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1 Arbeitshypothese und Fragestellung

Die Verwendung von vaskularen Ersatzmaterialien wird in der modernen Medizin immer
haufiger. Hierfir kommen sowohl synthetische wie auch biologische Materialien in
Betracht, wobei sich ein Vorteil fir den Einsatz von biologischen Ersatzprodukten
insbesondere bei Gefalprotheseninfektionen zeigt. Jedoch besteht aufgrund begrenzter
Méoglichkeiten der Enthahme und Aufbewahrung der Gefal3spende ein Ungleichgewicht
der Versorgung mit biologischen Ersatzmaterialien. Bisher erfolgt die Aufbewahrung der
Praparate mittels Kryokonservation, jedoch steht dieses Verfahren insbesondere in
Bezug auf ausgepragte Zellschadigung in der Diskussion. Hinzu kommt, dass eine neue
Gefaliprotektionslésung TiProtec® nach neusten wissenschaftlichen Erkenntnissen eine

verbesserte Option zur Kaltlagerung bietet.

Durch die gangigen nationalen und europaischen Leitlinien ist eine Entnahme von
Geweben bis zu 24 Stunden postmortal erlaubt. Durch eine Erweiterung des Zeitfensters
einer Entnahme scheint eine deutliche Zunahme an Gewebepraparaten méglich und das

bestehende Ungleichgewicht in der Versorgung teils aufheben zu kdnnen.

Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit sollte die Frage nach dem Zeitfenster der
postmortalen Entnahme von groR3en BlutgeféaRen eruiert werden, sowie die Frage der
Kaltlagerung der entnommenen Gefallabschnitte in der positiv beschiedenen

Protektionslésung evaluiert werden.

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Evaluation einer Kaltlagerung nach

direkter bzw. verzogerter postmortaler Gefalentnahme im Mausmodel.
Folgend sollten die folgenden Fragen beantwortet werden:

1. Besteht eine Veradnderung der histologischen Struktur der Gefale bei
unterschiedlichen Entnahmezeitpunkten mit Kaltlagerung?
Wie verhalten sich die Gefalkabschnitte hinsichtlich der Apoptose bzw. Nekrose?
Bestehen Unterschiede in den thorakalen bzw. abdominellen Aortenabschnitten?
Welche bakterielle beziehungsweise fungale Besiedlung besteht nach
postmortaler Enthnahme und unterscheidet sich diese zur direkten Entnahme

bzw. in den Aortenabschnitten?



2 Einleitung

Die Verwendung von Gefalersatzmaterialien ist in der Chirurgie bzw.

Transplantationsmedizin fest etabliert.

Ein Pionier in der Gefalkmedizin hinsichtlich Transplantation war Alexis Carrel, der zu
Beginn des 21. Jahrhunderts Techniken der Gefaflnaht erprobte und publizierte,
wodurch die Transplantation méglich wurde.(1) Durch Jean Kunlin wurde 1948 die erste
Venen Bypassoperation mit autologer Transplantation der Vena saphena magna zur
Uberbriickung eines GefalRverschlusses des Oberschenkels erfolgreich am Menschen
durchgefuhrt. (2—4)

Der Ersatz eines GefaRabschnittes, bzw. eines ganzen Gefales im Rahmen einer
gefalchirurgischen Operation bzw. im Rahmen von Operationen anderer Fachbereiche
wie z.B. eine Organtransplantation sind in den vergangenen Jahren etablierte Methoden
im chirurgischen Alltag geworden. In Deutschland zeigte sich ein zunehmender Bedarf
an Materialien und Geweben, welche als Ersatz von autologen Gefalen zur Verfligung
stehen konnten. Dieser erhohte Bedarf ergibt sich auf der einen Seite durch die
erweiterten operativen M®oglichkeiten, insbesondere des GefalRersatzes, der
zunehmenden und sich bestandig weiter entwickelnden operativen sowie
interventionellen Therapieoptionen. Ein weiterer Aspekt ergibt sich durch den
demographischen Wandel der Gesellschaft, der mit einer deutlichen Zunahme des zu
erwartenden Lebensalters, und dem Wunsch nach einer individualisierten medizinischen
Versorgung bei guter korperlicher und psychischer Verfassung einhergeht. Es kdnnen
beispielsweise multimorbiden Patienten, die bereits einen vendsen Koronarbypass
erhalten haben, wenig autologe Optionen der vaskuldren Rekonstruktion angeboten
werden. Die Deutsche Gesellschaft fir Gewebetransplantation (DGFG) schatzte 2019

den Bedarf an kardiovaskularen Transplantaten auf etwa 500 Stlick jahrlich. (5)

In Kombination dieser Aspekte ergibt sich ein erhoéhter Bedarf an GefaRersatz
Materialien, welche bendtigt werden. Im Bereich des primaren Ersatzes kann neben dem
primaren angestrebten autologen Gefalersatz auf synthetische Materialien
zurlickgegriffen werden, welche als Therapieoption in der interventionellen wie

operativen Therapie zur Verfugung stehen.

Mit Weiterentwicklung der Medizintechnik kamen Mitte des 21. Jahrhunderts neue,
kiinstliche Materialien wie Polytetraflourehtylen (PTFE), auch unter dem Handelsnamen
Gore- TEX (Firma GORE, Arizona, Vereinigte Staaten von Amerika) oder Teflon
(DuPont, Wilmington, Vereinigte Staaten von Amerika) bekannt sind, vermehrt zum
Einsatz. Weiter wird an der Optimierung der synthetischen Gefal} Prothesen hinsichtlich

Oberflachenbeschaffenheit, Beschichtung und Infektanfalligkeit gearbeitet. Hier zeigen
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sich die autologen bzw. humanen Interponaten weiterhin den synthetischen Materialien
Uberlegen. Es besteht daher weiterhin die Indikation zum nicht- synthetischen
Gefaliersatz, welche insbesondere bei Infektionen und infizierten Gefalprothesen,
wenn kein autologes Material zur Verfligung steht, besteht. Dieses Vorgehen wurde im
Jahre 2020 durch die Leitlinie der Europaischen Gesellschaft fur GefaRchirurgie erneut
bestatigt. (6) Es wird der Einsatz von Allografts als Ersatz einer infizierten Gefaliprothese
im thorakalen, im abdominellen und peripheren Bereich neben der primaren Empfehlung

von Verwendung autologen Materials empfohlen.

Die haufigste Anwendung finden arterielle kryokonservierte Homografts als Ersatz der

Aorta bei Protheseninfektionen.

In der retrospektiven Auswertung von Bisdas et al von Aorten Ersatz mittels
kryokonservierten arteriellen Homografts bei 110 Patienten ergaben sich eine 3-Jahres
Uberlebensrate von 81% bei einem medianen Follow- up von 36 Monaten. (7) Funf
Patienten mussten aufgrund von postoperativen Blutungen, Verschluss des Homografts,
einer aortoduodenalen Fistel bzw. einer aneurysmatischen Veranderung erneut operiert
werden. Auch in der Auswertung von Teebken et al von aortalen Rekonstruktionen mit
kryokonservierten Allografts bei mykotischen Aneurysmen und sekundar infizierten
synthetischen Prothesen zeigte sich eine 30- Tage Mortalitat von 14%, jedoch eine
Offenheitsrate des Transplantates von 100% nach 30 Tagen und in den weiterem

Beobachtungszeitraum von 97% nach drei Monaten. (8)

Die umfassendste retrospektive Aufarbeitung der Thematik stammt von der
Arbeitsgruppe um Kieffer, welche die unizentrischen Patientendaten von 1988 bis 2022
auswerteten.(9) Es wurden 179 Patienten mit einer infrarenalen Aorteninfektion
identifiziert. Diese Patientengruppe wurde sowohl mit Allografts wie auch im spateren
Verlauf ab 1996 mit kryokonservierten Allografts versorgt wurden. In der frihen
postoperativen Phase starben 36 Patienten, wobei zwei Tote auf eine Ruptur des
Allograft und eine aortoenterische Fistel zurtickzufihren waren. Weitere 81 Patienten

starben an postoperativen Komplikationen.

Die am haufigsten beschriebenen Komplikationen sind postoperative Nachblutungen,
Verschluss des Homografts, enterische Fisteln, und aneurysmatische Veranderungen.
(7.8)

Die Indikationsstellung zur Verwendung humaner Gefalersatzmaterialien wurde in den
vergangenen Jahren zunehmend erweitert, bestehen blieb sie als Goldstandard bei
Protheseninfektionen, dies insbesondere bei abdominellen

Gefalprotheseninfektionen.(10)



2.1 Gewinnung, Lagerung und Verarbeitung humaner GefaRle

in Deutschland

In Deutschland erfolgt die Gewinnung von Geféal3en hauptsachlich im Rahmen von
Multiorganentnahmen, seltener im Rahmen von postmortalen Entnahmen, welche nur
noch vereinzelt in wenigen Zentren durchgefuhrt wurden. Im Verlauf der letzten Jahre
konnte die Anzahl der entnommenen kardiovaskularen Spenden leicht gesteigert
werden. Bei 206 von insgesamt 5858 Gewebespenden, welche im Jahre 2019 von 2764
Menschen im Rahmen der Gewebespende durch die Deutsche Gesellschaft flr
Gewebetransplantation (DGFG) begleitet wurden, handelte es sich um entnommene
BlutgefalRe. (5) Jedoch wurden sowohl vaskulare Explantate wie auch Herzklappen
subsumiert. Im Vergleich der zur Verfigung stehenden Transplantaten schatzt die

DGFG den nicht vorhandenen Bedarf an humanen GefalRspende auf ca. 60% ein. (5)

Bei Entnahme solider Organe erfolgt haufig die Explantation mit Mitgabe von iliacalen
bzw. aortalen GefafRabschnitten, welche ggf. zur Rekonstruktion im Rahmen der
Organimplantation verwendet werden. Aufgrund des medizinischen Vorranges von
soliden Organen fir die Transplantation verbleiben daher bei multiviszeralen
Resektionen wenig kaliberstarke, zusammenhangende Gefallabschnitte zur
Explantation. Auch ergibt sich durch die Zunahme des Anteils an Organspendern
hoheren Lebensalters mit entsprechenden kardiovaskularen Vorerkankungen ein
Anstieg an schwer bzw. nicht zu verwendenden GefalRersatzmaterialien. Aktuell kann
ein Einschluss zur kardiovaskularen Spende nur bei Spendern unter 80 Jahren mit

entsprechend gutem kardiovaskularen Status vorgenommen werden.

Es zeigt sich ein Ungleichgewicht an Angeboten humaner Gefalersatzmaterialien mit

den vorhandenen Mdoglichkeiten der Explantation.

Ein weiterer Aspekt stellt die vorliegende Gesetzgebung des Organ- und
Gewebetransplantationsgesetz (TPG) dar, welche enthommene humane Gefalle, wie
auch andere Gewebespenden, dem Gewebetransplantationsgesetz einordnet und dem
Arzneimittelgesetz mit unterstellt (Gesetz Uber den Verkehr mit Arzneimitteln
(Arzneimittelgesetz- AMG), Fassung und Bekanntmachung vom 12. Dezember 2005
(BGBI.1.5.3394), Dritter Abschnitt- Herstellung von Arzneimitteln, §20b und §20c). (11)
Die Aufbewahrung und Aufbereitung der Gewebe wird hierdurch reguliert und
reglementiert. Eine simple, lokale GefaRbank bzw. Versorgung mit enthommenen

GefalBmaterialien ist nicht moglich.

Die gesetzlichen Vorgaben hinsichtlich der Entnahme, Verarbeitung, Lagerung und
Abgabe von GefalBspende wird durch mehrere nationale wie auch internationale

Gesetzestexte geregelt. Insbesondere finden das Transplantationsgesetz, das
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Arzneimittelgesetz, das Transfusionsgesetz, das Infektionsschutzgesetzt, die
Arzneimittel- und Wirkstoffherstellungsverordnung, die Apothekenbetriebsordnung und

die Betriebsverordnung fir Arzneimittelgrosshandelsbetriebe Anwendung. (12)

Im Jahre 2019 verzeichnete die DGFG funf kardiovaskuldare Gewebebanken in
Deutschland, welche Herzklappen und Blutgefalie aufarbeiteten. Es erfolgt die Lagerung
der enthommenen und fertig praparierten Herzklappen und BlutgefaRe bei minus 170
Grad Celsius in flissigem Stickstoff, diese kénnen flr bis zu funf Jahre nach Einlagerung

verwendet werden. (5)

Es besteht aktuell die Moglichkeit des Bezuges humaner Gefaliersatzmaterialien durch
national bzw. international agierenden GefalRbanken. Jedoch geht dies vermehrt mit

Lieferschwierigkeiten bzw. einer hohen Planungserfordernis einher.

Insbesondere die vorliegenden gesetzlichen Vorschriften zur Gewebespende in
Deutschland gestatten eine Gefalkentnahme nicht nur im Rahmen von
Multiorganspenden, sondern die Enthahme von Herzklappen und Aortenwurzel bis zu
24 Stunden post- mortem, entsprechend der Empfehlung der Europaischen Union der
Food Tissue Practices (EURO- GTP, Ausgabe 2007). (13) Eine Erweiterung dieses
Zeitfensters auf bis zu 36 Stunden post- mortem wurde von deutschen Gewebebanken
an das Paul- Ehrlich- Institut als zustdndige Bundesbehdrde zu Beginn des

Experimentes in Aussicht gestellt.

In der Hansestadt Hamburg wird die postmortale Gewebespende regelmafig evaluiert
und soweit mdglich nach Zustimmung durchgefihrt, eine aktuelle Auswertung der Praxis
wurde 2020 im Rahmen einer Dissertation am Institut fir Rechtsmedizin veréffentlicht.
(12)

Die entnommenen Gewebe muissen innerhalb von wenigen Stunden verarbeitet, sowie
anschlieend in passender Kryokonservation uberflhrt werden. (10) Dieses Verfahren
wird zurzeit als Standard der Lagerungsmaoglichkeiten von GefalRspende gesehen bzw.
durchgefuhrt. (10,14-16)

Von medizinischer Seite sind die Offenheitsrate, die Degeneration des Transplantats,
die Aneurysmabildung, die Thrombosierung beziehungsweise das primare
Transplantatversagen sowie die Infektionsrate wesentliche Parameter, die Uber die

Qualitat des Gefald Transplantates entscheiden.

In der Literatur gibt es wenig wissenschaftliche Aufarbeitungen hinsichtlich dieser Ziele

in Bezug auf die Lagerung der Gefalle.

Im Jahre 2000 berichteten Albertini und Kollegen (ber die Langzeitresultate nach
arterieller Rekonstruktion bei beinerhaltenden Operationen im Rahmen von kritischen
Ischamien Implantation mit arteriellen Allografts tber eine Offenheitsrate von 83,3%
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nach 30 Tagen. Nach einem Jahr lag diese bei 48%, bis hin zu einer Offenheitsrate nach
5 Jahren von 16%. Die sekundare Offenheitsrate lag nach ein bzw. finf Jahren bei 59%
bzw. 25%. (17) Es wurden sowohl kryokonservierte als auch kalt gelagerte Praparate
verwendet. In der Subgruppenanalyse ergab sich kein signifikanter Unterschied
hinsichtlich der Offenheitsraten. Alle Gefalke wurden im Rahmen von Multiorganspenden
entnommen. Es folgte die Kaltlagerung der Gefale bei vier Grad Celsius in der initialen

Lagerungslésung fir bis zu 40 Tage.

Zum Zeitpunkt dieser Publikation wurde die Methodik der Kryokonservation zunehmend

durchgefuhrt, sodass von einer sequenziellen Analyse auszugehen ist.

Jedoch steht das Konservierungsverfahren weiterhin in der Diskussion, da die
Kryokonservierung als zellschadigend, einige Konservierungszusatze sogar als
zytotoxisch gelten. Eine Gegenuberstellende Aufarbeitung der Konservierungsverfahren
findet sich nur unzureichend in der Literatur, insbesondere nicht mit modernen

Lagerungslésungen.

Derzeit sind neue Protektionslosungen, die sich vermehrt der Verhinderung der
Zytotoxizitat und des Erhalts des Endothels und des glatten Muskelzellverbandes

widmen Gegenstand verschiedener Forschungsgruppen.

Durch die Firma Koéhler Chemie (Dr. Franz Kdéhler Chemie, Bensheim) wurde die
Lagerungslosung TiProtec® entwickelt, welche zur Spulung, zur Kaltlagerung sowie zum
Transport von BlutgefalRen (Arterien und Venen) im Rahmen von chirurgischen
Eingriffen sich eignet. Hierbei handelt es sich um eine Kombination einer balancierten
Elektrolyt L6sung, welche mit Glucose kurz vor Verwendung gemischt wird. ((18-21).
(Die zum Zeitpunkt der Experimente zur Verfligung gestellte Versuchslésung TiProtec®
von Kohler Chemie kann im Absatz 11.1. TiProtec® eingesehen werden).
Zur Verwendung der Losung kam es aufgrund der folgenden vorliegenden
Untersuchungen. Garbe et. al. konnten eine verbesserte langere Kaltkonservation der
GefaRe mittels der Lésung TiProtec® nachweisen (21). AnschlieRend folgt eine
Lagerung der Gefalke bei 6 bis 8 Grad Celsius. Die neu entwickelte
Konservierungsldsung TiProtec® zeigte in der Lagerung der A. mammaria tber 14 Tage
eine deutlich verbesserte Funktion der glatten Muskulatur und eine langere Praservation
des Endothels als in bisher verfigbare Ldésungen. Im Jahre 2011 publizierte die
Forschungsgruppe um Ebner und Deussen die Funktionsfahigkeit von thorakalen
Aortenabschnitten von mannlichen Wistar Ratten. (22) Es zeigte sich eine gute Funktion
nach bis zu 2h postmortaler Lagerung in der Versuchslosung, jedoch eine deutlich

erschwerte Funktionsstimulation nach 6 Stunden.
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Weiterhin zeigten Wilbring und Kollegen einen Vorteil der GefaRwandspannung nach

Lagerung von kardiale verwendeten Gefaf} Interponaten in TiProtec®. (23)

Die bislang etablierte Methodik der Wahl bleibt die Konservierung von Gefaflen mittels
Kryokonservierung, die, insbesondere in der Praservation solider Organe durchgefihrte
Kaltlagerung in Lésungen, wird bislang in Deutschland fir GefaRpraparate bisher nicht
durchgefthrt. (10,24)

Die bestmdgliche Erhaltungsmethodik steht weiter in der internationalen Diskussion.
Aufgrund neuer Studiendaten, mit teilweise neuen Konservierungslésungen wurde diese

Diskussion auch in Deutschland bzw. Europa erneut entfacht.

In  Zusammenschau besteht ein deutlicher Bedarf an humanen allogenen
Gefaliersatzmaterialien, welcher aktuell durch die bekannten Gewebespenden nicht
adaquat gedeckt werden kann. Weiterhin ergibt sich aufgrund der aufwandigen
Praparation und Lagerung der GefalRe die Fragestellung, ob diese durch eine
Wiederaufnahme von  vereinfachten = Lagerungsmdglichkeiten ~ mit  neuen,
physiologischeren Konservierungslosungen lokaler und praktikabler moglich ware. Eine
Alternative zur bereits etablierten Kryokonservation, welche aktuell hauptsachlich in
Deutschland Anwendung findet, ware unter Umstanden hilfreich und kénnte

gegebenenfalls die Versorgungslicke minimieren. (10)

2.2 Allgemeine Histopathologie der humanen Gefalle

2.2.1.1 Histologie

Der Aufbau von groRen und kleinen Gefallen der Saugetiere stimmen histologisch-
anatomisch weitgehend Uberein, sodass murine GefalRe als Standardvariante in der

experimentellen Forschung Verwendung finden.

GefaRBe fungieren in Saugetieren als Transportwege des Blutes, sowohl des
sauerstoffangereicherten als auch des sauerstoffarmen Blutes. Es kdnnen zum Herzen
hinfuhrende Gefalle, zumeist Venen genannt, und vom Herzen wegflihrende Gefale,

Aorta und Arterien genannt, unterschieden werden.

Der Grundaufbau von arteriellen Gefal3en besteht aus einer einzelligen inneren Schicht,
zumeist Endothel beziehungsweise Intima (Tunica intima) genannt, welcher eine
elastische innere Membran (Membrana elastica interna) umgibt. Hierauf folgt eine
muskulare und kollagenhaltige Schicht, zumeist als Media (Tunica media) tituliert. Als
drittes Segment liegt die Adventitia (Tunica adventitia) der Media auf, welche

hauptsachlich aus Bindegewebe besteht.(25)
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Abbildung 1 - Schematischer Aufbau einer GefaiBwand (Anatomy overview of a human artery-

gezeichnet fiir eine Doktorarbeit. Maastricht, November 2005. Stijn A.l. Ghesquiere) (25)

Bedingt durch die unterschiedlichen physiologischen Anforderungen zeigen die
verschiedenen Gefallabschnitte eine unterschiedliche Auspragung der einzelnen
Schichten der GefalRwand.

