproliferation ist also als Folge von Endothelschaden zu
sehen. Diese Endothelschidigung ist vor allem durch Kaltlagerung verursacht und entsteht
durch eisenabhéngige reaktive Sauerstoffspezies (ROS), wobei der groBBere Schaden wéhrend
der Reperfusion entsteht (Wille et al. 2008). Die Endothelschicht von Schweineaorten, die 14
Tage in TiProtec gelagert waren, zeigten im Vergleich zur Lagerung in Kochsalzldsung,
HTK, University of Wisconsin (UW) und Perfadex eine besser erhaltene Zellstruktur und
deutlich weniger nekrotische Zellen. Mesenterialarterien der Ratten zeigten in einer weiteren
in Vitro-Studie bereits nach 2 h HTK-Kaltlagerung einen ausgeprigten Endothelzellschaden.

Noch gravierender war die Endothelzellstruktur nach 96h Kochsalzlagerung (Zatschler et al.
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2009). Lediglich die Protektionslosung mit Eisenchelatoren (TiProtec®) konnte die
Endothelstruktur erhalten. Vereinbar mit diesen Studien ist die in unserer Studie ermittelte
niedrige Endothelproliferation als Zeichen geringer Endothelzellschidigung mit der besseren
Protektion durch TiProtec® zu erkldren. Die speziell zur GefdBkonservierung entwickelte
Losung scheint vor allem durch den Zusatz von Eisenchelatoren zum Erhalt der Zellvitalitat
und —struktur beizutragen. Die Ergebnisse der Funktionsmessung sind in der vorliegenden

Studie insofern mit den morphologischen Verdnderungen vereinbar.

4.4.2 Glatte Muskelzellen

GefidBeingriffe sind auch mit Gefd3verletzungen assoziiert. Einerseits kommt es zu einer
mechanischen Schiadigung des NativgefdBes durch die Naht, Endarteriektomie,
Thrombektomie und perkutane transluminale Angioplastie. Andererseits verursacht die
Implantation von autologen oder prothetischen Grafts oder Stents zu einer GefaB3verletzung.
Arterien und Venen antworten auf solche Verletzung mit einer Neointimabildung (Allaire
und Clowes 1997). Infolge von Endothelzellschddigung kommt es zur Migration von glatten
Muskelzellen in die Intima und schlieflich zur Intimahyperplasie. Diese eingewanderten
Zellen stammen entweder aus dem Blutkreislauf oder aber aus den angrenzenden
GefaBrandern (Kouchi et al. 1998; Clowes et al. 1983). Zusitzlich wird die Synthese von
Extrazellularmatrix initiert bestehend aus Kollagen, Elastin und Proteoglycan (Sottiurai et al.
1983; Snow et al. 1990). Das Endothel scheint dabei auch nicht nur die Funktion und
Migration, sondern auch das Wachstum und den Untergang der glatten Muskelzellen zu
beeinflussen (Ross 1993; Davies und Hagen 1993; Nakahashi et al. 1995). Die
Intimahyperplasie ist durch zwei verschiedene Verdnderungen an den glatten Muskellzellen
gekennzeichnet. Einerseits bilden die glatten Muskelzellen eine Media-Fibroplasie durch
Myofibroblasten, andererseits degenerieren die Muskelzellen und fithren damit zur
Medianekrose (Sottiurai et al. 1983). In giinstigeren Fillen erreicht die Zellantwort ein steady
state mit ausreichend erhaltenem Lumen oder aber die Intimahyperplasie fithrt zu einer
Lumenobstruktion und einem GefdBlverschluss (Loop et al. 1983; FitzGibbon et al. 1986;
Campeau et al. 1983). In einem Hasenmodell beschreibt Zwolak den zeitlichen Ablauf der
Intimahyperplasie (Zwolak et al. 1987). Dabei wurden Vena jugularis externa Segmente in
die Carotis implantiert. Die Thrombozyten, Leukozyten und Mikrothromben lagerten sich an