Als Ersatzverfahren im klinischen Alltag finden insbesondere Arterien bzw. die
Hauptschlagader/ Aorta Verwendung. Innerhalb der Arterien beziehungsweise innerhalb
der Aorta lassen sich weitere Unterschiede im histologischen Aufbau der Gefalie
ausmachen, welche insbesondere in den unterschiedlichen embryonalen Urspringen
und den physiologischen Anforderungen begriindet sind. (26) Der thorakale Abschnitt
der Aorta erflllt in ihrem histologischen Aufbau die Funktion eines Windkessels, indem
sie durch insbesondere kollagene Fasern in der Media eine Speicherung des
ausgeworfenen Blutes und den somit kontinuierlichen Abfluss gewahrleistet. In der
abdominellen Aorta Uberwiegen muskuldre Fasern in der Tunica media, welche eine
schnellere Veranderung des Durchmessers zulassen und somit dynamisch auf die

Kreislaufsituation reagieren kdnnen. (27)
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3 Material und Methoden

3.1 Versuchsaufbau

Der Start der experimentellen Phase erfolgte nach positiver Bewilligung des
Tierversuchsantrages nach Paragraph 4 des Tierschutzgesetztes (in der Fassung vom
18. Mai 2006 (BGBI.l S. 1207, 1313), zuletzt gedndert durch das Gesetz vom 15. 2009
(BGBI. 1S.1950)) durch die Behorde fur Gesundheit und Verbraucherschutz der Freien
und Hansestadt Hamburg in der Mitteilung vom 03.05.2011 unter dem Projekititel
“Erkrankungen der BlutgefaRe im Mausmodell® (Antragstellung durch Dr. Markus
Geissen, Universitares Herzzentrum Hamburg, Labor der Klinik und Poliklinik fur

GefalBmedizin, Universitatsklinikum Hamburg- Eppendorf, Projektnummer OR 6553).

Fir den Versuchsaufbau wurden insgesamt 40 mannliche C57BI/6J Mausen (Mus
musculus) mit einem Alter von elf Wochen vorgesehen. Es erfolgte die randomisierte
Einteilung der Tiere in vier Versuchsgruppen, welche sich in den Entnahmezeitpunkten
sowie der Art und Lagerung der entnommenen BlutgefalRe unterschieden. Pro Gruppe

wurden jeweils 10 Versuchstiere randomisiert.

Es erfolgte die Unterscheidung des Entnahmezeitpunktes der Aorta abdominal und
thorakal direkt postmortal und verzdgert nach 36 Stunden nach Lagerung bei
Raumtemperatur, nach der Euthanasie. Jeder Versuchsgruppe wurden 20 Tiere
zugeordnet. (Tabelle 1- Ubersicht der Versuchsgruppen, Anzahl Versuchstiere
(Hausmaus/ Mus musculus), Differenzierung nach Entnahmezeitpunkten und

Kaltlagerungsdauer)

Gemall standarisiertem Protokoll erfolgte die Entnahme der gesamten
thoracoabdominalen Aorta, welche fur die weiteren Verarbeitungsschritte in einzelne

Abschnitte getrennt, separat behandelt und ausgewertet wurden.

Die entnommenen Gefassabschnitte wurden in 1,5 ml Versuchslésung TiProtec®
(Chargennummer 12152X1, Inhaltsstoffe Siehe Anhang) der Firma Koéhler Chemie
verbracht, mit folgender Kaltlagerung fir drei Wochen bei 2-6 Grad Celsius
(Kdhlschrank, Firma Liebherr, CP 3813 Index 21C/001) vorgenommen.

Die 10 weiteren entnommenen Aortenabschnitte wurden kurzzeitig in Ringerlésung®
(Fa. Braun) gelagert, jedoch direkt den entsprechenden Untersuchungsmedien
zugefuhrt. (28)
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Tabelle 1- Ubersicht der Versuchsgruppen, Anzahl Versuchstiere (Hausmaus/ Mus musculus),

Differenzierung nach Entnahmezeitpunkten und Kaltlagerungsdauer

Gruppe Anzahl Mus musculus | Entnahmezeitpunkt der | Dauer der Kaltlagerung der
(C57BI/6J) Aorta nach Lagerung bei | GefaBe
Raumtemperatur in TiProtec® bei 2-6°
(in Stunden postmortal) (in Wochen)
1 10 Tiere Keine Keine
2 10 Tiere Keine 3 Wochen
3 10 Tiere 36 Stunden Keine
4 10 Tiere 36 Stunden 3 Wochen

Nachfolgend wurden die randomisierten Proben in folgenden methodisch differierenden

Analysespuren fortbehandelt.

Aufgrund der oben genannten histologischen Unterscheidung der Gefal® Matrix (siehe
histologischer Aufbau der GefalRe) im thorakalen gegeniber dem abdominellen
Aortenabschnitt, sowie der mdglicherweise differierenden bakteriellen Besiedlung wurde
sich zur separaten, gleichlaufenden Untersuchung des thorakalen und des abdominalen

Aortenabschnittes entschieden.
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3.1.1 Nomenklatur

Im Folgenden soll die verwendete Nomenklatur aufgezeigt werden. Die
Zusammensetzung der Bezeichnung besteht aus der Differenzierung des
Aortenabschnittes, es wurde die Aorta thoracalis (AT) und die Aorta abdominalis (AA)
unterschieden. Die folgende erste Ziffer entspricht dem Entnahmezeitpunkt postmortal
(in Stunden), die zweite Ziffer ergibt die Lagerungsdauer des Gefallabschnittes in der

Versuchslosung TiProtec® (in Wochen).

Tabelle 2- Nomenklatur Versuchsgruppen

Kaltlagerungsdauer | Nomenklatur
Aorten- Entnahmezeitpunkt | in TiProtec® (Aortenabschnitt/
Abschnitt postmortal (bei 2-6 Grad | Entnahmezeitpunkt/
Celsius) Lagerungsdauer)
0 Wochen AT 0/0
0 Stunden
Aorta 3 Wochen AT 0/3
thoracalis
(AT) 0 Wochen AT 36/0
36 Stunden
3 Wochen AT 36/3
0 Wochen AA 0/0
0 Stunden
Aorta 3 Wochen AA 0/3
abdominalis
(AA) 0 Wochen AA 36/0
36 Stunden
3 Wochen AA 36/3
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3.2 Praparationsmethodik

Die Entnahme der Gefallabschnitte zur weiteren experimentellen Untersuchung wurde

gemal folgendem Praparationsprotokoll standardisiert durchgefihrt.

Die Versuchstiere, mannliche, elf Wochen alte C57BI/6J Mause wurden mit einem
Sauerstoff- Kohlenstoffdioxid- Gemisch betdubt und folgend durch zervikale Dislokation
getdtet. Nach gewissenhafter Prifung des eingetretenen Todes erfolgte die Fixierung

der Maus in Ruckenlage auf einer Plexiglasplatte mit Klebestreifen.

Nach Desinfektion mit 80% Alkohol erfolgte die Erd6ffnung der Haut mit einem kurzen
medial- abdominal Schnitt mittels Schere und anatomischer Pinzette. Durch die stumpfe
Ablésung der Haut vom Unterhautfettgewebe stellte sich die verschlossene Abdominal-
und Thoraxhdhle dar, welche mit einem medianen Langsschnitt cervico- pelvin erdffnet
wurde. Durch Erweiterung des Schnittes am Rippenbogenrand und Durchtrennung der
Rippen wird das Rippenschild lateral aufgeschnitten und nach links kranial abgehoben.
Mit der feinen Praparationsschere erfolgte die Blutentlastung Gber den rechten Vorhof.
AnschlieRend erfolgte die Perfusion des GefalRsystems mit 10 ml geklhlter Ringer ®-
Perfusionslosung (Firma Braun (28)) tGber den rechten Vorhof mittels einer 22 Gauge
peripheren Venenverweilkanlle entsprechend einem 0,6mm Innendurchmesser Lumen
(Vasofix Safety, 0.90x25mm, G22, blau, Firma Braun). Das Blut wurde in einer
Hartplastikschale aufgefangen und verworfen. Kontrolle der Perfusionsqualitat durch die
Perfusion der Leber, und folgende Mobilisation der Leber und der inneren Organe nach
rechts und die Geschlechtsorgane nach extrakorporal bzw. kaudal, sodass der Blick auf
das Retroperitoneum frei wird. Ebenfalls Mobilisation der thorakalen Organe, die Lungen

und das Herz nach cranial bzw. rechts kranial luxiert.

Es erfolgt die vorsichtige, schichtweise Praparation der Aorta thoracalis (Abbildung 2-
Praparation der thorakalen Aorta (Sternmarkierung))und schichtweises Ablésen der
umgebenden bindegewebigen Strukturen, gefolgt durch das Ablésen der

thorakolumbalen Seitenaste der Aorta.

Abdominal wurde das Retroperitoneum erdéffnet und die Aorta abdominalis (Abbildung 3-
Praparation der abdominalen Aorta (Sternmarkierung)) und folgenden vaskulare Abgange
von der umgebenden Bindegewebsschicht befreit. Auch erfolgt die Praparation unter

maximaler Schonung des Gefaldes.

Die Entnahmehohe des Gefalles wird durch den letzten Abgang des Aortenbogens,
sowie des Zwerchfelldurchtritts fir den thorakalen Anteil bestimmt. Folgend wird der
abdominelle Abschnitt ab Hohe des Zwerchfelldurchtritts bis zur Bifurkation der

lliacalgefalle enthommen.
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Zur besseren Veranschaulichung des vaskularen Abschnittes wurde einmalig die

komplette aortalen Achse prapariert und gezeigt (Abbildung 4- Abdomino- Thorakales GefaR
Praparat)

Abbildung 3- Praparation der abdominalen Aorta (Sternmarkierung)
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Abbildung 4- Abdomino- Thorakales GefaB Praparat

Nach chirurgischer Trennung des abdominalen und thorakalen Aortenabschnittes
voneinander erfolgt die separate Lagerung der Gefallabschnitt gemal Randomisierung
in 1,5ml frischer TiProtec® (Firma Koéhler Chemie) - Ldsung fur die folgende
Kaltlagerung, beziehungsweise in 1,5 ml Ringer® Lésung (Firma Braun(28)).

Die verwendete Versuchslosung TiProtec® wurde gemal den Vorgaben des Herstellers
Koéhler Chemie, Bensheim, Deutschland taglich neu unter sterilen Bedingungen
angesetzt. Hierbei wurde fir die bendtigte Menge Grundlésung (Lésung Teil 1, siehe
Anhang) mit der entsprechenden anteiligen Losungsmenge der 5%-tigen Glucose
Lésung (L6sung Teil 2, siehe Anhang) hinzugeflgt.

Nach Beendigung der jeweiligen Lagerungsdauer erfolgte unter sterilen Bedingungen
auf der Werkbank die Teilung der Aorta mit einem Skalpell in gleich grof3e Anteile und
die Uberfiihrung der Abschnitte in die jeweiligen Medien zur weiteren Verarbeitung.

Zur mikrobiologischen Untersuchung wurden die Gefaflabschnitte wieder in das
urspringliche  Reaktionsgefal® zuriickgegeben und in die entsprechende
Lagerungslosung zurliickgegeben. Zur histologischen Aufarbeitung erfolgte die Fixierung
in 1ml gepuffertem 4% Formalin.
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3.3 Mikrobiologie

Im Rahmen der weiteren Untersuchung sollte die Quantitat und Qualitat der mikrobiellen
Besiedelung untersucht werden, zur Abschatzung einer moglichen Kontamination bzw.

Selektion von Bakterienspecies.

Zur weiteren Aufarbeitung einer mikrobiellen Besiedlung der Gefaly Abschnitt zu den
unterschiedlichen Zeitpunkten, wurde die randomisierte Probe des jeweiligen
anatomischen Abschnittes des Gefalies mit darin enthaltender Lagerungsflissigkeit der

mikrobiologischen Untersuchung zugefihrt.

3.3.1 Bakterienanzucht und Kulturmedien

Ein Teil des Gefalkabschnittes wurde an der Wand des Reaktionsgefalies mit einem
Glasstab verrieben, wodurch sich eine neue Suspension ergab. Nach Abflammen des
Glasstabes unter dem Bunsenbrenner erfolgte die Auftragung von je 20ul der
entstandenen Suspension auf jeweils drei nicht selektive Universalndhrbéden und der
Ausstrich in der Drei- Osen-Technik. Zur Inkubation wurden die Bdden bei 38+2 Grad
Celsius, entsprechender der Korpertemperatur des Versuchstieres, flir 48 Stunden

gelagert.

Gemal der etablierten, klinischen Routine erfolgte der Einsatz von Universalnahrboden,
da ein GroRteil der Mikroorganismen ein gutes Wachstum zeigt. Verwendet wurden pro
ausgestrichene Probe jeweils ein Blutagar(29) , ein Kochblutagar(30) und ein Schaedler
Agar(31).

Blutagar: Der verwendete Agar enthalt 5-10% steriles, defibriniertes Blut, zumeist
Schafsblut. Durch die unterschiedlich hamolysierenden Eigenschaften der
Bakterienstamme finden sich anschlieBend die Kolonien umgebende farbige Hofe,

welche bereits fur bestimmte Bakterienstdmme charakteristisch sind. (29)

Alpha Hamolyse: Um die Kolonie lasst sich ein grinlicher Hof erkennen. Dies

deutet darauf hin, dass das vorzufindende Bakterium vorhandenes Hamoglobin
in Methamoglobin oxidiert. Die grunliche Farbe entsteht durch die weitere
Umwandlung zum Sulfhdmoglobin. Innerhalb des grinen Hofes lassen sich

vereinzelt nicht lysierte Erythrozyten finden.

Beta Hamolyse: Stellt sich durch einen weilten, die Kolonie umgebenden Hof dar.

Es findet eine vollstandige Hamolyse der Erythrozyten statt.

Gamma Hamolyse: Die Kolonien werden durch keinen erkennbaren Hof

umgeben. Es besteht keine Hamolyse.
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Der Blutagar findet insbesondere Anwendung in der nicht spezifischen Isolation und

Kultivierung von aeroben Bakterienspecies.

Kochblutagar: Durch das Abkochen des oben beschriebenen Blutagar kommt es zur
Hamolyse. Hierdurch findet sich Faktor V (Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid, NAD) und
Faktor X (Hamin) direkt im Agar. Eine direkte Metabolisierung ist somit von
Bakterienstammen moglich, welche selbst keine blutlysierende Funktion besitzen.
Dieser Agar wird in der nicht spezifischen Isolation und Kultivierung von aeroben

Bakterienspecies verwendet. (30)

Schaedler- Agar: Stellt ein optimales Nahrmedium fir anaerobe Bakterienstamme dar.
Die Entwicklung des Agar erfolgte nach entsprechender Formulierung durch Schaedler
und Mitarbeiter und folgender Modifikation durch Mata.(31-33)

3.3.2 Auswertung

Nach 48 Stunden Inkubation erfolgte die manuelle Auswertung der Agarplatten. Es
wurde primar eine quantitative Bestimmung mittels Auszahlung der Anzahl der Kolonien

pro Platte durchgefuhrt.

Nach numerischer Auswertung der Kolonien bildenden Einheiten (KBE) wurde zur
Vereinfachung der weiteren Auswertung eine im klinischen Alltag ebenfalls etablierte
Einteilung Anhand der Anzahl der Kolonien bildenden Einheiten (KBE) in drei

quantitative Gruppen vorgenommen.

In der Auswertung erfolgte die Zahlung derselben Bakterienspezies, welches sich auf
mehr als einer Agarplatte desselben GefalRabschnittes nachzuweisen war, als eine
Kolonie bildende Einheit. (Tabelle 3- Quantitative Einteilung der Kolonien bildenden
Einheiten (KBE)).

Tabelle 3- Quantitative Einteilung der Kolonien bildenden Einheiten (KBE)

Bewertung des Wachstums Anzahl der Kolonien bildende Einheiten (KBE)

Vereinzelt 1-9
Mittel 10-49
Reichlich > 50

Zur Negativkontrolle der verwendeten Lagerlésung TiProtec® erfolgte ebenfalls das

Ausstreichen jeder taglich neu angesetzten Lagerldsung auf allen drei Agarplatten.
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Die quantitative Auswertung erfolgte in zwei Abschnitten. Zum einen wurde eine
Darstellung der quantitativen Anzahl an Kolonien bildenden Einheiten abgebildet. Es
erfolgte die Gesamtauswertung Uber die Versuchsgruppe. In der zweiten Auswertung
wurde die maximale Anzahl an Kolonien bildenden Einheiten pro einzelner

Versuchsprobe der jeweiligen Gruppe dargestellt.

Eine qualitative Auswertung einzelner Kolonien erfolgt mittels Matrix-unterstutzter Laser-
Desorption/ lonisation- Time of Flight Analyse (MALDI- TOF). Daftr wurde von der
jeweils zu untersuchenden Kolonie mit einem sterilen Zahnstocher eine geringe Menge
auf eines der zur Verfligung stehenden Probenfeld einer 48 Lock Metallplatte (MSP 96
micro Scout target ground steel) aufgebracht. Nach dem Antrocknen der Probe wurde
diese mit 1,5 yl HCCA-Matrixlésung fixiert. Nach Kristallisation der Matrix fir ca. 10
Minuten bei Raumtemperatur folgte die Analyse im Massenspektrometer Bruker

Daltronics microflex LT.

Die festgestellten Bakterienspecies wurden zusammengefasst fiir die jeweilige Gruppe
mit der Anzahl der Kolonien bildenden Einheiten ausgewertet. Weiterhin wurde eine
Auswertung hinsichtlich der Eigenschaften der Bakterienspecies, wie zum Beispiel der
Gram-Farbung, der Sauerstofftoleranz, der Morphologie und des bekannten

Besiedlungsraumes erhoben.

Die oben beschriebene Auswertung wurde separiert fiir den jeweiligen abdominalen und

den thorakalen Aortenabschnitt durchgefuhrt.

Auf den verwendeten Agar Platten wird im Rahmen der Routineuntersuchung ein
Wachstum von fungalen Erregern festgestellt, auf eine selektionierte Untersuchung bzgl.
spezifischen Pilzwachstums wurde, bei nicht ausreichender Erwartung eines fungalen

Wachstums, verzichtet.
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3.4 Histologie/ Immunhistologie

Zur Aufarbeitung von histologischen Veranderungen und Prozessen erfolgte die Analyse
mittels standardisierter Farbemethoden, es wurde eine Hamatoxylin-Eosin Farbung und

die spezifische Gewebefarbung durchgefihrt.

Zur detaillierten Analyse erfolgten weitergehend die Spezialfarbungen der glatten
Muskelzellen (SMA alpha), des Endothels (CD31), der Zellkerne (DAPI) und der in
Apoptose befindlichen Zellen mittels TUNEL (Terminal desoxynucleotidyl transferase
(TdT)-mediated-dUTP-biotin nick end labeling) Farbung. Alle Farbungen wurden gemaf

laborinternem und herstellergerechtem Protokoll durchgefuhrt.

Die in gepuffertes Formalin eingelegten GefalRpraparate wurden durch eine
aufsteigende Alkoholreihe in Paraffin Uberfuhrt (siehe Anhang Histologische
Farbeprotkolle). Unter Zuhilfenahme einer Paraffiniermaschine, welche das heilRe
Paraffin in die vorbereiteten Einbettkdstchen gab, wurden die Praparate in
Paraffinblockchen der GroRe 1,5x1cm eingebettet. Jedes Gefal® wurde vor der
Einbettung halbiert und senkrecht zur Oberflache aufgestellt. Jeweils zwei Proben

derselben Gruppe wurden miteinander in einem Paraffinbléckchen fixiert.

Nach ausreichender Abklhlung der Paraffinbléckchen erfolgte das Erstellen der
Feinschnitte mit dem Mikrotom von Reichert Jung, Hn 40 (55160). Nach Ablage der
Feinschnitte, in einer Schnittdicke von ca. 5-10um im warmen Wasserbad und
anschlieBendem Aufnehmen vom jeweils drei bis vier Paraffinschnitten pro
Paraffinbléckchen auf einen vorbeschrifteten Objekttrager, werden diese zum Trocknen

an der Luft aufgestellt.

Es befinden sich somit vier bis sechs Anschnitte eines Gefalles auf einem Objekttrager,

welcher weiteren histopathologischen Untersuchungen zugefihrt wurde.
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3.4.1 Hamatoxylin- Eosin Farbung

Zur allgemein histologischen und gesonderten autolytischen Bewertung der Praparate

erfolgt die Hamatoxylin- Eosin Farbung.

Hamatoxylin- Eosin Farbung: Hamatoxylin, farbt basophile Strukturen wie die DNA blau
an. Hierdurch lassen sich insbesondere der Zellkern und das an Ribosomen reiche raue
Endoplasmatische Retikulum darstellen. Das Eosin farbt als saurer Farbstoff hingegen
basische Zellbestandteile, wie zum Beispiel Zellplasmaproteine, Mitochondrien oder das
glatte endoplasmatische Retikulum und Kollagen, rot an. Verwendet wird diese Farbung

zur allgemeinen pathologischen Beschreibung von Praparaten.

Fir die weitere Praparation erfolgt die schrittweise Deparaffinierung der Proben in
organischen Lésungsmitteln. Nach dreimaliger Gabe der Objekttrager in Xylol1-3%, folgt
das Uberfiihren in Ethanol 100%, mit absteigender Folge in Ethanol 96%, Ethanol 70%
und schlussendlich Ethanol 50% fir jeweils finf Minuten bei Raumtemperatur.
Abschieflend werden die Objekttrager in destilliertem Wasser fiir ebenfalls 5 Minuten
gelagert, bevor sie der folgenden Farbung zugeflhrt werden. Es folgte das Einfarben
der Praparate mit einer verdinnten Hamatoxylin Losung fir eineinhalb Minuten, gefolgt
von einem Ausspulen mit flieRendem destilliertem Wasser flir zehn Minuten. Hiernach
werden alle Objekttrager fir zehn Minuten mit Eosin eingefarbt. Nach Auswaschen mit
Ethanol 96%, Ethanol 100%, und Xylol 1-3% werden die Praparate mit Eukitt eingedeckt

und im abgedunkelten Raum bei Raumtemperatur aufbewahrt.

AbschlieRend werden die gefarbten Objekttrager mit Deckglaschen zugedeckt. Es
erfolgt die Abbildung und Speicherung der Fotographien durch das Auflichtmikroskop
von Zeiss Standard 25 (45VA, Typ B). Die Auswertung nach unten aufgefuhrten Kriterien

wurde verblindet durchgeflhrt. Eine Fotodokumentation erfolgte fiir diese Farbung nicht.

Dafur werden zwei Auswertungsparameter der histopathologischen Beurteilung
festgelegt. Der erste Parameter beschreibt die Stromadegeneration, welche als ein
Abblassen der Bindegewebsfasern und deren Strukturverlust im Rahmen der

stattgehabten Autolyse widerspiegelt.

Es erfolgte die quantitative Einteilung in vier Degenrationsgrade. Der Degenerationsgrad
null  beziffert keine Veranderung, Grad eins beschreibt fokale, kleine
Degenerationsareale, Grad zwei beinhaltet konfluierende Degenerationsherde, Grad
drei eine totale Degeneration der gesamten Bindegewebsstruktur (Tabelle 4-
Quantitative mikroskopische Einteilung der Stromadegenration in der konventionellen

histologischen Aufarbeitung).
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Tabelle 4- Quantitative mikroskopische Einteilung der Stromadegenration in der

konventionellen histologischen Aufarbeitung

Stromadegeneration Grad Degeneration der Bindegewebsstruktur

Keine 0 Keine Anderung

gering 1 fokale, kleine Degenerationsareale

maRig 2 konfluierende Degenerationsherde

hochgradig 3 totale Degeneration der gesamten Bindegewebsstruktur

Als zweiter histopathologischer Parameter wurde die Abblassung der Zellkerne definiert,
deren Auspragung insbesondere mit zunehmender Autolyse Kkorreliert. Je
fortgeschrittener die Autolyse, umso blasser farben sich die Zellkerne an, bis die
Kernfarbung vollstdndig verschwindet. (Tabelle 5- Quantitative mikroskopische
Einteilung der Zellkernabblassung in der konventionellen histologischen Aufarbeitung)

Tabelle 5- Quantitative mikroskopische Einteilung der Zellkernabblassung in der

konventionellen histologischen Aufarbeitung

Abblassung Zellkerne | Grad Prozentualer Anteil an abgeblassten Zellkernen des
Praparates

keine 0 keine

Gering 1 Bis zu 10%

MaRig 2 10-50%

MaRig- hochgradig 3 50-80%

Hochgradig 4 Uber 80%
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3.4.2 Immunhistologie

3.4.2.1 Triplefarbung: Smooth Muscle Actin Alpha (SMA alpha), 4°,6- Diamidin-2-
phenylindol (DAPI) und Cluster of Differentiation 31 (CD31)

Mit der Triplefarbung sollten 3 histologische Darstellung in einem zur Geltung kommen.
Die Visualisierung der glatten Muskelzellen erfolgt mittels Anfarbung der Smooth muscle
actin alpha (SMA alpha), der Endothelzellen mit dem Cluster of Differentiation 31 (CD31)
und der Zellkerne mit der 4°, 6 Diamin-2- phenylindol (DAPI) Farbung. Somit sollte eine
Aussage Uber die Zellzahl, die Integritat des Endothels und der glatten Muskelzellen der

muskularen Gefallschicht der Media getroffen werden.

Die Praparation der Objekttrager, fur die weiter immunhistochemische Farbung erfolgt,
wie bereits im Punkt Histologie beschreiben, mittels einer absteigenden Alkoholreihe zur

Deparaffinierung.

Pro Versuchspraparat wird auf jedem Objekttrager nach Standard eine Negativprobe auf
den verwendeten Tris Buffered Saline Puffer (TBS-Puffer), sowie eine negative Probe

fur die Reaktion mit dem Sekundarantikrper mitgefuhrt.

Nach erfolgter Entparaffinierung durch die absteigende Alkoholreihe und auswaschen
mittels Tris Buffered Saline Puffer (TBS-Puffer), erfolgte eine Antigen- Retrieval mittels
kochendem Citratpuffer bei einem pH von 6,1 fir 40 Minuten, anschlief3end fir circa 20
Minuten erst bei Raumtemperatur und nach ausreichender Abklihlung auf Eis gekuhlt.
Es erfolgt eine dreifache Reinigung fur jeweils 5 Minuten mit TBS-Puffer. Nachdem die
Proben mit Fettstift (Dako Pen, Dako) umrandet wurden, erfolgt die Hinzugabe des
Primarantikorpers fir glatte Muskelzellen ,smooth muscle actin alpha“ (SMAalpha,
F3777, Sigma Aldrich). Dieser Primarantikorper ist bereits flir den weiteren Versuch mit
Fluorescein isocanat (FITC)- Antikdrper markiert. In der Verdinnung 1:500 mit Antibody
diluent (Invitrogen) erfolgt der Ansatz, der flr eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert
wird. Darauf erneut das dreimalige Waschen der Proben fur jeweils 5 Minuten in TBS-
Puffer. Nun wird der zweite Primarantikérper, zur Darstellung der Cluster of
differentiation 31 positiven Zellen, ,rabbit-anti-mouse CD31 Antigen“ (ab28364, Abcam)
aufgetragen. Die Inkubation erfolgt in der Verdiinnung von 1:50 mit Antibody diluent Gber
Nacht bei 4 Grad Celsius.

AnschlieRend folgt das dreimalige Waschen mit TBS-Puffer fir jeweils 5 Minuten an. Im
nachsten Arbeitsschritt erfolgt die Inkubation des Sekundarantikérpers ,donkey- anti-
rabbit- Immunglobulin G- Alexa Fluor 594 (Invitrogen), zur Darstellung der CD 31 Zellen,
in der Verdinnung 1:400 mit Antibody Diluent fur 45 Minuten bei Raumtemperatur. Nach
dreimaligem Waschen in TBS-Puffer fur je 5 Minuten erfolgt die Kernfarbung mit 4°,6-
Diamidin-2-phenylindol (DAPI, Roth) in der Konzentration 1ug/ml fir 1min bei
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Raumtemperatur. Vor dem Eindecken der Objekttrager mit Deckglaschen werden die
Farbungsriickstdande durch dreimaliges Waschen in TBS-Puffer gereinigt. Die
Deckglaschen (Marienfeld) werden mit Fluoromount (Southern Biotech) aufgebracht und
die Objekttrager folgend bei -20 Grad Celsius aufbewahrt.

Aus dieser Farbung lassen sich im Fluoreszenzmikroskop (BZ-V800, Firma Keyence)
bei 589 nm Lichtlange die glatte Muskulatur (SMA alpha) in griin, das Endothel (CD31)
in rot und die Zellkerne in blau darstellen. Es wurden folgende Belichtungszeiten
verwendet: DAPI-Farbung 1/55 Sekunden, SMA alpha Farbung 1/18 Sekunde, und fur
die CD 31 Farbung 1/4 Sekunde.

Alle mitgefuhrten Negativproben und Isotypenprotokolle waren negativ.

Eine exemplarische Darstellung der Farbung findet sich in der untenstehenden
Abbildung 5.

Abbildung 5- Beispielhafte Darstellung der immunhistochemischen Triplefarbung mit DAPI in
Blau (links oben), SMA alpha in Griin (rechts oben), CD31 in Rot (links unten) und in
Kombinationsbetrachtung (rechts unten) - Versuchsgruppe Aorta thoracalis direkte Enthahme ohne
Lagerung. (AT 0/0)
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3.4.2.2 Terminal desoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated-dUTP-biotin nick end
labeling (TUNEL)

Eine bewahrte Methodik zur Visualisierung von Zellen in der Apoptose stellt die TUNEL-
Farbung (Terminal desoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated-dUTP-biotin nick end
labeling) dar. Es sollte insbesondere die Méglichkeit der Zellen der regulierten Apotpose
dargestellt werden bzw. die Moglichkeit eines regulierten Zellzykluses, wobei von einem
regelhaften Kreislauf und damit einer méglichen funktionserhaltenen Zelle ausgegangen

werden konnte.

Fir die Durchfihrung der TUNEL Farbung erfolgte gemaR der Herstellerangabe des
verwendeten ApopTag (Apoptosis Detection Kit) - Fluoreszein- in situ
Apoptosenachweis- Kit (Sigma-Aldrich). Dafir erfolgt die Deparaffinierung mittels
absteigender Alkoholreihe von Xylol zu Ethanol in destilliertes Wasser. Daraufhin
werden die Objekttrager in PBS-Puffer drei Mal fur jeweils 5 Minuten gewaschen. Es
folgt die Inkubation der Objekttrager mit Proteinase K (20ng/ml) Gber 15 Minuten bei
Raumtemperatur. Nachdem die erneute dreimalige Waschung von jeweils 5 Minuten der
Proben mit PBS-Puffer erfolgt ist, werden die Schnitte mit dem Fettstift umrandet. Es
folgt gemaR Hersteller Vorgabe die Zugabe des Equilibierungspuffers von jeweils 13ul
fir 5 Minuten pro Schnitt. Anschlieflend wird direkt der Primarantikbrper TdT Enzym
(Terminal desoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated-dUTP-biotin nick end labeling)
fur eine Stunde auf die Schnitte gegeben. Hierbei werden 70% Reaktionspuffer mit dem
Enzym gemischt. Die Reaktion wird mit dem Stopp Puffer (68ml Aqua Dest. gemischt
mit 2ml Stopp Puffer) angehalten. Es folgt die dreifache Waschung fiir jeweils 5 Minuten
in PBS-Puffer. Der Sekundarantikdrper Fluorescein- markierter Anti- Digoxigenin
Antikoérper wird in der Verdlinnung von 56ul Blockierldsung und 59ul Antikoérperldsung
auf die Schnitte fir 30 Minuten gegeben. Nach erfolgter Waschung in PBS-Puffer (drei
Mal fur jeweils 5 Minuten) werden die Zellkerne mit DAPI gefarbt und zum Schluss, nach
letzter dreimaliger Waschung in PBS-Puffer werden die Objekttrager mit Fluoromount

eingedeckt und bei -20 Grad Celsius aufbewahrt.

In der untenstehenden wird ein Beispiel der DAPI-Farbung gezeigt. (Abbildung 6)
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Abbildung 6- Beispieldarstellung Doppelfarbung TUNEL positive Zellen in griin (links) und DAPI

in blau in Kombination (rechts)- Aorta abdominalis mit verzégerter Entnahme und folgender
Kaltlagerung (AA 36/3)

3.4.2.3 Auswertung

Die Auswertung der Immunhistologie wurde im Rahmen der regelmaRigen
Laborbesprechungen zur Auswertung erarbeitet. Aufgrund der neu vorliegenden
Fragestellung wurde sich auf folgende Methodik zur Auswertung der einzelnen

Farbemethoden entschieden.

In allen Auswertungen wurden alle vorliegenden Schnitte desselben Praparates einer
Probe ausgewertet und das entsprechende Mittel genommen. Pro
GefaRabschnittsprobe wurden vier bis sechs Anschnitte ausgewertet. Zeigten sich
jedoch deutliche Schaden, welche am ehesten im Rahmen der Praparation entstanden
bzw. nicht mehr vorhandene Proben wurde diese nicht in die Auswertung mit

einbezogen. Nur vollstandig vorhandene Anschnitte wurden gewertet.

Die Auswertungen der Bilder unter Zuhilfenahme des Bildauswertungsprogrammes
ImageJ 1.47v des National Institutes of Health, USA (2013/2014). Die statistische
Aufarbeitung wurde mit Microsoft Excel (letzte Version16.82, 2024) durchgefihrt und

dargestellt.

3.4.2.3.1 Smooth Muscle Actin Alpha (SMA alpha)

Fir die Auswertung war die angefarbte Fluoreszenzintensitat der glatten Muskulatur
entscheidend, da von einer intensiven Anfarbung bei gut vorhandener Muskulatur
ausgegangen werden kann. Die Auswertung der Aufnahmen erfolgte mittels
quantitativer Messung der Fluoreszenzintensitat pro gemessene Flache. Hierbei wurde

die muskulare Schicht handisch angezeichnet.

3.4.2.3.2 4 6- Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
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Dasselbe Vorgehen der Auswertung wurde fir die DAPI-Farbung vorgenommen. Unter
der Annahme, dass eine zunehmende Degeneration des Zellkernes zu einer
Verminderung der Fluoreszenz Intensitat fuhren wurde, erfolgte ebenfalls die

Auswertung der Fluoreszenzintensitat pro Flache.

3.4.2.3.3 Cluster of Differentiation 31 (CD31)

Die Auswertung der Abdeckung des Gefalles mit Endothel wurde die prozentuale
Abdeckung des Gefalles mit an der Media anliegendem Endothel vermessen. Hierfur
erfolgte die handische Ausmessung des gesamten Innenumfanges des Gefales und

des an der GefalRwand adharenten Endothels.

3.4.2.3.4 Terminal desoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated-dUTP-biotin nick
end labeling (TUNEL)

Die Auswertung von jeweils zwei Schnitten pro Praparat wurde mit dem
Fluoreszenzmikroskop (BZ-V800, Firma Keyence) durchgefuhrt. Die Anzahl der TUNEL
positiven, hellgrinen Zellen, wurden zum Ausschluss von falsch positiven Proben,

mittels DAPI positiven Zellkernen korreliert.

Hierbei wurden analog zur Auswertung der Hamatoxylin- Eosin Farbung Gruppen
gebildet, wobei 1-9 positive Zellen pro Praparat als gering, 10-49 positive Zellen als mittel
und mehr als 50 positiven Zellen mit reichlich gewertet wurden. (Tabelle 6-

Auswertungstabelle TUNEL positiver Zellen)

Tabelle 6- Auswertungstabelle TUNEL positiver Zellen

TUNEL pos. Zellen | Anzahl der TUNEL positiven Zellen pro Gefapraparat
Keine 0

gering 1-9

Mittel 10-49

reichlich Mehr als 50
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4 Ergebnisse

Eine Betreuung zur Auswertung der erhobenen Ergebnisse fand durch die Statistische
Beratung des Universitatsklinikums Hamburg Eppendorf statt. Die ausgesprochene
Empfehlung beinhaltete die Auswertung der vorliegenden Daten mit Angaben von
Standardabweichungen, da es sich innerhalb der Gruppen bzw. des Experimentes um
eine zu kleine Anzahl Tiere mit vielen Variablen zur gesicherten Statistischen

Auswertung handelte.

4.1 Mikrobiologie

4.1.1 Quantitative Analyse

Die Auswertung der quantitativ erhobenen Daten entspricht der Anzahl der Kolonien auf
den verwendeten Agarplatten pro Versuchsgruppe. Dafir wurden die Anzahl der
Kolonien Bildenden Einheiten (KBE) aller Proben pro Gruppe ausgewertet und die

Agarplatten fur diese Gruppe zusammengefasst.

Die Anzahl der KBE in der Intensitat (vereinzelt, mittel, reichlich) wurde graphisch
dargestellt, dies jedoch Uber die gesamte Versuchsgruppe kumuliert. Daraus ergibt sich,

dass die Anzahl der KBE nicht mit der Anzahl der Proben einhergeht.

Gleichzeitig erfolgte die Auswertung der Intensitat der Besiedelung des einzelnen Tieres
pro Versuchsgruppe, sodass dies mit der Anzahl der Tiere in der Versuchsgruppe

einhergeht.
4.1.1.1 Thorakale Aorta

In der quantitativen Auswertung der Anzahl der Kolonien bildenden Einheiten (KBE) pro
Versuchsgruppe zeigt sich in der Gruppe der direkt entnommenen Gefalte (AT 0/0) zwei
Proben mit vereinzeltem Wachstum, sonst konnten keine bakteriellen Besiedlungen

festgestellt werden.

Wohingegen nach Kaltlagerung in TiProtec® desselben Entnahmezeitpunktes (AT 0/3)
sich eine Zunahme der KBE auf sechs mit vereinzeltem Wachstum, zwei mit mittlerem
und einer KBE mit reichlich Wachstum nachweisen lie. Somit ergibt sich eine
numerische Zunahme der Anzahl der KBE von zwei (AT 0/0) auf kumulativ neun KBE
(AT 0/3) pro Versuchsgruppe Uber die Dauer der Kaltlagerung. Aufierdem zeigt sich ein
Anstieg der Besiedlungsintensitat. (Abbildung 7)
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Abbildung 7- Quantitative Anzahl an KBE pro Versuchsgruppe des thorakalen Abschnittes nach
direkter Entnahme (KBE: Kolonien bildende Einheiten; AT: Aorta thoracalis)
Im Vergleich der beiden Versuchsgruppen nach verzdgerter Enthahme der Aorta 36
Stunden postmortal ergaben sich fur die Gruppe ohne Kaltlagerung (AT 36/0) vier KBE
mit vereinzeltem und eine KBE mit reichlichem Wachstum. In der Versuchsgruppe,
welche zusatzlich noch eine Kaltlagerung der Aorta Uber drei Wochen erfuhr (AT 36/3),
lied sich eine Zunahme der KBE feststellen. Es zeigten sich vier KBE mit vereinzeltem
Wachstum, eine mit mittlerem und flnf mit reichlichem Wachstum. Kumulativ ergibt sich
somit eine Zunahme von finf KBE in der Gruppe der verzdgerten Entnahme ohne
Kaltlagerung (AT 36/0) auf zehn KBE in der Gruppe nach verzdgerter postmortaler
Entnahme mit Kaltlagerung (AT 36/3). (Abbildung 8)
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Abbildung 8- Quantitative Anzahl an KBE pro Versuchsgruppe des thorakalen Abschnittes nach

verzogerter Entnahme (KBE: Kolonien bildende Einheiten; AT: Aorta thoracalis)

Folgend wurde die maximale Anzahl an KBE pro Versuchsprobe je Gruppe ausgewertet,

um eine Kontamination von einzelnen Proben herausarbeiten zu konnen.
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In der Gruppe, der direkt entnommenen, nicht kalt gelagerten Proben (AT 0/0) ergeben
sich fur acht kein mikrobielles Wachstum und fur zwei Proben ein Wachstum von jeweils
einer KBE. Nach Kaltlagerung Uber drei Wochen in TiProtec® (AT 0/3) weisen vier
Proben weiterhin kein mikrobielles Wachstum, vier Proben eine Besiedlung mit einer
KBE und jeweils eine Probe mit zwei bzw. drei KBE auf. Es lasst sich eine Zunahme
der Anzahl der KBE pro Versuchsprobe mit der Dauer der Kaltlagerung feststellen.
Weiterhin zeigen nur zwei Proben eine Besiedelung mit mehr als einer KBE, nach
Kaltlagerung in TiProtec® (AT 0/3). (Abbildung 9)
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Abbildung 9- Quantitative Anzahl an KBE pro Versuchsgruppe des thorakalen Abschnittes nach
direkter Entnahme (KBE: Kolonien bildende Einheiten; AT: Aorta thoracalis)
Zusammenfassend kann nach Kaltlagerung des thorakalen Gefaflabschnittes nach
direkter postmortaler Entnahme Uber die Lagerungsdauer eine Zunahme der KBE
festgestellt werden, jedoch zeigten weiterhin nur wenige einzelne Proben eine deutliche

Zunahme der Anzahl der KBE bzw. eine mehrfache Besiedlung.