den Anastomosenbereich an, wo kein Endothel vorhanden war. Diese vom Endothel
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freiliegende Oberfliche wurde nach zwei Wochen mit neuen Endothelzellen bedeckt. Zu
diesem Zeitpunkt beginnt auch die Intimahyperplasie. In den ersten 4 Wochen kommt es
durch die Proliferation der glatten Muskelzellen und Anhdufung zu einer
GefiaBwandverdickung. Nach Proliferationsende fiihrt die Zunahme der extrazelluldren
Matrix zu einer weiteren Intimaverdickung, wobei das Maximum der Wanddicke nach 12
Wochen erreicht wird (Kohler et al. 1989). Zwei Wachstumsfaktoren, der basic fibroblast
growth factor (bFGF) und der platelet-derived growth factor (PDGF) triggern die
Proliferation der glatten Muskellzellen in der Media und die Migration dieser in die Intima
(Saltis et al. 1995; Huang et al. 2017). bFGF wird dabei von dem geschiddigten Endothel und
den glatten Muskelzellen freigesetzt und stimuliert in der Media die Proliferation der glatten
GefdBmuskellzellen (Lindner und Reidy 1991). In der vorliegenden Studie kam es im
Rahmen der langen Kaltlagerung von zwei Wochen vor allem in der NaCl- und HTK-Gruppe
zu einem Verlust der glatten Muskelzellen in der Medischicht. Diese bestand nur noch aus
der Extrazelluldrmatrix sowie den internen Lamellen. Die Media war dadurch auch deutlich
geschrumpft. Beide Ldsungen bieten also keinen Schutz gegen die kilteinduzierte
Intimaschadigung. Gleichzeitig waren im Bereich der verdickten Intima in diesen Préparaten
alle Zellen fiir a-SMA positiv. Dies ist eine weit verbreitete Methode um glatte Muskelzellen
nachzuweisen. Daraus lésst sich ableiten, dass durch die lange Kaltlagerung von 2 Wochen
und der anschlieBenden Reperfusion nach Transplantation der Schaden im Bereich des
Endothels zu einer Abwanderung der glatten Muskezellen aus der Media in die Intima
gefiihrt hat. Lediglich die in TiProtec® konservierten Aortensegmente zeigten eine

signifikant geringere Endothelproliferation im Vergleich zu NaCl und HTK.

45 Ausblick

Tiprotec® konnte in dieser Arbeit im Vergleich zu HTK und NaCl die beste Protektion gegen
die Endothelschdadigung und folglich Intimahyperplasie bieten. Langerfristig konnte dies die
Entstehung von Artherosklerose mit Transplantatstenose und Transplantatokklusion
verhindern. Die Funkionalitit der Gefdle war jedoch in allen untersuchten Gruppen
beeintrachtigt. Wihrend die Tonusentwicklung bei allen Gruppen herabgesetzt war, war das
Dialatiosverhalteten der untersuchten GefdBe kaum messbar. Einen vollkommenen Schutz
nach zwei Wochen Kaltkonservierung bei 4 °C konnte also keine der Losungen bieten. Diese

lange Konservierungszeit von {iber einer Woche ist aber fiir die vorgeschriebene
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GefdBuntersuchung und —verarbeitung notwendig, bevor die GefaBtransplantate in
Gewebebanken konserviert werden konnen (Richtlinie (EU) 2015/566 2015). Weitere
Untersuchungen sind hier notwendig, um die Protektion hier weiter zu verbessern. Auch eine
Post-vivo-Explantation von Leichengefd3spendern mit Konservierung bedingt eine optimale

Konservierung der Gefil3e.
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5 Zusammenfassung

Die Priavalenz der pAVK steigt mit der dlter werdenden Population. In fortgeschrittenen
Stadien werden auch zunehmend Revaskularisationseingriffe mit Bypassanlage notwendig.
Um bessere Langzeitergebnisse durch die Revaskularisation erzielen zu konnen, ist ein
funktionell und morphologisch gut erhaltenes Transplantat von enormer Bedeutung. Die
bisher eingesetzten Konservierungslosungen zur Gefillagerung konnten bisher keinerlei
Schutz gegen die eisenabhingige kélteinduzierte Schidigung bieten. Die neue speziell zur
GefédBprotektionslosung  entwickelte TiProtec®-Losung sollte diese bestehende Liicke
schlieBen. Einige In-vitro-Studien konnten bisher die Uberlegenheit dieser Losung nach
Kaltlagerung Ttiber einige Tage nachweisen. Die TiProtec®-Losung konnte in der
vorliegenden Studie im Vergleich zur HTK- und Kochsalzlosung eine iibermiBige
Intimahyperplasie verhindern.

Fiir die bessere klinische Transplantatfunktion ist die geringe Endothelproliferation, die zu
einer Stenose und Okklusion fiihren konnte, von groBer Bedeutung. In TiProtec®
konservierte GefaBle zeigten vor allem im Langzeitversuch mit 26 Wochen die geringste
Endothelproliferation. Dies wiirde in einem klinischen Setting eine lange Bypass-
Offenheitsrate deutlich begiinstigen. Dennoch war in allen untersuchten Gruppen die
Funktionsmessung deutlich eingeschrinkt. Fehlende Dilatation und geringe Kontraktion
sprechen fiir einen nicht ausreichenden Geféf3schutz nach zwei Wochen Kaltkonservierung.
Mit der immunhistochemischen Bestimmung von a-SMA konnte die Migration der glatten
Muskelzellen in die Intima und deren Proliferation innerhalb der so gebildeten Neointima

nachgewiesen werden.
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