In der Auswertung flr die verzégerte postmortale nach 36 Stunden (AT 36/0) ergibt sich
fur sieben Versuchsproben kein mikrobielles Wachstum, eine Probe zeigt eine KBE auf,
zwei Proben lassen zwei KBE detektieren. Nach erfolgter Kaltlagerung (AT 36/3) in der
Versuchslosung TiProtec® weisen finf Proben kein mikrobielles Wachstum auf, eine
I&sst eine Besiedlung mit einer KBE erkennen, drei Proben haben zwei KBE und eine
Probe zeigt drei KBE. (Abbildung 10)
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Abbildung 10- Quantitative Anzahl an KBE pro Versuchsgruppe des thorakalen Abschnittes
nach direkter Entnahme (KBE: Kolonien bildende Einheiten; AT: Aorta thoracalis)
In Zusammenschau der oben beschriebenen Ergebnisse zeigt sich somit eine Zunahme
der quantitativen Anzahl an KBE uber die Dauer der Kaltlagerung, auch nach vorgangig

verzogerter Entnahme der Gefalabschnitte.

Kongruent ergibt sich fir beide Gruppen eine Zunahme der Besiedlung der Anzahl der
Proben Uber die Kaltlagerung, ebenfalls zeigt sich eine Zunahme der Mehrfach-

Besiedlung mit mehr als nur einer Bakterienentitat.

4.1.1.2 Abdominale Aorta

Fir den abdominellen Aortenabschnitt erfolgten dieselbe Auswertungsschritte wie

bereits fiir den thorakalen Abschnitt beschrieben.

In der Aufarbeitung der Gruppe nach direkter postmortaler Entnahme (AA 0/0) der Aorta
zeigen sich drei Kolonien bildenden Einheiten (KBE) mit vereinzeltem Wachstum und
sieben Proben ohne mikrobielles Wachstum. Mit Dauer der Kaltlagerung (AA 0/3)
kénnen neun KBE mit vereinzeltem und eine KBE mit reichlichem Wachstum festgestellt
werden. (Abbildung 11)
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Abbildung 11- Quantitative Anzahl an KBE pro Versuchsgruppe des abdominalen Abschnittes
nach direkter Entnahme (KBE: Kolonien bildende Einheiten; AA: Aorta abdominalis)

In den Gruppen der postmortal verzégerten Entnahme der abdominellen Aorta ergeben
sich in der Versuchsgruppe ohne eine Kaltlagerung (AA 36/0) finf KBE mit vereinzeltem
Wachstum, und jeweils eine Probe mit einem mittlerem bzw. reichlichem Wachstum.
Uber die Kaltlagerungsdauer (AA 36/3) zeigt sich das Bild von drei KBE mit vereinzeltem

Wachstum, keine KBE mit einem mittlerem, jedoch sechs KBE mit reichlichem
Wachstum. (Abbildung 12)
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Abbildung 12- Quantitative Anzahl an KBE pro Versuchsgruppe des abdominalen Abschnittes
nach verzégerter Entnahme (KBE: Kolonien bildende Einheiten; AA: Aorta abdominalis)
In der Auswertung der Besiedlungsintensitat pro Probe je Versuchsgruppe lassen sich
bei direkter Entnahme und ohne anschlieRende Kaltlagerung (AA 0/0) sieben Proben
ohne ein mikrobielles Wachstum vorfinden, drei Proben zeigen eine Besiedelung mit
einer KBE. Uber die Zeit der Kaltlagerung lasst sich eine Zunahme der KBE feststellen.

In der Versuchsgruppe mit direkter Entnahme und folgender Kaltlagerung (AA 0/3)
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lassen vier Proben kein mikrobielles Wachstum nachweisen, vier Proben zeigten eine
KBE und auf zwei Proben konnten drei KBE festgestellt werden. (Abbildung 13)
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Abbildung 13- Quantitative Anzahl an KBE pro Versuchsgruppe des thorakalen Abschnittes

nach direkter Entnahme- Anzahl der maximalen KBE pro Versuchstier (KBE: Kolonien bildende
Einheiten; AA: Aorta abdominalis)
Fir die Gruppe nach verzogerter postmortaler Enthahme ohne folgende Kaltlagerung
(AA 36/0) ergibt sich in sieben Proben kein mikrobielles Wachstum. Die verbleibenden
drei Proben zeigen in einem Fall eine KBE und in zwei Proben drei KBE auf. Nach
erfolgter Kaltlagerung (AA 36/3) ergeben sich noch drei Proben ohne nachweisbare
KBE, bei funf Proben lassen sich jeweils eine KBE feststellen, und in zwei Proben
kénnen zwei KBE festgestellt werden. Hier zeigt keine Probe mehr als zwei KBE.
(Abbildung 14)
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Abbildung 14- Anzahl der maximalen Kolonien bildenden Einheiten (KBE) pro Versuchstier
(insg. 10) fiir den abdominalen Aortenabschnitt verzogerte postmortale Entnahme und keine bzw. 3

Wochen Kaltlagerung (KBE: Kolonien bildende Einheiten; AA: Aorta abdominalis)
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Ebenfalls Iasst sich kongruent zu der Gruppe der direkten postmortalen Entnahme eine
Zunahme der Besiedlungsanzahl uber die Dauer der Kaltlagerung feststellen. In
Zusammenschau mit den bereits oben beschriebenen Ergebnissen zeigt sich fir den
abdominalen Aortenabschnitt eine Zunahme der quantitativen Intensitat der KBE Gber
die Lagerungszeit. Eine Zunahme der Besiedlungsintensitat Iasst sich hingegen nicht in

dieser Deutlichkeit abgrenzen.

Wie bereits fur den thorakalen Abschnitt festgestellt, kann auch im abdominellen
Abschnitt keine Besiedlung mit mehr als 3 Kolonien Bildenden Einheiten pro

Versuchsprobe festgestellt werden, auch nicht nach erfolgter Kaltlagerung in TiProtec®.

4.1.2 Qualitative Auswertung

In der weiteren massenspektrometrischen Untersuchung konnten die Bakterienspecies
bestimmt werden, welche fir die beiden unterschiedlichen Aortenabschnitte
ausgewertet wurden. (Tabelle 7- Gesamtlbersicht Bakterienspecies mit prozentualem
Anteil an allen Kolonien bildenden Einheiten) Anschliefend erfolgte die Auswertung pro
Gruppe in Bezug auf die Gram-Farbung, Sauerstofftoleranz, Morphologie und des

Besiedlungsraumes. (34,35)

In dieser Analyse zeigten sich primar intestinal besiedelnde Bakterien und bekannte
Haut bzw. Schleimhautbakterien. Hierbei zeigten sich zumeist fakultativ pathogene
Bakterienspecies, insbesondere Bakterienstamme der Magen-Darm-Flora kdnnen dazu
gezahlt werden. Aber auch die selektierte Schleimhaut und Hautflora kann in den

meisten Fallen zugerechnet werden.

In der Gesamtauswertung lieRen sich kumulativ 55 Kolonien bildende Einheiten (KBE)
in allen ausgewerteten Gruppen und Proben feststellen. In den differenzierten
Bakterienspecies ist am haufigsten ein Enterococcus faecalis auszumachen, welcher
einen prozentualen Gesamtanteil von 25 Prozent hat. Direkt hiernach findet sich ein
ebenfalls in der Darmflora bekannter Lactobacillus johnsonii mit 15 Prozent, gefolgt von
Koagulase negativen Staphylokokken mit einem prozentualen Anteil von 9 Prozent. Die
weiter aufgefiihrten Bakterienspecies befinden sich unter einem prozentualen Anteil von
10 Prozent. (Tabelle 7- Gesamtuibersicht Bakterienspecies mit prozentualem Anteil an

allen Kolonien bildenden Einheiten)
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Tabelle 7- Gesamtiibersicht Bakterienspecies mit prozentualem Anteil an allen Kolonien

bildenden Einheiten

. . Anzahl | Prozentualer | Gram- Sauerstoff- : Besiedlungs-
SRR KBE Anteil Farbung toleranz ABIRIEIE gebiet
Enterococcus 14 25% + aerob/ Kokken Dickdarm
faecalis anaerob
Lactobacillus o Fakultativ N
johnsonii 8 15% + anaerob Stabchen Magen- Darm
Koagulase negative o Haut/
Staphylokokken 5 9% * aerob Kokken Schleimhaut
Micrococcus luteus | 4 7% + aerob Kokken Hautflora/ Luft
Blf'ldob.acterlum 3 5% + anaerob Stabchen Dickdarm
animalis
Lactlobacnlus 3 5% + fakultativ Stabchen Magen- Darm
murinus anaerob
Lactobacillus spp 3 5% + fakultativ Stabchen Magen- Darm

) anaerob
Parabaptgnmdes 3 5% - anaerob Stabchen Darm
goldsteinii
Staphylococcus 2 4% + fakultativ Kokken Haut/ '
capitis anaerob Schleimhaut
Staphylococcus o fakultativ Haut/
hominis 2 4% i anaerob Kokken Schleimhaut
Bacillus spp. 1 2% + aerob Stabchen Dickdarm
Escherichia coli |1 2% - fakultativ | s ohen Dickdarm
anaerob
Lactobgcﬂlus 1 20, + fakultativ Stabchen Magen- Darm
grasseri anaerob
Lactobacillus reuteri | 1 2% + fakultativ Stabchen Magen- Darm
anaerob
Moraxella spp. 1 2% - aerob Kokken Hautflora
o fakultativ Stabchen
0, ’ -
Paenibacillus spp. 1 2% + anaerob Sporenbildner Magen- Darm
Staphylococcus o fakultativ Haut/
epidermidis ! 2% " anaerob Kokken Schleimhaut
vergriinende o fakultativ Haut/
Streprokokken ! 2% * anaerob Kokken Schleimhaut
Gesamtanzahl KBE | 55 100%

Es erfolgte die detaillierte Auswertung der Versuchsgruppen nach Entnahmezeitpunkt,

Lagerungsdauer und anatomischem Abschnitt.
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4.1.2.1 Thorakale Aorta

In der Ausarbeitung nach direkter Entnahme ohne weitere Kaltlagerung (AT 0/0) wurde
zwei Haut- bzw. Schleimhautbakterien mit vereinzeltem Wachstum nachweisen. Sowohl
Staphylococcus hominis wie auch Koagulase negative Staphylokokken sind gram-
positive Kokken, welche aerob bzw. fakultativ anaerob sind. In der Gruppe der
verzogerten Entnahme (AT 36/0), ebenfalls ohne weitere Kaltlagerung, kbnnen ebenfalls
Koagulase negative Staphylokokken festgestellt werden. Es lassen sich weiter
Lactobacillen und Parabacteroides feststellen. Weiterhin ist die Anzahl der KBE zumeist
mit vereinzeltem Wachstum nachzuweisen, nur eine KBE zeigt ein reichliches
(Tabelle 8-

Aortenabschnitt, keine Kaltlagerung) Somit ergibt sich bei direkter Entnahme und ohne

Wachstum. Bakterienspecies mit Merkmalen fiir den thorakalen

Kaltlagerung singulare Hautbesiedler, wohingegen nach verzdgerter Entnahme noch

Bakterienspecies des Gastrointestinaltraktes hinzukommen, jedoch in geringer Anzahl.

Tabelle 8- Bakterienspecies mit Merkmalen fiir den thorakalen Aortenabschnitt, keine

Kaltlagerung

Keine Kaltlagerung Anzahl der Proben mit
Kolonien bildenden Einheiten
(KBE)
Bakterium vereinzelt | mittel | reichlich Gram- Sauerstoff- | Morphologie | Besiedlungs-
Farbung toleranz raum
Gruppe AT 0/0
Koagulase negative Haut/
Staphylokokken ! 0 0 * aerob Kokken Schleimhaut
- Fakultativ Haut/
Staphylococcus hominis 1 0 0 + anaerob Kokken Schleimhaut
Gruppe AT 36/0
Koagulase negative Haut/
Staphylokokken ! 0 0 * aerob Kokken Schleimhaut
Lactobacillus johnsonii 1 0 0 + Fakultativ Stabchen Magen-
anaerob Darm
Lactobacillus murinus 1 0 0 + Fakultativ Stabchen Magen-
anaerob Darm
Parabacterioides goldsteinii | 1 0 1 - anaerob Stabchen Darm

Die Bakterienentitaten und die Besiedlungsintensitat andert sich Uber die Dauer der
Kaltlagerung in der Versuchslésung TiProtec®. In der Gruppe nach direkter Entnahme
mit folgender Kaltlagerung (AT 0/3) Iasst sich eine KBE mit vereinzeltem Wachstum von
Haut

zumeist

vergrinenden  Streptokokken  feststellen, somit  klassische bzw.

Die

Gastrointestinalen Trakt zuzuschreiben. Es finden sich fiinf KBE mit vereinzeltem

Schleimhautbesiedler. weiteren  Bakterienentitaten sind dem

Wachstum, welche den Lactobacillen zuzuschreiben sind. Eine mittlere

Besiedlungsintensitat zeigt das Bifidobacterium, eine KBE mit reichlichem Wachstum

lasst sich dem Enterococcus faecalis zuordnen. Auffallend tber die Kaltlagerungsdauer
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sind die Entitaten zumeist fakultativ oder strikt anaerob. Zumeist handelt es sich um
fakultativ pathogene Bakterien. Die gesamte Gruppe zeigt ein gram- positives

Farbeverhalten.

Nach verzdgerter Entnahme und durchgefiihrter Kaltlagerung (AT 36/3) ergibt sich ein
vergleichbares Bild zur direkten Entnahme und folgender Kaltlagerung. In der Gruppe
(AT 36/3) zeigen sich funf KBE mit reichlichem Wachstum, welche Koagulase negative
Streptokokken und Enterococcus faecalis darstellen. Es zeigen sich Lactobacillen mit
Haut-

Schleimhautflora zurechenbaren Bakterienentitdten des Micrococcus luteus und der

einer KBE mit vereinzeltem Wachstum, zusatzlich konnen der bzw.
Moraxella spp. mit vereinzelter bzw. mittlerer Besiedlung festgestellt werden. Es ergibt
sich ebenfalls eine Kombination aus gastrointestinaler mit cutaner Bakterienentitaten.
Bis auf eine Species der Moraxella spp. ergibt sich ebenfalls ein Gram- positives

Farbeverhalten. (Tabelle 9- Bakterienspecies mit Merkmalen fur den thorakalen

Aortenabschnitt, mit Kaltlagerung)

Tabelle 9- Bakterienspecies mit Merkmalen fiir den thorakalen Aortenabschnitt, mit Kaltlagerung

i:l\:;célerzng in Anzahl der Proben mit Kolonien
TiProtec® bildenden Einheiten (KBE)
: . . L Gram- Sauerstoff- .| Besiedlungsraum
Bakterium vereinzelt | mittel | reichlich Farbung | toleranz Morphologie
Gruppe AT 0/3
i i Dickdarm
B|f'|dob.acter|um 0 1 0 + anaerob Stabchen
animalis
Dickdarm
Enterococcus faecalis | 0 0 1 + aerob/ Kokken
anaerob
.L actoba9 Hlus 4 0 0 + fakultativ Stabchen Magen- Darm
johnsonii anaerob
Lactobacillus reuteri 1 0 0 + fakultativ Stabchen Magen- Darm
anaerob
. fakultativ i
Lactobacillus spp. 0 1 0 + Stabchen Magen- Darm
anaerob
vergriinende fakultativ Haut/
Streprokokken ! 0 0 * anaerob Kokken Schleimhaut
Gruppe AT 36/3
Dickdarm
Enterococcus faecalis | 1 0 3 + aerob/ Kokken
anaerob
Koagulase negative Haut/
Staphylokokken 0 0 2 i aerob Kokken Schleimhaut
Lactobacillus murinus |1 0 0 + fakultativ Stabchen Magen- Darm
anaerob
Micrococcus luteus 2 0 0 + aerob Kokken Hautflora/ Luft
Moraxella spp. 0 1 0 - aerob Kokken Hautflora
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4.1.2.2 Abdominale Aorta

In den beiden Gruppen ohne eine weitere Kaltlagerung zeigt sich nach direkter
postmortaler Entnahme (AA 0/0) zweimalig eine vereinzelte Besiedlung mit Hautkeimen,

mit Micrococcus luteus und Staphylococcus capitis.

Nach verzégerter postmortaler Entnahme ohne Kaltlagerung (AA 36/0) ergibt sich
ebenfalls ein Mischbild aus Haut bzw. Schleimhaut und gastrointestinaler Flora. Es zeigt
sich eine KBE mit reichlicher Besiedlung mit Lactobacillus murinus, einem fakultativ
anaeroben intestinalen Bakterium und eine KBE mit mittlerer Besiedlungsintensitat mit
Parabacterioides goldsteinii, welches der intestinalen Flora zuzuordnen ist. Die weiteren
funf KBE verteilen sich auf die angesprochene cutane, gastrointestinale Mischflora. Bis
auf die Koagulase negativen Streptokokken weisen die weiteren Bakterienspecies ein
fakultativ anaerobes bzw. anaerobes Wachstum auf, welches mit einem gemischten
gram Farbeverhalten einhergeht. (Tabelle 10- Bakterienspecies mit Merkmalen fiir den
abdominalen Aortenabschnitt, keine Kaltlagerung )

Tabelle 10- Bakterienspecies mit Merkmalen fiir den abdominalen Aortenabschnitt, keine

Kaltlagerung

. Anzahl der Proben mit Kolonien
Keine Kaltlagerung | i yenden Einheiten (KBE)
Sauerst .
Bakterium vereinzelt | mittel reichlich Sar?& -n off- I\/ilgrpholo S:Ja;ledlungsr
9 toleranz 9
Gruppe AA 0/0
Micrococcus luteus | 1 0 0 + aerob Kokken Hautflora/ Luft
Staphylococcus fakultativ Haut/
capitis 2 0 0 * anaerob Kokken Schleimhaut
Gruppe AA 36/0
Enterococcus aerob/ .
faecalis 2 0 0 + anaerob Kokken Dickdarm
Escherichia coli | 1 0 0 - fakultativ | i shen | Dickdarm
anaerob
Koagulase
negative 1 0 0 + aerob Kokken ggﬁlté imhaut
Streptokokken
Lactlobacnlus 0 0 1 + fakultativ Stabchen | Magen- Darm
murinus anaerob
Lactobacillus spp 1 0 0 + fakultativ Stabchen | Magen- Darm
’ anaerob
Parabacterioides ..
goldsteinii 0 1 0 - anaerob | Stabchen | Darm

Uber den Verlauf von drei Wochen der Kaltlagerung in der Versuchslésung TiProtec®
zeigt sich flr den abdominellen Abschnitt erneut eine Mischflora. Hierbei konnten in der
Gruppe der direkten Entnahme mit folgender Kaltlagerung (AA 0/3) eine KBE mit
reichlichem Wachstum als Enterococcus faecalis identifiziert werden. Weiter zeigen sich
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neun KBE mit vereinzeltem Wachstum aus dem Bereich der cutanen und intestinalen
Bakterienflora. Es zeigte sich eine KBE mit Mirococcus luteus, welche eine aerobe
Umgebung praferiert, die restlichen Species sind anaerob bzw. fakultativ anaerob. Alle

in dieser Gruppe festgestellten Species zeigen ein positives Gram Farbeverhalten.

In der Versuchsgruppe der verzdgerten postmortalen Entnahme und gefolgter
Kaltlagerung (AA 36/3) Uber drei Wochen zeigten sich finf KBE mit Enterococcus
faecalis mit reichlichem Wachstum, sowie eine KBE mit Lacotacillus johnsonii ebenfalls
mit reichlichem Wachstum. Die verbleibenden drei KBE mit vereinzeltem Wachstum sind
erneut der gastrointestinalen und cutanen Mischflora zuzuordnen. (Tabelle 11-
den abdominalen Aortenabschnitt, mit

Bakterienspecies mit Merkmalen fir

Kaltlagerung)

Tabelle 11- Bakterienspecies mit Merkmalen fiir den abdominalen Aortenabschnitt, mit

Kaltlagerung

3 Wochen Kaltiagerun Anzahl der Proben mit
in TiProtec® 9 9 Kolonien bildenden Einheiten
(KBE)
Bakterium vereinzelt | mittel | reichlich G_l_'am- Sauerstoff- | Morphologie | Besiedlungsraum
Farbung | toleranz

Gruppe AA 0/3

B|f'|dob.acter|um 2 0 0 + anaerob Stabchen Dickdarm

animalis

Enterococcus faecalis 1 0 1 + aerob/ Kokken Dickdarm
anaerob

Lactobacillus grasseri 1 0 0 + fakultativ Stabchen Magen- Darm
anaerob

Lactobacillus johnsonii | 2 0 0 + fakultativ Stabchen Magen- Darm
anaerob

Micrococcus luteus 1 0 0 + aerob Kokken Hautflora/ Luft

Staphylococous 1 0 0 + fakultativ 1 ) ken Haut/ Schleimhaut

epidermidis anaerob

Staphylococous 1 0 00 + fakultativ— |\ en Haut/ Schleimhaut

hominis anaerob

Gruppe AA 36/3

Bacillus spp. 1 0 0 + aerob Stabchen Dickdarm

Enterococcus faecalis 0 0 5 + aerob/ Kokken Dickdarm
anaerob

Lactobacillus johnsonii | 0 0 1 + fakultativ Stabchen Magen- Darm
anaerob

Lactobacillus spp. 1 0 0 + fakultativ Stabchen Magen- Darm
anaerob
fakultativ Stabchen,

Paenibacillus spp. 1 0 0 + Sporen- Magen- Darm
anaerob | iner

Weder in der quantitativen noch der qualitativen Analyse ergaben sich Anhalt fir einen

fungale Besiedlung.
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Ebenfalls konnte bei keiner Negativprobe der Versuchslésung TiProtec® ein

mikrobiologisches Wachstum festgestellt werden.
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4.2 Histologie/ Immunhistologie

4.2.1 Hamatoxylin- Eosin Farbung (HE-Farbung)

Die Auswertung der Farbungen mit dem Auflichtmikroskop (Zeiss, Standard 24, 45VA
Typ B) statt.

4.2.1.1 Aorta thoracalis

Nach Entnahme der Aorta und direkter Aufbereitung konnten in den Gruppen (AT 0/0)
sowie nach 3-wdchiger Kaltlagerung (AT 0/3) keine Stromadegeneration in der HE-
Farbung festgestellt werden. Dasselbe Bild zeigte sich fiir die Gruppe der direkten

Entnahme, welche Uber 3 Wochen in TiProtec® kalt gelagert wurden. (Abbildung 15)

Stromadegeneration
Aorta thoracalis (AT 0/0) und (AT 0/3)

Anzal der Praparate
O~ N W oo N O®OOo

0 1 2 3
Grad der Stromadegeneration

mAT 0/0 AT 0/3

Abbildung 15- Grad der Stromadegeneration der Aorta thoracalis fiir die Versuchsgruppe der

direkten Enthahme mit und ohne Kaltlagerung

Zur Beurteilung der Autolyse zeigten die beiden Gruppen der direkten postmortalen
Entnahme mit und ohne gefolgter Kaltlagerung ebenfalls keine graduelle Abblassung

der Zellkerne. In beiden Gruppen zeigten alle zehn Praparate keine Abblassung.

44



Zellkernabblassung
Aorta thoracalis (AT 0/0) und (AT 0/3)

Anzal der Praparate
O =~ N W PHh oo N oo

0 1 2 3 4
Grad der Zellkernabblassung

mATO0/0 =mAT0/3

Abbildung 16- Grad der Zellkernabblassung der Aorta thoracalis fiir die Versuchsgruppe der
direkten Enthahme mit und ohne Kaltlagerung
In der Versuchsgruppe der verzdgerten postmortalen Entnahme der Aorta zeigten die
Gruppen mit und ohne Kaltlagerung der Aorta thoracalis jeweils eine zweitgradige

Stromadegeneration.

Stromadegeneration
Aorta thoracalis (AT 36/0) und AT (36/3)

Anzal der Praparate
O _2NWPArOTON®WOO

0 1 2 3
Grad der Stromadegeneration

EAT 36/0 = AT 36/3

Abbildung 17 - Grad der Stromadegeneration und Zellkern Abblassung der Aorta thoracalis fir

die Versuchsgruppe der verzogerten postmortalen Entnahme mit und ohne Kaltlagerung.

In der weiteren Auswertung der Zellkern Abblassung wiesen alle zehn Praparate den

ersten Grad der Abblassung auf. Nach 3-wdchiger Kaltlagerung der Gefale erwies ein
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Praparat keine Zellkern Abblassung auf, neun Gefal3e lieRen sich eine Grad eins

Abblassung zuordnen.

Zellkernabblassung
Aorta thoracalis (AT 36/0) und (AT 36/3)

Anzal der Praparate
O-_2NWPPrOIONOWOO

0 1 2 3 4
Grad der Zellkernabblassung

EAT 36/0 = AT 36/3

Abbildung 18- Grad der Zellkernabblassung der Aorta thoracalis fiir die Versuchsgruppe der

verzogerten postmortalen Enthnahme mit und ohne Kaltlagerung

4.2.1.2 Aorta abdominalis

Alle 10 Proben der Aorta abdominalis zeigten nach direkter Entnahme mit und ohne
folgender Kaltlagerung keine Stromadegeneration und keine Zellkernabblassung. Dies
zeigt sich kongruent zu den Ergebnissen derselben Versuchsgruppen der Aorta

thoracalis.
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Stromadegeneration
Aorta abdominalis (AA 0/0) und (AA 0/3)

Anzahl der Praparate

O -_2PNWPr,RUOTONOXO®OO

0 1 2 3
Grad der Stromadegeneration

mAA0/0 =AAO0/3

Abbildung 19- Grad der Stromadegeneration der Aorta abdominalis fiir die Versuchsgruppe der

direkte postmortalen Enthahme mit und ohne Kaltlagerung

Zellkernabblassung
Aorta abdominalis (AA 0/0) und (AA 0/3)

Anzahl der Praparate
O -_2NWHrOIOON OO

0 1 2 3 4
Grad der Zellkernabblassung

EAA0/0 =AAO0/3

Abbildung 20- Grad der Zellkernabblassung der Aorta abdominalis fiir die Versuchsgruppe der
direkte postmortalen Enthahme mit und ohne Kaltlagerung
Nach verzogerter postmortaler Entnahme der abdominalen Aorta ergibt sich ein
differenzierteres Bild. Es weisen in der postmortalen Entnahme ohne Kaltlagerung (AA
36/0) ein Praparat ein Grad eins und acht Praparate ein Grad zwei Stromadegeneration

auf.
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Stromadegeneration
Aorta abdominalis (AA 36/0) und (AA 36/3)

0 1 2 3
Grad der Stromadegeneration

Anzahl der Praparate
O -=_2NWPrP,OOONO®©O®OWO

mAA 36/0 =AA36/3

Abbildung 21- Grad der Stromadegeneration der Aorta abdominalis fiir die Versuchsgruppe der
direkte postmortalen Enthahme mit und ohne Kaltlagerung
In Bezug auf die Zellkernabblassung finden sich alle zehn Praparate mit einer Grad eins
Abblassung wieder. Nach verzdgerter Entnahme mit weiterer Kaltlagerung (AA 36/3)
wiesen drei Praparate eine Grad eins, fiunf Praparate eine Grad zwei und zwei Praparate
eine Grad drei Stromadegeneration auf. Zur Beurteilung der Zellkernabblassung weisen
6 Praparate keine Abblassung auf. Zwei zeigen eine Abblassung Grad eins Abblassung,

jeweils ein Praparat der Gruppe zeigen eine Grad drei bzw. vier Abblassung.

Zellkernabblassung
Aorta abdominalis (AA 36/0) und AA 36/3)

Anzahl der Praparate
O =~ N W P O1 ON OO O

0 1 2 3 4
Grad der Zellkernabblassung

mAA 36/0 =AA36/3

Abbildung 22- Grad der Zellkernabblassung der Aorta abdominalis fiir die Versuchsgruppe der

direkte postmortalen Enthahme mit und ohne Kaltlagerung
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4.2.2 Cluster of Differentiation 31 (CD 31)

4.2.2.1 Aorta thoracalis

In der Auswertung der Bedeckung des GefalRpraparates mit Endothel ergibt sich fir eine
direkte Entnahme ohne Kaltlagerung (AT 0/0) eine prozentuale Abdeckung von 89% (+/-
8%). In der Gruppe der direkten Entnahme mit folgender Kaltlagerung (AT 0/3) zeigen
sich 69% (+/-19%) des Gefalkes mit anliegendem Endothel.

Nach verzogerter postmortaler Entnahme (AT 36/0) ergeben sich 59% (+/- 22%)
anliegendes Endothel in der Gruppe ohne Kaltlagerung. In der Gruppe nach verzdgerter
postmortaler Enthahme und gefolgter Kaltlagerung (AT 36/3) sind noch 10% (+/- 9.4) der
GefalRwand mit Endothel bedeckt. (Abbildung 23)

CD 31 Abdeckung Aorta thoracalis
100%

90% [
80%
70%
60%

50%

40%
30%

Abdeckung in Prozent (%)

20%
10%
0%
AT 0/0 AT 0/3 AT 36/0 AT 36/3
Abdeckung CD 31 89% 69% 59% 10%

Abbildung 23- Prozentuale Bedeckung der Aorta thoracalis mit CD 31 (Intima)

Zur Darstellung der Probenverteilung innerhalb der Gruppe erfolgte die Boxplot
Auswertung. Es kommen innerhalb der abgebildeten Box der Median (als Strich), der
Mittelwert (als Kreuz), das untere und obere Quartil der Boxbegrenzung zur Darstellung.
Die Linien zeigen die weitere Probenverteilung, bis maximal das 1,5 fache der
Boxdarstellung. Darlber hinaus reichende Proben werden als Einzelmarkierungen
dargestellt. Es zeigt sich eine enge Verteilungsbreite fir die direkt enthommenen
Gefaltabschnitte ohne folgende Kaltlagerung (AT 0/0), hierbei entspricht der Median
dem Mittelwert. Die Verteilungsbreite wird deutlicher fur die direkt entnommenen Proben
mit folgender Kaltlagerung (AT 0/3), in einem gleichen Male zeigt sich eine grossere
Verteilungsbreite fur die verzdgterte postmortale Entnahme ohne Kaltlagerung (AT

36/0). In der Versuchsgruppe der postmortal verzégert entnommenen und folgend
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kaltgelagerten GefalRabschnitten ergibt sich eine geringere Verteilungsbreite, ebenfalls
entspricht der Median dem Mittelwert. (Abbildung 24)

CD 31 Abdeckung Aorta thoracalis
100

90
80
70 X
60
50
o |
30
20

10
0

T

Abdeckung in Prozent (%)

B AT 0/0 1 AT 0/3 B AT 36/0 E Abdeckung in Prozent (%)

Abbildung 24- Prozentuale Bedeckung der Aorta thoracalis mit CD 31 (Intima) in Boxplot

Darstellung

4.2.2.2 Aorta abdominalis

In den abdominalen Abschnitten ergibt sich eine Endothel- Bedeckung von Uber 80%
(+/-13%) in den direkt entnommenen und nicht kalt gelagerten Praparaten (AA 0/0).
Nach direkter Entnahme und folgender Kaltlagerung (AA 0/3) ergibt sich noch eine
Bedeckung der Gefaltwand von 60% (+/- 15%). In der Gruppe der verzdgert postmortal
entnommenen GefaRabschnitte (AA 36/0) zeigt sich eine deutliche Minderung der
Bedeckung der Intima mit weniger als 5% (+/- 5%). Eine noch geringe Abdeckung zeigt
sich nach verzogerter postmortaler Entnahme und folgender Kaltlagerung (AA 36/3) mit
2% (+/- 3%). (Abbildung 25)
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CD 31 Abdeckung Aorta abdominalis

100%
90% ‘
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
o !

Abdeckung in Prozent (%)

T
AA 0/0 AA 0/3 AA 36/0 AA 36/3

Abdeckung CD 31 90% 60% 5% 2%

Abbildung 25- Prozentuale Bedeckung der Aorta abdominalis mit CD 31 (Intima)

Ebenfalls zeigt die Boxplot Darstellung zur besseren Aufschliisselung der oben
abgebildeten Ergebnisse. Die enge Verteilungsbreite der direkt enthommenen
postmortalen Gefale (AA 0/0) mit einer unteren Grenze des unteren Quartils bis 80%.
Die Verteilungsbreite ist nach Kaltlagerung bei direkter Entnahme (AA 0/3) in einer
ahnlichen Verteilungsbreite, jedoch mit deutlich mehr Streuung. Nach verzdgerter
postmortaler Entnahme mit und ohne folgender Kaltlagerung zeigt sich fast keine
Bedeckung der GefaRBabschnitte, mit wenig groRerer Verteilung ohne (AA 36/0)
gegenuber der folgender Kaltlagerung (AA 36/3). (Abbildung 26)
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CD 31 Abdeckung Aorta abdomnalis
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Abbildung 26- Prozentuale Bedeckung der Aorta abdominalis mit CD 31 (Intima) in Boxplot
Darstellung
Nachfolgend zeigt sich folgende Abdeckung der GefaRRpraparate mit CD 31 angefarbtem
Endothel in der Gegenliberstellung der thorakalen versus die abdominellen Abschnitte.
Far den thorakalen Abschnitt ergibt sich kein relevanter Unterschied, jedoch nach
verzogerter postmortaler Entnahme ergibt sich fir den thorakalen Teil eine deutliche
bessere Anlagerung an die GefalRwand gegeniber dem abdominellen Anteil. (Abbildung
27)

CD31- Abdeckung
A. thoracalis vs A. abdominalis
T
1
g ! T
‘g’ 1
o 1
o
e 1
(@]
S 0
X
3 0
3
< 0
0
0 | ﬁ I
0/0 0/3 36/0 36/3
m Aorta thoracalis Aorta abdominalis

Abbildung 27- Prozentuale Bedeckung der Aorta thoracalis und Aorta abdominalis mit CD 31

(Intima) in Gegeniiberstellung

52



4.2.3 Smooth Muscle Actin Alpha (SMA alpha)

4.2.3.1 Aorta thoracalis

In der Auswertung der Farbung der Gefalle mit SMA alpha, welches die Intensitat der
Farbung der Muskelzellen reprasentiert, ergibt sich fir den thorakalen GefaRabschnitt
ein recht konstantes Bild. Hierbei zeigt sich eine durchschnittliche Intensitat pro
Flacheneinheit der Fluoreszenzaktivitat von 0,056 mit einer Standardabweichung von
0,02 fur die Gruppe der direkten Entnahme und Weiterverarbeitung (AT 0/0). In der
Gruppe der direkten Entnahme mit postmortaler Kaltlagerung (AT 0/3) ergibt sich ein
Durchschnittswert von 0,057 mit einer Standardabweichung von 0,01. In der verzégerten
postmortalen Entnahme (AT 36/0) zeigt sich ein Durchschnittswert der
Fluoreszenzintensitat von 0,07 mit einer Standardabweichung von 0,02, sowie fur die
verzogerte Entnahme mit postmortaler Kaltlagerung (AT 36/3) von 0,061 mit einer
Standabweichung von 0,01. (Abbildung 28)

SMA alpha Fluoreszenz Intensitat/ Flache
Aorta thoracalis

I
o
o
N
o
—

AT 0/0 AT 0/3 AT 36/0 AT 36/3
SMA 0,0561 0,0575 0,0705 0,0614

Abbildung 28 - Intensitat der SMA alpha Fluoreszenz (in Intensitat/ Flache) der Aorta thoracalis

Ebenfalls erfolgte zur Ubersicht die Darstellung mittels Boxplot Diagramm. Es ergibt sich
fur den thorakalen Aortenabschnitt eine groRe Verteilungsbreite fiir die Gruppe der
direkten Entnahme und Verarbeitung (AT 0/0), und eine geringere Verteilungsbreite fir
die verzogert postmortale Entnahme ohne Kaltlagerung (AT 36/0). Die Gruppen der
Kaltlagerung (AT 0/3 bzw. AT 36/3) zeigen eine ahnliche Verteilung mit gleichen Mittel-
bzw. Medianwerten. Lediglich in der verzdgerten postmortalen Entnahme (AT 36/0)
ergibt sich eine nach oben abweichende Probe, womit der erhéhte Mittelwert bei fast

gleichbleibendem Median erklart werden kénnte. (Abbildung 29)
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SMAalpha Floureszenz Intensitat /Flache
Aorta thoracalis
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B AT 0/0 1 AT 0/3 B AT 36/0 O AT 36/3

Abbildung 29- Intensitit der SMA alpha Fluoreszenz (in Intensitat/ Flache) der Aorta thoracalis

in Boxplot Darstellung

4.2.3.2 Aorta abdominalis

In der Auswertung der SMA alpha fiir den abdominalen Abschnitt zeigt sich ebenfalls die
Intensitat der Fluoreszenz pro Flache eine Verteilung von 0,1 bis 0,08. In der Gruppe
der direkt entnommenen Aorten ohne Kaltlagerung (AA 0/0) betragt der Durchschnitt
0,108 (+/- 0,0418), in der Gruppe der direkten Entnahme mit Kaltlagerung (AA 0/3)
betragt der Durchschnitt 0,088 (+/- 0,039). Bei verzdgert postmortal entnommenen
Gefale zeigt sich in der Gruppe ohne Kaltlagerung (AA 36/0) ein Durchschnittswert von
0,09 (+/- 0,02). Bei verzdgerter postmortaler Entnahme mit Kaltlagerung (AA 36/3) ergibt
sich ein Wert von 0,083 (+/- von 0,01). Es lassen sich somit keine essenziellen
Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen hinsichtlich der Fluoreszenzintensitat
pro Flache feststellen. (Abbildung 30)
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SMA alpha Fluoreszenz Intensitat/Flache
Aorta abdominalis
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Abbildung 30 - Intensitat der SMA alpha Fluoreszenz (in Intensitat/ Flache) der Aorta abdominalis

Ebenfalls erfolgte fur den abdominellen Abschnitt die Auswertung mittels Boxplot, zeigte
sich erneut die weiteste Verteilungsbreite fur die direkte Entnahme ohne weitere
Verarbeitung (AA 0/0), die folgenden Gruppen ergaben eine reduzierte Verteilungsbreite
mit ahnlichem Median bzw. Mittelwert, entsprechend der oben angeflihrten Auswertung.
(Abbildung 31Abbildung 30) In der Gruppe nachfolgender Kaltlagerung ohne postmortal
verzogerte Entnahme ergibt sich eine Probe, welche mit h6heren Intensitatswerten nach

oben ausreist.

SMA alpha Floureszenz Intensitat/Flache
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Abbildung 31- Intensitat der SMA alpha Fluoreszenz (in Intensitat/ Flache) der Aorta abdominalis

in Boxplot Darstellung
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Im Vergleich der aortalen Abschnitte zeigen sich somit die thorakalen Anteile mit einer
gefarbten geringeren Intensitdt pro Flacheneinheit gegeniber den abdominellen
Abschnitten. Jedoch bleibt die Intensitat Uber die verschiedenen Gruppen weitgehend

gleich, es ergibt sich keine nennenswerte Ab- bzw. Zunahme. (Abbildung 32)
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Abbildung 32- Intensitidt der SMA alpha Fluoreszenz (in Intensitat/ Flache) der Aorta thoracalis
und Aorta abdominalis in Gegeniiberstellung
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4.2.4 4 ,6- Diamidin-2-phenylindol (DAPI)

4.2.4.1 Aorta thoracalis

Fir die Gruppe des thorakalen Abschnittes mit direkter Entnahme und sofortiger
Weiterverarbeitung (AT 0/0) ergibt sich ein Durchschnittswert der Fluoreszenzintensitat
pro Flacheneinheit von 0,0373 (+/- 0,014). Bei direkter Entnahme mit folgender
Kaltlagerung (AT 0/3) zeigt sich eine Fluoreszenzintensitat pro Flacheneinheit von
0,0306 (+/- 0,007). Fur die Gruppe der verzogert postmortal entnommenen
GefaRabschnitte ergibt sich mit direkter Verarbeitung (AT 36/0) eine
Mittelwertberechnung von 0,0335 (+/- 0,0108), sowie bei direkt verzégerter postmortaler
Entnahme mit folgender Kaltlagerung (AT 36/3) ein Mittelwert von 0,024 (+/- 0,008).
(Abbildung 33)
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Abbildung 33- Intensitat der DAPI-Fluoreszenz (in Intensitat/ Flache) der Aorta thoracalis

In der Darstellung der Fluoreszenzintensitat pro Flache mittels Boxplot ergibt sich eine
gréRRere Verteilungsbreite mit Abweichung des Medians vom Mittelwert fir die Gruppe
der direkten Entnahme ohne Kaltlagerung (AT 0/0). Insgesamt gesehen ergibt sich eine
Abnahme der Intensitat pro Flache nach Kaltlagerung mit einhergehender geringerer
Verteilungsbreite. (Abbildung 34)
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Abbildung 34- Intensitidt der DAPI-Fluoreszenz (in Intensitdt/ Flache) der Aorta thoracalis in
Boxplot Darstellung

4.2.4.2 Aorta abdominalis

In der Durchsicht der Zellkerne des abdominalen Abschnittes hinsichtlich der
Fluoreszenzintensitat pro Flacheneinheit ergibt sich bei direkter Entnahme ohne
Kaltlagerung (AA 0/0) ein Mittelwert der Fluoreszenzintensitat von 0,0711 mit einer
Standardabweichung 0,0394. Bei direkter Entnahme mit verlangerter Kaltlagerung des
Gefaltes (AA 0/3) zeigt sich eine Fluoreszenzintensitat pro Flache von 0,0788 mit einer
Standardabweichung von 0,0342.

Nach verzogerter postmortaler Entnahme der Aorta abdominalis ergibt sich ein
Mittelwert fir die Gruppe ohne Kaltlagerung (AA 36/0) von 0,0302 mit einer
Standardabweichung von 0,0064, nach entsprechender Kaltlagerung in TiProtec®-
Lésung betragt der Mittelwert 0,0333 mit einer Standardabweichung von 0,0109.
(Abbildung 35)
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Abbildung 35- Intensitat der DAPI-Fluoreszenz (in Intensitat/ Flache) der Aorta abdominalis

In der Boxplot Darstellung der abdominalen Aorta zeigt sich ein deutlicher Unterschied
hinsichtlich des Entnahmezeitpunktes des Praparates, bleibt die Fluoreszenzintensitat
nach direkter Entnahme mit und ohne Kaltlagerung fast gleichwertig erhalten, jedoch
zeigt sich nach verzdgerter postmortaler Entnahme ein deutlicher Rickgang der
Fluoreszenzintensitat, welcher ebenfalls nachfolgender Kaltlagerung vorhanden bleibt.
(Abbildung 36)
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Abbildung 36- Intensitat der DAPI-Fluoreszenz (in Intensitat/ Flache) der Aorta abdominalis
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In Gegenuberstellung der abdominellen zu den thorakalen Abschnitten ergibt sich somit
eine deutlich erhdhte Fluoreszenz in den abdominellen Abschnitten nach direkter
Entnahme. Nach verzogerter postmortaler Entnahme kommen sich die abdominellen
und thorakalen Abschnitte hinsichtlich der Intensitat naher. (Abbildung 37)
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Abbildung 37- Intensitidt der DAPI-Fluoreszenz (in Intensitat/ Flache) der Aorta thoracalis und

Aorta abdominalis in Gegeniiberstellung

4.2.5 Beispielbilder der Triplefarbung (Smooth Muscle Actin Alpha (SMA
alpha), 4,6- Diamidin-2-phenylindol (DAPI) und Cluster of
Differentiation 31 (CD31)) fiir die abdominale und thorakale Aorta

Im nachfolgenden Abschnitt sollen exemplarische Beispielbilder zu den
unterschiedlichen Entnahme- und Lagerungszeitpunkten, jeweils fur die abdominelle

sowie thorakale Aorta.

Hierbei kommt die Immunhistochemische Triplefarbung mit DAPI in blau (links oben),
SMA alpha in grin (rechts oben), CD31 in rot (links unten) und in
Kombinationsbetrachtung (rechts unten) zur Darstellung. (Abbildung 38 bis Abbildung
41)
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Abbildung 39- Aorta thoracalis (oben) und Aorta abdominalis (unten) nach direkter Entnahme
ohne Kaltlagerung (AT 0/0, AA 0/0)




Abbildung 40- Aorta thoracalis (oben) und Aorta abdominalis (unten) nach verzogerter
Entnahme ohne Kaltlagerung (AT 36/0, AA 36/0)




Abbildung 41- Aorta thoracalis (oben) und Aorta abdominalis (unten) nach direkter Entnahme
ohne Kaltlagerung (AT 0/3, AA 0/3)




Abbildung 42- Aorta thoracalis (oben) und Aorta abdominalis (unten) nach direkter Entnahme
ohne Kaltlagerung (AT 36/3, AA 36/3)




4.2.6 Terminal desoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated-dUTP-biotin
nick end labeling (TUNEL)

4.2.6.1 Aorta thoracalis

Ein Nachweis von TUNEL positiven Zellen konnten in keiner Probe der Gruppe der
direkten Entnahme ohne Kaltlagerung festgestellt werden. (Abbildung 43/ Abbildung 45)
Hingegen zeigt sich nach Kaltlagerung der GefalRe nach direkter Entnahme eine
Zunahme der TUNEL positiven Zellen in allen Zellschichten, sowie eine Zunahme der
Anzahl. Hierbei ergeben sich in der Intima funf Proben ohne TUNEL positive Zellen, vier
vereinzelt positiven Proben und eine mit mittlerer Anzahl an TUNEL positiven Zellen. In
der Media zeigt sich ein ahnliches Muster, es finden sich acht Proben ohne positiven
TUNEL Nachweis, sowie zwei Proben mit vereinzelt positiven Zellen. Fir die Adventitia
sind alle Proben mit Nachweis von TUNEL positiven Zellen, wobei drei Proben mit
vereinzeltem Nachweis, und sieben Proben mit mittlerem Nachweis zur Geltung
kommen. In keiner Probe zeigt sich ein Nachweis von reichlich TUNEL positiven Zellen.
(Abbildung 43/ Abbildung 46)
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Abbildung 43/ Abbildung 44- Anzahl der Proben mit TUNEL positiven Zellen der Aorta thoracalis
nach direkter Entnahme mit und ohne folgender Kaltlagerung (AT 0/0) und (AT 0/3)

Abbildung 45 Doppelfarbung TUNEL positive Zellen in griin (links) und DAPI in blau in
Kombination (rechts)- Aorta thoracalis direkte Entnahme ohne Kaltlagerung (AT 0/0)
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Abbildung 46 Doppelfarbung TUNEL positive Zellen in griin (links) und DAPI in blau in
Kombination (rechts)- Aorta thoracalis direkte Entnahme mit folgender Kaltlagerung (AT 0/3)

Fur die Gruppe der verzogerten postmortalen Entnahme ohne folgende Kaltlagerung
zeigen sich keine TUNEL positiven Zellen in der Intima und Media in allen Proben,
jedoch lassen sich in der Adventitia in vier Proben vereinzelt TUNEL positive Zellen
nachweisen. (Abbildung 47/ Abbildung 49)

In der Versuchsgruppe des thorakalen Aortenabschnittes nach verzdgerter Entnahme
mit folgender Kaltlagerung zeigt sich ein differenziertes Bild. In der Intima sind funf
Praparate ohne Nachweis von TUNEL positiven Zellen, jeweils eine bzw. vier Proben
weisen einen vereinzelten bzw. mittleren Nachweis von TUNEL positiven Zellen auf. Fir
den GefaRabschnitt der Media lassen sich bei drei Proben keine positiven Zellen
detektieren, jeweils drei Praparate haben den Nachweis von vereinzelt bzw. mittlere und
ein Praparat mit reichlich TUNEL positiven Zellen. In der Adventitia ergibt sich fir alle 10
Proben ein TUNEL positiver Nachweis, es ist eine Probe mit vereinzelten Zellen, sechs
mit mittleren und drei mit reichlichem Nachweis. (Abbildung 47/ Abbildung 50)
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Abbildung 47/ Abbildung 48 Anzahl der Proben mit TUNEL positiven Zellen der Aorta thoracalis
nach verzogerter postmortaler Entnahme mit und ohne folgender Kaltlagerung (AT 36/0) und (AT
36/3)
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Abbildung 49- Doppelfarbung TUNEL positive Zellen in griin (links) und DAPI in blau in

Kombination (rechts)- Aorta thoracalis verzogerte Entnahme ohne folgende Kaltlagerung (AT 36/0)

Abbildung 50 - Doppelfarbung TUNEL positive Zellen in griin (links) und DAPI in blau in

Kombination (rechts)- Aorta thoracalis verzogerte Entnahme mit folgender Kaltlagerung (AT 36/3)

4.2.6.2 Aorta abdominalis

In der Gruppe der direkten Entnahme ohne Kaltlagerung des abdominellen Abschnittes
(AA 0/0) zeigten sich keine TUNEL positiven Zellen. (Abbildung 51/ Abbildung 53) Nach
erfolgter Kaltlagerung nach direkter Entnahme zeigen sich TUNEL positive Zellen insb.
Im Bereich der Intima und Adventitia. Fir die Intima sind drei Proben ohne Nachweis
von TUNEL positiven Zellen, finf Proben mit vereinzeltem und zwei mit mittlerer
Positivitat von TUNEL positiven Zellen. In der Media ergeben sich neun Proben ohne
Nachweis von TUNEL positiven Zellen, eine Probe mit vereinzelten Zellen. In der
Adventitia sind sechs Proben mit vereinzelt positivem Nachweis, vier mit mittlerem
Nachweis. (Abbildung 51/ Abbildung 54).
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Abbildung 51/ Abbildung 52- Anzahl der Proben mit TUNEL positiven Zellen der Aorta
abdominalis nach direkter postmortaler Entnahme mit und ohne folgender Kaltlagerung (AA 0/0) und
(AA 0/3)

Abbildung 53- Doppelfarbung TUNEL positive Zellen in griin (links) und DAPI in blau in
Kombination (rechts)- Aorta abdominalis direkte Entnahme ohne folgende Kaltlagerung (AA 0/0)

Abbildung 54- Doppelfarbung TUNEL positive Zellen in griin (links) und DAPI in blau in
Kombination (rechts)- Aorta abdominalis direkte Entnahme und folgender Kaltlagerung (AA 0/3)
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Fir die Gruppe der abdominellen Aortenabschnittes nach verzdgerter postmortaler
Entnahme (AA 36/0) und ohne weitere Kaltlagerung zeigen sich alle Proben ohne
Nachweis einer TUNEL Farbung in der Intima, die GefalRschichten der Media und
Adventitia zeigen vereinzelt bzw. mittel positive Zellen. Dabei kdbnnen acht Praparate in
der Media ohne Nachweis von TUNEL positiven Zellen ausgemacht werden, jeweils ein
Praparat weist vereinzelt bis mittlere Anzahl an TUNEL positiven Zellen auf. Fir die
Adventitia zeigt sich ein Nachweis von sieben Praparaten mit vereinzelt TUNEL positiven
Zellen, drei sind ohne Nachweis. (Abbildung 55/ Abbildung 57)

Bei der Auswertung der abdominellen Aorta nach verzégerter Entnahme und folgender
Kaltlagerung ergibt sich ein diverseres Bild. Insgesamt sind neun Préaparate auswertbar
gewesen. Fur die Intima sind acht Praparate ohne Nachweis einer TUNEL Anfarbung,
eine ist mit vereinzeltem Nachweis. In der Media lassen sich fiinf Praparate ohne
Anfarbung darstellen und zwei mit jeweils einem mittleren bzw. reichlichen
Farbungsnachweis. Fir die Adventitia ergibt sich folgende Verteilung, vier Praparate
ohne positiven Farbungsnachweis, jeweils zwei Praparate mit mittlerer bis reichlicher

Anfarbung, und ein Praparat mit vereinzelter Farbung. (Abbildung 55/ Abbildung 58)
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Abbildung 55/ Abbildung 56- Anzahl der Proben mit TUNEL positiven Zellen der Aorta
abdominalis nach direkter postmortaler Entnahme mit und ohne folgender Kaltlagerung (AA 36/0)
und (AA 36/3)
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Abbildung 57- Doppelfarbung TUNEL positive Zellen in griin (links) und DAPI in blau in
Kombination (rechts)- Aorta abdominalis verzogerte Entnahme ohne folgende Kaltlagerung (AA
36/0)

Abbildung 58- Doppelfarbung TUNEL positive Zellen in griin (links) und DAPI in blau in

Kombination (rechts)- Aorta abdominalis verzégerte Entnahme und folgender Kaltlagerung (AA 36/3)
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5 Diskussion

5.1 Mikrobiologie

Zur Analyse der einer quantitativen und qualitativen bakteriellen Besiedlung der Proben

wurde die mikrobiologische Aufarbeitung durchgefuhrt.

In Zusammenschau der erhobenen Ergebnisse zeigten sich alle Nullproben der
Versuchslosung steril, sodass eine durch die Versuchsldésung hervorgerufene
Kontamination ausgeschlossen werden kann. Ebenfalls ergab sich in keiner

durchgefiihrten Untersuchung der Anhalt eines Pilz- oder Hefewachstums.

Im Jahre 2010 beschrieb Bisdas einen Dekontaminationscocktail, welcher zu einem
breiten antibiotischen Mix ebenfalls ein Antimykotikum (Amphotericin B) enthielt. (7,10)
Hiernach waren auf den untersuchten Homografts keine weiteren antimikrobiellen
Nachweise maoglich. Eine Zugabe von einem Antimykotikum ware in den vorliegenden
Ergebnissen nicht notwendig, auch erfolgt zumeist der Nachweis von bakterieller
Besiedlung. Jedoch ist eine Zugabe eines Antimykotikums zur besseren Versorgung in
bereits vorerkrankten Patienten mit moglicherweise depletierter Immunsituation und in
Pravention eines systemischen bzw. lokalen Neuinfektes des GefalRersatzes sicherlich

zu diskutieren.
5.1.1.1 Thorakale Aorta

Mit der andauernder Lagerungszeit zeigt sich eine Zunahme von Kolonien bildenden
Einheiten (KBE) Uber die Versuchsgruppe, welche mit einer Zunahme der maximalen
Anzahl an KBE pro Versuchsprobe einhergeht. Diese Beobachtung kann ebenfalls fir
die verzogerte postmortale Entnahme der Aortenabschnitte nach 36 Stunden gemacht
werden, wobei sich bereits in der Gruppe ohne Kaltlagerung (AT 36/0) ein hdherer Anteil
an KBE mit reichlichem Besiedlungswachstum zeigt. Eine Zunahme der KBE Uber die

Zeit, insbesondere mit langer dauernder Kaltlagerung ist somit zu beobachten.

Vergleicht man die Anzahl der Proben der einzelnen Versuchstiere Uber die
Lagerungsdauer, lasst sich ebenfalls ein Anstieg der KBE mit einer quantitativen
Zunahme der Besiedlungsintensitat feststellen. Weiterhin zeigt sich eine Kumulation des
Nachweises von mehreren unterschiedlichen Bakterienspecies pro Probe eines
Versuchstieres Uber die Lagerungsdauer. Dieser Effekt zeigt sich bei den direkt

postmortalen, wie auch den verzdgert postmortal entnommenen Aortenabschnitten.

In Zusammenschau der Ergebnisse ist davon auszugehen, dass sich bereits nach der

Entnahme insbesondere anaerobe Species vermehren, wie oben aufgefiihrt.
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Im Blick auf die durchgefiihrte Bestimmung der Bakterienspecies zeigt sich das Bild
einer Besiedelung der Proben mit zumeist fakultativ pathogener Haut- bzw. Schleimhaut
und gastrointestinalen Bakterienspecies. Es lasst sich konstatieren, dass die Gruppe der
(AT 0/0) Haut- bzw. Schleimhautkeime aufweist, nach entsprechender Lagerungszeit
(AT 0/3) in der Kaltlagerung tUber 3 Wochen lassen sich vermehrt gastrointestinale
Species nachweisen. Im Rahmen der Kaltlagerung in der Versuchslésung TiProtec®, ist
von einer weitgehend anaeroben Situation des Losungsmediums auszugehen. Es zeigt
sich daher eine Verschiebung der bakteriellen Besiedelung hin zu fakultativ anaerob
bzw. anaerober Bakterienspecies. Ein Einfluss auf die nachgewiesenen Species kdnnen
autolytische Prozesse mit mdglicher Durchwanderung durch die Darmwand haben. Es
finden sich vermehrt oben genannte Bakterienspezies, welche weitgehend im

abdominellen Aorten Proben nachweisbar waren.

Interessanterweise lassen sich bei direkter Entnahme und folgender Kaltlagerung
vermehrt anaerob wachsende Gruppen nachweisen, wohingegen bei der verzdgerten
postmortalen Entnahme sich nach der Kaltlagerung tGber 3 Wochen sowohl aerobe wie

auch anaerobe Species zeigen.

Bei verzdgerter postmortaler Entnahme der Gefalkabschnitte ergibt sich ein ahnliches
Bild, es zeigen sich ebenfalls in der Gruppe (AT 36/0) Haut- bzw. Schleimhautspecies.
Hinzu ergeben sich vereinzelte gastrointestinale Besiedlungen. Im Rahmen der
Praparation erfolgte die Perfusion des kardiovaskularen Systems mittels einer kiihlen
Perfusionslésung, welche bei Entlastung im rechten Vorhof zu einer geringen
Kontamination gefiihrt haben konnte. Weiterhin ist eine mogliche Migration in dem
Zeitraum der ,warmen“ Lagerungsdauer postmortal vorstellbar, ebenso eine
Translokation der fakultativ anaeroben und damit meist enterischen Bakterien in die

umgebenden Organe und Gewebe, eben auch in das Gefalisystem.

Ebenfalls zeigt sich in der Gruppe (AT 36/3) eine Zunahme der Besiedlungsintensitat
Uber die Kaltlagerungsdauer. Jedoch lassen sich weiterhin aerobe Bakterienspecies

nach der Kaltlagerung nachweisen.

In den meisten etablierten Gewebebanken werden nach der Entnahme gemaf den
vorhandenen Aufbereitungsprotokollen die GefalRabschnitte bzw. Herzklappen vor der
Kryokonservation in einer Praservationslosung unter Zusatz verschiedener Antibiotika
fur 23-48 Stunden kalt gelagert. (36) (37) Bereits lasst sich ein Anteil an mikrobiell
besiedelten Proben feststellen, welche nach Aufarbeitung und zusatzlicher Gabe von
Antibiotika und Antimykotika in den Verlaufskontrollen negative Befunde zeigen. Die
Kontamination von postmortal enthommenen Herzklappen und Gefalke wurde durch

Jashari et. al mit 33% angegeben, wobei dies auf eine gesamte Anzahl von nur 6
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Kadaverspenden gewertet wurde, die angegebene Kontamination sollte sich im Rahmen

weiterer Studien mit gréRerem Kollektiv Gberprift werden. (36,38,39)

In Deutschland ist eine standardisierte Lagerung der vaskularen Graft- bzw.
Gefalipraparate nach Praparation in einer Kombinationslésung mit unterschiedlichen
Substanzen Ublich, wie zum Beispiel Bisdas et. al eine regelmafige Anwendung von
Meropenem, Colistin, Tobramycin, Vancomycin und Amphotericin B als
Dekontaminations- Kombination beschrieben. Dabei konnte bereits vor der Lagerung bei
35/55 Homografts eine Kontamination mit Bakterien nachgewiesen werden, welche nach

Lagerung in der oben genannten Losung auf 3/35 sank. (10)

Gemal der Europaischen Empfehlung zur Qualitatssicherung bei Organen, Geweben
und Zellen wird bei Entnahme eine regelmaRige mikrobiologische Untersuchung,

insbesondere vor Beginn der Lagerungszeit empfohlen. (37,39)

Kongruent zur Gruppe der direkten postmortalen Entnahme zeigt sich ebenfalls eine
Zunahme der Besiedlungsanzahl Uber die Dauer der Kaltlagerung. Dies scheint in der
Kenntnis eines zunehmenden Wachstums fakultativ anaerober Bakterien in Lésungen

erwartungsgemal.

5.1.1.2 Abdominale Aorta

Die bereits fir den thorakalen Abschnitt definierten Beobachtungen lassen sich auch in

ahnlicher Weise im abdominellen Abschnitt feststellen.

In der quantitativen Anzahl der KBE zeigt sich im abdominellen GefalRabschnitt ein
vergleichbares Bild. Bei der Entnahme direkt postmortal und ohne Kaltlagerungen lassen
sich nur vereinzelte KBE nachweisen, hingegen nimmt dies mit der Kaltlagerung zu.
Weiterhin 1asst sich zusatzlich zur Zunahme der Besiedlungsintensitat eine Zunahme

der Anzahl verschiedener Bakterienspecies pro Versuchstierprobe verzeichnen.

In der Versuchsgruppe, welche eine verzoégerte postmortale Entnahme nach 36 Stunden
erfahren hat, ergibt sich in der Gruppe (AA 36/0) eine vereinzelte, mittlere und reichliche
Besiedlungsintensitat. Es Iasst sich Uber die Kaltlagerungsdauer eine Zunahme der KBE
und der quantitativen Besiedlung nachweisen. Ein interessanter Aspekt ist hierbei, dass
bereits in der Gruppe (AA 36/0) zwei Versuchstierproben mit einer Mehrfachbesiedlung
aufwarten, welche sich hingegen in der Gruppe (AA 36/3) und somit nach der
Kaltlagerung nicht in dieser Art nachweisen lassen. Es zeigen sich mehrere
Versuchstiere mit einem bakteriellen Wachstum, jedoch nur zwei Proben weisen zwei

unterschiedliche Bakterienspecies.

Der Entnahmezeitpunkt scheint somit entscheidender fiir die Anzahl sowie die Intensitat

bakterielle Besiedlung und nicht die Lagerungsdauer.
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In der qualitativen Analyse der Bakterienspecies lasst sich hauptsachlich ein Mischbild
von Haut- bzw. Schleimhaut und gastrointestinalen Besiedler feststellen. Kongruent zur
Gruppe der thorakalen Aortenabschnittes zeigen sich insbesondere bei direkter
Entnahme ohne Kaltlagerungen mit Staphylococcus capitits und Micrococcus luteus

zwei Haut bzw. Schleimhautspecies.

Bei Entnahme nach 36 Stunden postmortal lassen sich vermehrt gastrointestinale
Erreger mit vereinzelt bis reichlicher Wachstumsintensitat nachweisen. Eine postmortale
Migration ist mit einer Kontamination durch die Praparation bei zunehmend labiler

Darmbarriere und durchgefiihrter intracorporaler Perfusion zu diskutieren.

In Bezug auf die Kaltlagerung Giber 3 Wochen zeigen sich ein deutlicher Selektionsvorteil
von fakultativ anaeroben bzw. anaeroben Bakterienspecies. Es bleibt jedoch eine
Mischflora mit Haut und gastrointestinalen Species in der Gruppe der (AA 0/3).
Insgesamt ist die Besiedlungsintensitat jedoch in acht Fallen vereinzelt einzustufen und

nur einmalig als reichlich.

Hingegen in der Gruppe der (AA 36/3) ergeben sich fast ausschliel3lich gastrointestinale
Species, welche in der Versuchslésung in sechs Fallen ein reichliches Wachstum
zeigen. Insbesondere zeigt sich der Enterococcus faecalis als ein dominierendes
Bakterium, welches in der weiteren klinischen Therapie eine hohe Therapierelevanz

besitzt.

In Bezug auf eine empirische antibiotische Abdeckung eines Homograft Empfangers
muss eine kontroverse Diskussion gefuhrt werden. Nach direkter Entnahme der
GefalRpraparate zeigt sich eine geringe Besiedlung, unabhangig von der
Lagerungsdauer. Somit kann eine breite antibiotische Abdeckung auch zu einer héheren
Antibiotikaresistenz beitragen. Jedoch entspricht dem aktuellen klinischem Standard die
Implantation eines sterilen Homografts. Nur in Notfallindikationen kann eine

kryokonserviertes Allograft mit Keimnachweis implantiert werden.

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse ware die regelhafte mikrobiologische
Standortbestimmung der Praparate zu favorisieren, hierdurch ist eine kalkulierte
antibiotische Therapie moglich. Wie bereits in der Organtransplantation etabliert, sollte
in der operativen Implantation des Homografts eine mikrobiologische Probenentnahme
vorgenommen werden, sodass weiterhin eine resistogrammgerechte antibiotische bzw.

antimykotische Therapie im weiteren Behandlungsverlauf angepasst werden kann.

Eine Diskussion mit Gegenuberstellung wirtschaftliche und medizinische Argumente
hinsichtlich eines regelmafRigen Monitorings der Proben ist sicher interdisziplinar zu
fuhren. Sicherlich ware im Rahmen einer Kaltlagerung das Monitoring der Gefaliersatz

einfacher mdglich als in der Kryokonservation.
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In der aktuellen Situation bleibt eine empirische antibiotische Therapie mit Abdeckung

der aeroben und anaeroben Bakterienspecies empfehlenswert.

Wie bereits durch Publikationen bekannt, sind die haufigsten Bakterienspecies nach
postmortaler Entnahme den gastrointestinalen bzw. kutanen Species zuzuschreiben.
(19,20,40-48)

In der bisherigen Praxis der Kryokonservation von Gefalgrafts werden diese Uber bis zu
48 Stunden in einer Versuchslésung mit Antibiotika Zusatz kalt gelagert, bevor sie der
Kryokonservation zugeflhrt werden. Entsprechend den vorliegenden Protokollen wurde
standardisiert eine antibiotische und antimykotische Mischung mit zum Beispiel
Cefoxitin, Lincomycin, Polymixin B und Vancomycin zugesetzt, bevor jeweils eine

mikrobiologische Nullprobe entnommen wurde. (36)

Die empirische versus kalkulierte antibiotische Therapie ist daher im Verlauf sicher zu
diskutieren, insbesondere im Hinblick auf die zunehmende Resistenzlage. Nicht aulter
Acht darf jedoch die klinische Situation des Patienten gelassen werden, da
GefaRersatzmaterialien zumeist im Rahmen von septischen Krankheitsgeschehen
implantiert werden und Patienten zumeist im Rahmen der septische Krankheitssituation
in einer immunsupprimierten Situation sich befinden. Weiterhin besteht bei Patienten,
die einen GefalRersatz mit Homografts erhalten zumeist eine vorherige bakterielle
Besiedlung des Operationsgebietes, aufgrund derer die Indikation zur Implantation
gegeben ist. Daher erfolgt bereits praoperative eine breite, zumeist empirische,

antibiotische und antimykotische Therapie.

Ein weiterer Punkt der Diskussion besteht sicherlich in der Entnahme der
mikrobiologischen Proben bei der Entnahme sowie vor der Implantation. In den
vorliegenden Experimenten wurden ein kleiner GefaRabschnitt und die entsprechende
Lagerungsflissigkeit entnommen und zur mikrobiologischen Untersuchung
weiterverarbeitet. Zur sicheren Detektion ist eine Aufbereitung der Lésungsflissigkeit
sowie des Praparates zu fordern. Eine isolierte Untersuchung der Lagerungslésung

kénnte somit am Praparat anhaftende Species verschleiern.

In beiden aortalen Abschnitten zeigt sich eine Zunahme der Anzahl der Kolonien
Bildenden Einheiten (KBE) uber die Lagerungsdauer, was zu erwarten war. Die
Intensitat der Besiedlung ist im abdominellen Abschnitt jedoch deutlicher vorhanden als
im thorakalen Abschnitt, sodass in Zusammenschau mit der Bakterienspezies eine

Translokation des Darmes als Ursache maoglich scheint.

Weiterhin ist durch die retrograde Perfusion die Besiedlung des thorakalen Abschnittes

mit eher abdominell zuzuschreibenden Bakterien zu erklaren. Um diese zu vermeiden
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bzw. zu verringern, ware die anschlieRende Lavage und Wechsel der Lagerldésung, wie
bereits in Organkonservation in Losungen etabliert ist, eine Option um die alleinige

Bakterienanzahl zu minimieren.
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5.2 Histologie/ Immunhistologie

5.2.1 Hamatoxylin- Eosin Farbung

In der Auswertung der Aorta thoracalis zeigt sich keine Stromadegeneration und
ebenfalls keine Zellkern Abblassung, weder in der Versuchsgruppe der direkten
Entnahme ohne Kaltlagerung (AT 0/0), noch in der Gruppe nach direkter Entnahme und
Lagerung Uber 3 Wochen in der Versuchslésung (AT 0/3). Wohingegen in der Gruppe
nach einer verzogerten postmortalen Entnahme nach 36 Stunden sich bei allen
Praparaten eine Stromadegeneration Grad 2 ergibt, unabhangig von der
Lagerungsdauer in der Versuchslosung TiProtec®. Hier zeigten sich in allen Praparaten
konfluierende Degenerationsherde. In Bezug auf die Zellkern Abblassung ergibt sich ein
ahnliches Bild, dabei zeigen fast alle Praparate eine maximale Zellkern Abblassung Grad

1, also 10 % entsprechend.

Fir den thorakalen Aortenabschnitt ergibt sich, dass der postmortale Entnahmezeitpunkt
mit einhergehender warmer Lagerungszeit des Praparates in Hinblick auf die
Stromadegeneration deutlich entscheidender zu sein scheint als die folgende
Kaltlagerung. In der Gruppe der direkten Entnahme zeigt sich in Bezug auf eine
Bindegewebsabschwachung bzw. einer  zunehmenden  Autolyse keine
histopathologischen Auffalligkeiten. Nach 3-wdéchiger Kaltlagerung lasst sich ebenfalls

kaum ein Unterschied ausmachen.

Eine konklusive Aussage Uber die Funktionalitdt des GefalRes kann hieraus nicht
abgeleitet werden. Jedoch besteht bei weitgehend belassender Integritat der
Bindegewebsstrukturen mit erhaltenen Zellkernstrukturen die Moglichkeit einer
funktionalen Matrix des Praparates. Insbesondere, da bereits direkt postmortal
entnomme Gefalle nach Kaltlagerung und anschlieRender Kryokonservation bereits im
klinischen Alltag gute Ergebnisse zeigen.(9,45,46,49-54) In der patientennahen Praxis
erfolgt zumeist eine Beurteilung der Praparate/ Allografts gemafR histologischer

Beurteilung, welche nachempfunden wurde.

Eine standardisierte regelhafte pathologische Aufarbeitung von verwendeten Allograft
Materialien ist bislang nicht etabliert, hierfur ist die Relevanz in Bezug auf eine klinische

Umsetzung zu diskutieren.

Im abdominellen Abschnitt der Aorta ergibt sich ein vergleichbares Bild zum thorakalen
Abschnitt. Die Gruppe der Praparate, welche direkt postmortal enthommen wurden,
zeigen weder eine Stromadegeneration noch eine Zellkernabblassung. Dieses Ergebnis
zeigt sich auch fur die Praparate, welche nach einer direkten Entnahme weiter fir 3

Wochen in der Versuchslosung kalt gelagert wurden.
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Ein deutlich differenzierteres Bild ergibt sich fur die Praparate, welche 36 Stunden
postmortal entnommen wurden. Hierbei konnte bereits in der Gruppe der direkten
Analyse nach Entnahme (AA 36/0) eine Stromadegeneration Grad 1 bzw. haufiger Grad
2 festgestellt werden. Die Zellkerne zeigen eine Abblassung Grad 1. Nach erfolgter
Kaltlagerung und verzogerter postmortaler Entnahme ergibt sich ebenfalls ein sehr
heterogenes Bild. Dabei sind Stromadegenerationen Grad 1 bis Grad 3 und Zellkern

Abblassung Grad 0 bis 4 anzutreffen.

In Bezug auf die Zellkernabblassung und Bindegewebsdegeneration weisen die direkt
entnommenen Praparate keinen histopathologische erkennbaren Veranderungen auf.

Dies ist kongruent zu den thorakalen Aortenabschnitten derselben Gruppe.

Wiederum zeigt sich auch in dieser Gruppe eine weitere Verteilung der

histopathologischen Befunde nach verzégerter postmortaler Entnahme.

Sowohl im abdominalen wie auch im thorakalen Abschnitt zeigen sich
histopathologische Stroma Veranderungen und zunehmende Zellkernabblassung nach
direkter postmortaler Entnahme der Gefalipraparate. Diese stellen sich unverandert

nach einer Kaltlagerung in der Versuchslosung Uber drei Wochen dar.

Jedoch ergibt sich ein deutliches heterogeneres Bild nach verzbégerter postmortaler
Entnahme. Hierbei scheinen zelluldre Prozesse der Warmlagerung postmortal einen
groRReren Einfluss auf die Bindegewebsstruktur und die Zellkerne zu zeigen. Die Frage
der klinischen Relevanz bei nicht weiter geklarter Funktionalitéat der Gefal3e bleibt offen.
Daflr waren weitere, auf die Funktionalitat ausgelegte Untersuchungen, wie sie bereits

die Gruppe um T. Wille durchgefluihrt hatte, sicher wegweisend. (18,55)
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5.2.2 Cluster of Differentiation 31 (CD31)

5.2.2.1 Aorta thoracalis

Die Auskleidung der entnommenen Gefalle mit Intima, welche durch die CD31 Farbung
dargestellt wurde, zeigt einen deutlichen Unterschied zwischen der Direktentnahme und

der verzdgerten postmortalen Entnahme.

Bei direkter Entnahme ohne Kaltlagerung (AT 0/0) zeigen fast alle Gefalie eine Intima-
Auskleidung von 89% im Mittelwert, sodass von einer weitgehend korrekt anhaftenden
Intima ausgegangen werden kann. Der gering prozentuale Verlust bei einem frischen
Praparat sollte im Rahmen der histopathologischer Aufarbeitung und den damit
verbundenen mechanischen Prozess der Einbettung diskutiert werden. Als weitere
Ursache ist die postmortal durchgefiihrte Perfusion und dadurch entstehende
Scherkrafte in Betracht zu ziehen. Bei direkter Entnahme mit folgender Kaltlagerung (AT
0/3) zeigt sich eine Intima- Abdeckung von 69% (+/- 19%), was eine deutlich grofliere
Streubreite der Praparate in der Gruppe darstellt. Eine Ablésung der Intima im Rahmen
der Kaltlagerung ist somit wahrscheinlich, wenn auch Uber die Halfte noch des

Gefallumfanges noch bedeckt ist.

Ein ahnliches Bild, wenn auch mit unterschiedlichen Ausgangswerten ergibt sich fir die
Gruppen der verzdgerten postmortalen Entnahme. Nach verzdgerter Entnahme ohne
Kaltlagerung (AT 36/0) zeigt sich eine Bedeckung des GefalRumfanges von 59% (+/-
22%). Es ist von einer reduzierten Adharenz der Intima an die GefalRwand auszugehen.
Interessanter Weise ist dieses Ergebnis in einem ahnlichen Rahmen der direkten

Entnahme mit Kaltlagerung (AT 0/3) entsprechend.

Fir die verspatete postmortale Entnahme mit Kaltlagerung (AT 36/3) ist die Intima zu

grof3en Teilen abgelost.

Es zeigt sich Uber die Entnahmezeit bzw. Lagerungsdauer eine deutliche Abnahme der
Bedeckung des Gefaltes mit Endothel, welches somit Uber beide Modulationspunkte,

der Kaltlagerung und des Entnahmezeitpunktes, fragiler zu werden scheint.

Die einschichtige Intima scheint einen Adh&sionsverlust sowohl Uber die postmortale
Lagerung wie auch Uber die Kaltlagerung zu haben. Als mogliche Ausldser sind sicher

die Praparation, die Perfusion als auch die Autolyse anzuflhren.

5.2.2.2 Aorta abdominalis

Fir den abdominellen Aortenabschnitt ergibt sich eine dhnliche Aufteilung.

Die direkt enthommenen und nicht kalt gelagerten Gefal3praparate (AA 0/0) zeigen sich

mit einer hohen Anhaftungsrate der Intima an die Gefal3e. Bereits nach Lagerung der

79



direkt entnommenen Gefale tber 3 Wochen in der Versuchslésung (AA 0/3) zeigt sich
eine Abnahme der Intima Bedeckung auf 60% (+/- 15%). Dies ist kongruent zum
thorakalen Abschnitt.

Mit verzdgerter postmortaler Entnahme mit oder ohne Kaltlagerung in der
Versuchsldsung ergibt sich fast eine subtotale Ablésung der Intima vom Gefalpraparate.
Es scheinen, wie bereits fiir den thorakalen Abschnitt beschrieben, die Adhasionen an

die Media fast vollstandig aufgelost.

Zwischen dem thorakalen zu den abdominellen Abschnitten zeigt sich die Intima in der
Gruppe der direkten Entnahme mit Kaltlagerung in vergleichbarer prozentualer

Bedeckungen des Gefalles.

Jedoch zeigt sich ein deutlicher Unterschied zwischen dem thorakalen Aortenabschnitt
und dem abdominalen Aortenabschnitt nach verzégerter postmortaler Entnahme mit und
ohne Kaltlagerung. Dabei zeigt sich eine teilweise Abdeckung im thorakalen Abschnitt,
wohingegen diese abdominell fast nicht vorhanden ist. Die Intima des abdominalen

Abschnittes scheint fragiler auf dufRere Einflussfaktoren zu reagieren.

Eine mogliche Erklarung hierzu ist der formstabile thorakaler Aortenabschnitt,
wohingegen sich abdominell im eher muskular gepragten Anteil ein Verlust der
rundlichen Form darstellt. Die Intima scheint eine hohere Adharenz zur thorakalen,

bindegewebigen Abschnitten zu haben.

Weiterhin ist eine akzidentelle Ablésung im Rahmen der histopathologischen
Aufarbeitung moglich, jedoch sprechen intakte Intima Abdeckungen in der

Kontrollgruppe der direkten Entnahme ohne weitere Kaltlagerung dagegen.

Also lassen sich aufgrund der vorliegenden Daten keine Aussagen bezlglich der
Funktionsfahigkeit der Intima und der méglichen Neointimabildung ableiten. Jedoch ist
weiterhin Gegenstand der aktuellen Forschung die Rolle der Neointima (56-58). Es wird
eine Migration durch die Prothese bzw. das Homograft diskutiert, gleich wie der Einfluss
vorhandener Intima. Somit bleibt weiter zu klaren, welchen Einfluss eine bereits

vorhandene Intima fur die Implantation und den weiteren Heilungsverlauf hat.

Durch Song et al. wurde eine Reduktion der Bildung einer Neoinitma im Rattenmodell
durch die Zugabe von Kohlenmonoxid freisetzende Molekiile beschrieben, woraus ein
geringerer Endothelschaden entstand. (59)Die intrazellularen lonenverschiebungen
bzw. der oxydative Stress der Zelle, welche im Rahmen der Kaltlagerung eintritt, scheint
einen groRRen Einfluss auf das Transplantatversagen bzw. den Aufbau einer Neointima

zu haben. Dies ist bereits aus den soliden Organtransplantationen untersucht ((59,60)
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5.2.3 Smooth Muscle Actin Alpha (SMA alpha)

5.2.3.1 Aorta thoracalis

Das Muskelprotein SMA alpha zeigt im Vergleich der Zeitpunkte der direkten Entnahme
ohne Kaltlagerung (AT 0/0) zur Gruppe mit nachfolgender Kaltlagerung (AT 0/3) nur
einen geringen Verlust der Fluoreszenzintensitat. Nach verzogerter postmortaler
Entnahme (AT 36/0) stellt sich eine leicht erhdhte Fluoreszenzintensitat pro
Flacheneinheit dar, wobei diese unter Betracht der Standardabweichungen vergleichbar
scheint. Ein spannender Aspekt ist sicherlich, dass auch nach verzdégerter Entnahme mit
folgender Kaltlagerung (AT 36/3) sich eine gleichbleibende Fluoreszenzintensitat pro

Flacheneinheit abbilden lasst.

Im Rahmen der durchgefihrten Untersuchung lasst sich jedoch keine Aussage
hinsichtlich der Funktionalitdt der Media treffen. Ob es sich in der gemessenen
Fluoreszenzintensitat pro Flache um nachweisbares, intaktes, funktionsfahiges
Muskelprotein handelt, oder ob dies nicht funktionstlichtige Abbauprodukte der
Muskulatur sind, und somit eine falsch positive Farbung darstellen, lasst sich nicht

erkennen.

Des Weiteren konnte durch eine bereits beginnende Autolyse und Auflockerung der
Protein- und Zellstrukturen sich eine groRere Ansatzflache fur die Antikérper in der

Farbung ergeben. Eine Erhéhung der anzufarbenden Flache ware somit denkbar.
5.2.3.2 Aorta abdominalis

Im abdominellen Abschnitt zeigt sich ein gleichbleibendes Bild zum vorbekannten
thorakalen Abschnitt. Die absoluten Werte der Fluoreszenzintensitat pro Flacheneinheit
sind gegenuber dem thorakalen Abschnitt erhoht, was sich auf den vermehrten

muskuldren Anteil im abdominellen Abschnitt in der Media zurlickfihren lasst.

Kongruent zum thorakalen Abschnitt zeigt sich ein weitgehend homogenes Bild, ohne
relevanten Verlust der Fluoreszenzintensitidt pro Flacheneinheit, weder fir den

Entnahmezeitpunkt noch fir die Lagerungsdauer.

Auch bleibt die Funktionalitat der vorliegenden Media zu klaren, da wie bereits im
thorakalen Abschnitt erwahnt, eine mdgliche falsch positive Farbung im Rahmen von

Strangbriichen der Muskulatur mdglich scheint.

Es ergibt sich somit weder fir den thorakalen noch fir den abdominellen Anteil ein
relevanter Verlust der Fluoreszenzintensitatsintensitat pro Flacheneinheit. Dieser zeigt
sich ebenfalls nicht Uber die Kaltlagerungszeit noch Uber den verspateten

Entnahmezeitpunkt. Hinsichtlich der Funktionalitat lasst sich keine Aussage treffen,
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jedoch kénnte diese im Rahmen der gleichbleibenden Intensitat der Praparate Gber

Entnahmezeit und Lagerungsdauer vorhanden seien.

In beiden Gruppen zeigt sich somit kein relevanter Unterschied zwischen den einzelnen
Versuchsgruppen. Insgesamt I&sst sich eine deutliche vermehrte Fluoreszenzintensitat
pro Flacheneinheit in der abdominellen GefalBauswertung ausmachen, welche am
ehesten in Zusammenhang mit der vermehrten muskularen Histologie des

GefalRabschnittes zu werten ist.
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5.2.4 4 ,6- Diamidin-2-phenylindol (DAPI)

5.2.4.1 Aorta thoracalis

Die Auswertung der Fluoreszenz-Darstellung der Zellkerne zeigt flir den thorakalen

Abschnitt ein weitgehend homogenes Bild.

Die gefundene Abnahme der Fluoreszenzintensitat der Zellen im Verlauf der
Lagerungsdauer der Praparate konnte aufgrund der Apoptose zustande kommen,
jedoch lasst sich eine Abnahme der Fluoreszenzintensitat auch durch eine maogliche
Nekrose der Zelle, bzw. ein Auflésen des Zellverbandes entstehen. Etwa durch die
Denaturierung lasst sich eine Verminderung der Anfarbbarkeit der Zellkerne erklaren.
Kleinere DNA-Fragmente lassen sich zwar noch anfarben, zeigen aber nicht dieselbe

Intensitat.

Weiterhin besteht die Mdglichkeit aufgrund der zunehmenden Standardabweichung in
der Gruppe der direkten Entnahme mit direkter Weiterverarbeitung (AT 0/0), eine héhere
Heterogenitat der Zellkerne im Rahmen des normalen Zellzyklus vorzufinden. Hieraus
kann sich ebenfalls eine Erweiterung der Spannweite der Fluoreszenzintensitat ergeben.
Die Standardabweichung scheint in den Gruppen der verlangerten Kaltlagerung (AT 0/3
und AT 36/3) geringer auszufallen. Dies kdnnte durch eine Reduktion der Anzahl der
Zellzyklen und damit der Mdglichkeit der Anfarbbarkeit der Zellen erklart werden, da

weniger Anlagerungsflache des DAPI an die DNA-Fragmente mdglich ist. (61)

Ebenfalls zeigt sich eine Abnahme der Fluoreszenzintensitat pro Flacheneinheit nach
Kaltlagerung, welche sich bei direkter (AT 0/0) bzw. verzégerter postmortaler Entnahme

(AT 36/0) ohne folgender Kaltlagerung nicht darstellen lasst.

Aus den genannten Befunden kdnnte sich schlief3en lassen, dass es teilweise zu einer
Zellzahlabnahme kommt. Beides zeigt sich erst nach verlangerter Kaltlagerung, sodass
die Moglichkeit eines protektiven Effektes der Kaltlagerung in Bezug auf die
Zellumsatzaktivitat diskutiert werden kann. In der Auswertung zeigt sich die Abnahme
der Fluoreszenzintensitat in beiden Versuchsgruppen nach direkter bzw. verzdgerter
Entnahme mit Dauer der Kaltlagerung. Jedoch kénnte dies auch fir den Verlust an DNA-
Fragmenten bedeuten. Ein funktioneller Nachweis des Zellzyklus lasst sich nicht
erbringen, weitere Zellzyklus spezifische Untersuchungen waren zur Klarung sicher
empfehlenswert. Insbesondere vor dem Hintergrund der oben angefiihrt und unten
diskutierten Ergebnisse der TUNEL Farbung.
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Ein relevanter Verlust der Fluoreszenzintensitat Uber die verzogerte Entnahme bzw. die
Kaltlagerung der GefalRabschnitte ist somit nicht ausmachbar. Es zeigen sich in allen

Gruppen hohe Standardabweichungen.

5.2.4.2 Aorta abdominalis

In der Auswertung der Fluoreszenzintensitat der abdominellen Aortenabschnitte zeigt
sich eine deutliche Differenz zwischen der direkten Entnahme mit (AA 0/3) oder ohne
(AA 0/0) Kaltlagerung zu verzdgert postmortal entnommenen Gefallen, unabhangig von

der Kaltlagerung.

In den Gruppen der direkten Entnahme ohne Kaltlagerung (AA 0/0) zeigt sich im
Vergleich zur Gruppe der direkten Entnahme mit Kaltlagerung (AA 0/3) keine Abnahme
der Fluoreszenzintensitat im Mittel, mit vergleichbaren Standardabweichungen. Somit ist
ebenfalls eine vermehrte Anfarbbarkeit der DNA durch zunehmende DNA-Strangbrtiche
im Rahmen des Zellbaues zu diskutieren. Jedoch kénnte dies auch flr ein Bestehen der

Zellen und ihres Zellzyklus sprechen.

Fir die Gruppen der verzogerten postmortalen Entnahme ohne (AA 36/0) bzw. mit
folgender Kaltlagerung (AA 36/3) ergibt sich ebenfalls ein weitgehend homogenes Bild.
Beide Gruppen weisen eine deutliche Abnahme der Fluoreszenzintensitat gegentber
den Gruppen der Direktentnahme auf, welche sich jedoch Uber die Dauer der

Kaltlagerung weitgehend nicht verandert.

Es scheint sich ein relevanter Verlust der Fluoreszenzintensitat durch die postmortale

Lagerung zu ergeben, und weniger durch die folgende Kaltlagerung.

Hierbei kdnnte eher die Apoptose bzw. Nekrose im Rahmen der warmen postmortalen
Lagerung eine Rolle spielen, welche sich bei direkter Entnahme und folgender

Kaltlagerung nicht entsprechend ausgepragt darstellt.

In Zusammenschau des thorakalen versus abdominellen Abschnittes zeigt sich somit
ein deutlicher Unterschied der anatomischen Abschnitte. Es ergibt sich eine
gleichbleibende hohe Standardabweichung der Fluoreszenzintensitat pro Flache nach
direkter Entnahme und Aufarbeitung sowie nach direkter Entnahme mit Kaltlagerung.
Wohingegen dies im thorakalen Abschnitt sich auch nach verzdgerter postmortaler
Entnahme eine nahezu gleichbleibende Fluoreszenzintensitat pro Flacheneinheit
darstellen lasst, zeigt sich im abdominellen Abschnitt eine deutliche Abnahme der
Fluoreszenzintensitat nach direkter Entnahme im Vergleich zur verzdgerten

postmortalen Entnahme.
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Insgesamt betrachtet ist die Fluoreszenzintensitdt des abdominellen Abschnittes
deutlich héher als die des thorakalen Abschnittes. Hierdurch kann die Abnahme der
Fluoreszenzintensitat auch deutlicher zur Darstellung kommen, da ebenfalls die

Standardabweichungen geringer sind als im thorakalen Abschnitt.

Zur Diskussion dieses Effektes entsteht eine vermehrte Aktivitat der Zellkerne des
abdominellen versus den thorakalen Abschnitt, jedoch kann dies auch durch eine bereits
fortgeschrittene apoptotische Situation der Zellen zu erklaren sein. Ebenfalls kann es
sich um bereits nekrotische Zellen bzw. Zellmaterial handeln, welches falsch positiv zur

Darstellung kommt.

Insgesamt zeigt sich eine deutlich hdhere Fluoreszenzintensitat pro Flacheneinheit des
abdominellen Abschnittes im Gegensatz zum thorakalen Aortenabschnitt. Ein
Unterschied lasst sich aufgrund der anatomischen und histologischen Unterschiede der
Gefalabschnitte darstellen, da die abdominellen Gefalpraparate aus mehr muskularen
Zellen und weniger kollagenen Fasern bestehen. Zudem sind die Durchmesser der
Aortenabschnitte variant, der thorakale Abschnitt stellt sich, wie in den oben
aufgefuhrten  Abbildungen, deutlich grosser dar. Eine Verdichtung der
Fluoreszenzintensitdt kann sicher nicht in direkter Korrelation zu den vorhandenen

Zellzahlen gesehen werden.

Hinsichtlich der Funktion der entnommenen GefalRabschnitte sind nur Hypothesen
moglich. Bei gleichbleibenden Zellzahlen kdnnte eine bessere Einsatzfahigkeit des
thorakalen Abschnittes gegeben sein. Jedoch ist bei moglichem Erhalt der Muskulatur
in der Tunica media gegebenenfalls auch von einer hdheren physiologischen Funktion

auszugehen.

Um diese Frage abschlieRend zu klaren, missten weitere, der Funktion zugewandte,
Experimente angefiigt werden, wie sie zum Beispiel in der Evaluation der Lagerlésung
TiProtec® durch Garbe et al (21) durchgefuhrt wurden.

Zusammenfassend kann man sagen, dass es sich der postmortale Entnahmezeitpunkt
im abdominellen Abschnitt deutlicher auf die Fluoreszenzintensitat auswirkt, als es flr
den thorakale Abschnitt nachweisbar ist. Dies wird, wie bereits erwahnt, am ehesten mit
dem histologischen Aufbau der beiden GefaRabschnitten in Zusammenhang stehen. Im
abdominalen Anteil, mit einer hdheren zelluldren Dichte scheint die Abnahme der

Anfarbung deutlicher festzustellen zu sein.
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5.2.5 Terminal desoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated-dUTP-biotin
nick end labeling (TUNEL)

5.2.5.1 Aorta thoracalis

Far den thorakalen Abschnitt zeigt sich bei direkter Entnahme ohne Kaltlagerung (AT
0/0) kein Nachweis von TUNEL positiven Zellen. Somit kann diese Farbung mit der

zugehdrigen Isotopenprobe als Negativprobe angesehen werden.

Uber die Lagerungszeit lasst sich nach direkter Entnahme und folgender Kaltlagerung
(AT 0/3) eine deutliche Zunahme von TUNEL positiven Zellen in allen Gefal3schichten-
jedoch insbesondere in der Intima und Adventitia beobachten. Es zeigen sich vereinzelt
bis reichlich TUNEL positive Zellen, sodass mdglicherweise ein koordinierter, anaerober
Zellzyklus bzw. Apoptose vorliegen koénnte, jedoch kann eine Unterscheidung
hinsichtlich nekrotischer bzw. bereits fragmentierter und destruierter DNA-Abschnitte

durch die vorliegende Methodik nicht unterschieden werden.

Die vermehrte Zunahme der TUNEL positiven Zellen der Intima bzw. Adventitia kdnnte
durch den Umstand der vermehrten Kollagenen Fasern in der Media der thorakalen
Aorta erklart werden. Hierbei ist die Zelldichte in einer muskularen bzw. bindegewebigen

Schicht geringer, sodass es zu weniger Anfarbung kommen kann.

Nach verzogerter postmortaler Entnahme und direkter histopathologischer Aufarbeitung
(AT 36/0) ergibt sich fir die Intima sowie die Media kein Nachweis von TUNEL positiven
Zellen, jedoch zeigt sich ein Nachweis von vier vereinzelt TUNEL positiven Praparaten
in der Adventitia. Es ergibt sich somit im Vergleich zu den Praparaten der direkt
entnommenen und nicht kalt gelagerten GefalRe eine Zunahme an mdglichen

apoptotische bzw. nekrotischen Zellen in der Adventitia.

Nach verzogerter postmortaler Entnahme mit folgender Kaltlagerung (AT 36/3) finden
sich TUNEL positive Zellen in allen GefaRschichten, insbesondere wieder in der
Adventitia, in der alle Praparate von TUNEL positive Zellen aufweisen und in der Media

und Intima, wobei von vereinzelte bis mittel viele TUNEL positive Zellen hervortreten.

In Zusammenschau aller thorakaler Praparat Gruppen ergibt sich die Zunahme von
TUNEL positiv gefarbten Zellen insbesondere in der Adventitia, sowie eine deutliche
Zunahme Uber die Lagerungszeit in der Versuchslosung TiProtec®. Eine falsch positive
Farbung durch bestehende DNA-Strangbriiche, welche im Rahmen der Degeneration
auch auftreten kdénnen, ist nicht auszuschlief3en.(62,63) In Bezug auf die Funktionalitat
bzw. die Frage nach der Genese der positiven Farbung im Sinne einer Nekrose bzw.

Apoptose kann mit den vorliegenden Farbungen nicht klar beantwortet werden. (64)
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Hierzu waren weitere Farbungen bzw. Darstellungen des Zellzyklus notwendig, welche
durch die TUNEL Farbung nicht gegeben ist. Durch Mirayans et al wurde im Jahre 2020
gezeigt, dass eine Uberleitung von bereits in Apoptose befindlichen Zellen in einen
normalen Zellzyklus moglich ist, welcher sich Anastasis nennt. Es werden somit
falschlicherweise positive TUNEL Zellen als nicht mehr funktionell beteiligt bzw.
apoptotisch angesehen, wahrend sie wieder an einem normalen Zellzyklus teilnehmen
kénnten. (62—66)

5.2.5.2 Aorta abdominalis

In Zusammenschau der Ergebnisse zeigt sich fuir den abdominellen Abschnitt bei
direkter Entnahme ohne Kaltlagerung (AA 0/0) kein Nachweis von TUNEL positiven
Zellen. Uber die Kaltlagerung ergibt sich eine Zunahme an TUNEL positiven Zellen
insbesondere in der Intima bzw. Adventitia (AA 0/3), welche méglicherweise durch die

zunehmende Apoptose im Rahmen der Kaltlagerung zu sehen ist.

Nach der verzogerten postmortalen Entnahme (AA 36/0) zeigen sich vermehrt TUNEL
positive Zellen in der Adventitia und etwas vermindert in der Media, welche Uber die
Dauer der Kaltlagerung (AA 36/3) eine weitere Auffacherung in Zunahme der Anzahl der
positiven Zellen ergibt. Es zeigen sich erstmals auch reichlich TUNEL positive Praparate,
was mit einer vermehrten Induktion der Apoptose einhergehen kdénnte bzw. mit dem

zunehmenden Verlust des Zellverbandes.

Auch ist eine Unterscheidung hinsichtlich apoptotischer Zellen hin zu nekrotischen
Zellen nicht moglich, ebenfalls ist eine positive Farbung bei vermehrten DNA-
Strangbriichen moglich. Diese Differenzierung lasst sich durch den TUNEL Assay nicht

detektieren.

In beiden Aortenabschnitte zeigen sich haufiger TUNEL positive Zellen im Bereich der
Adventitia, welche insbesondere in den Randbereichen der GefalRe wieder zu finden
sind, womit eine Farbung von anliegendem lymphatischem Gewebe bzw. der Vasa

vasorum moglich ist.

Sowohl in der thorakalen als auch in der abdominellen Aorta lassen sich keine TUNEL
positive Nachweise in der Gruppe der direkten Entnahme und direkter Aufarbeitung
nachweisen. Bei verzogerter postmortaler Enthnahme zeigt sich fir beide Abschnitte in
der Intima keine TUNEL positiven Zellen. Uber die Zeit der Kaltlagerungen nehmen die

TUNEL positiven Zellen in allen Gefallschichten zu.
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Wie bereits flir die oben beschriebenen Abschnitte erwahnt, lassen sich durch die
aufgefuhrten Ergebnisse keine Aussagen Uber Funktionalitat bzw. den realen Zellzyklus

treffen, dies sollte durch weiterfihrende Untersuchungen zu klaren sein.
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5.3 Kaltlagerung in TiProtec®

In der aktuellen Literatur zeigt sich eine verbesserte Funktionalitat und ein verbesserter
Erhalt der Gefal3struktur nach Lagerung der GefalRabschnitte in TiProtec®. (67,68)
Veres et al. zeigten, dass zur Transplantation vorgesehene Aortenabschnitten in
Ratten eine verbesserte Funktion und Endothelbedeckung aufweisen nach

Verwahrung in TiProtec® und warmer Reperfusion vor der Implantation. (68)

Im Jahr 2023 publizierte Layton et al. ein Review Uber die zur Anwendung kommenden
Lagerungslésungen fir vendse Interponaten im Rahmen von kardiovaskuléaren
Eingriffen. Es konnten 13 Publikationen mit insgesamt acht Versuchslésungen
eingeschlossen werden. Es ergab sich eine verbesserte vendse endotheliale Integritat,
welche als Indikator fir eine Endotheliale Hyperplasie bzw. die Offenheitsrate der
venosen Bypasse angesehen wird, fur die Lagerungslésungen TiProtec® und
DuraGraft®. (67)

Die vermehrte Einsatz von TiProtec® wird in den kommenden Jahren nach Vorliegen
von Langzeitdaten nochmals neu zu evaluieren sein, in der aktuell vorliegenden
Literatur scheint sich ein Vorteil der Losung gegentber den bisher verwendeten

Lagerungslésungen abzuzeichnen.
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6 Zusammenfassung

6.1 Beantwortung der aufgeworfenen Fragen

1. Besteht eine Veranderung der histologischen Struktur der Gefalde bei

unterschiedlichen Entnahmezeitpunkten mit Kaltlagerung?

In der vorliegenden Ausflihrung Iasst sich eine Veranderung der Gefalstruktur in den
unterschiedlichen Entnahmezeitpunkten mit und ohne folgender Kaltlagerung
feststellen. Nach direkter Entnahme ergibt sich fur den thorakalen Abschnitt eine hohe
Konsistenz der Proben mit und ohne Kaltlagerung. Nach verzégerter postmortaler
Aorten Entnahme bleibt die Zellkernabblassung bzw. die Stromadegeneration auch
Uber die Kaltlagerungsdauer bestehen. Fir den abdominellen Abschnitt zeigt sich
ebenfalls eine hohe interne Konsistenz der Proben bei direkter Entnahme mit und ohne
Kaltlagerung, diese entsprechend dem thorakalen Abschnitt. Fur die verzogerte

Entnahme ergibt sich jedoch eine Auffacherung der Stromadegeneration.

Jedoch ergibt sich Uber die Lagerungsdauer und insb. nach verzogerter postmortaler
Aorten Entnahme ein Verlust der Intima, dies sowohl im abdominalen wie auch im
thorakalen Abschnitt. In Bezug auf die muskulare Media lassen sich keine
wesentlichen Unterschiede bzgl. des Enthahmezeitpunktes bzw. der Lagerungsdauer
feststellen. Die Abnahme der Farbungsintensitat der Zellekerne mit einer
Verminderung der Streubreite spricht fur eine Zellkerndegeneration tber die

postmortale warme Lagerung bzw. die folgende Kaltlagerung.

2. Wie verhalten sich die Gefalabschnitte hinsichtlich der Apoptose bzw.

Nekrose?

Der abdominale Abschnitt zeigt einen héheren Anteil an apoptotischen Zellen, beide
GefaRabschnitte zeigen eine Zunahme Uber die warme Lagerungsdauer postmortal

sowie Uber die folgende Kaltlagerung. Dass hierbei noch TUNEL positive Zellen sich
darstellen lassen, konnte einen geordneten Zellzyklus und hiermit einhergehend eine

funktionsfahige Zelle beschreiben.

Ein relevanter nekrotischer GefaRanteil konnte in den HE-Farbung in keiner Gruppe

ausgemacht werden.

3. Bestehen Unterschiede in den thorakalen bzw. abdominellen

Aortenabschnitten?
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Es zeigen sich in fast allen Untersuchungen deutliche Unterschiede im den beiden
Aortenabschnitten, welche am ehesten aufgrund des unterschiedlichen histologischen
Aufbaues bzw. der entsprechenden anatomischen Lage zu erklaren sind. Hierbei zeigt
sich die thorakale Aorta stabiler aufgrund des kollagenen Gerlstes, wohingegen der
abdominelle Abschnitt mit mehr Zellen durch die vermehrten muskularen Zellen
aufwartet.

Dies bedingt moglicherweise auch die hohere Intima Adharenz an den thorakalen
Aortenabschnitt, wohingegen der muskulare Anteil des abdominellen Abschnittes mehr
funktionsfahige Zellen aufweisen kénnte.

Die bakterielle Besiedlung ist in Intensitat und Anzahl fir den abdominellen Abschnitt
erhoht, wobei hier die direkte Bezugslage zum Intestinum im Rahmen der warmen

Lagerung zu bedenken ist.

4. Welche bakterielle beziehungsweise fungale Besiedlung besteht nach
postmortaler Enthahme und unterscheidet sich diese zur direkten Enthnahme

bzw. in den Aortenabschnitten?

Eine fungale Besiedlung konnte nicht festgestellt werden, jedoch eine unterschiedlich
ausgepragte bakterielle Besiedlung der Proben. Mit vorliegender verzdgerter
postmortaler Aorten Entnahme steigt die Anzahl der Kolonien bildenden Einheiten und
die Anzahl der mehrfachen Besiedlung einer Probe. Hierbei zeigt sich eine geringe
Zunahme fur den abdominellen Abschnitt gegeniiber dem thorakalen Aorten Anteil. In
der Auswertung der Bakterienspezies zeigen sich vermehrt Bakterien Species, die der
Haut bzw. Darmflora zugeordnet werden kdnnen. Uber den Zeitraum der Lagerung in
kalter L6sung gibt es eine Zunahme von anaeroben Species. Diese Beobachtung ist

fir den abdominellen wie auch den thorakalen Abschnitt zu dokumentieren.
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6.2 Zusammenfassung in Deutsch

In Zusammenschau der vorliegenden Ergebnisse zeigt sich, dass die Aortenabschnitte

unterschiedlich auf die verzdgerte postmortale Entnahme reagieren.

Die histologische Struktur der GefalRabschnitte scheint weniger durch die Kaltlagerung
als mehrheitlich durch die verzogerte postmortale Entnahme bestimmt zu sein. Im
Hinblick auf Nekrosen bzw. Apoptose der Gefallabschnitte zeigte sich kein Nachweis
relevant grolRen Nekrose Areale in der HE-Farbung. Die Anzahl der TUNEL positiven
Zellen steigt mit Dauer der Kaltlagerung und mit verzogerter Entnahme, jedoch kann

keine Aussage zur Funktionalitat der Zellen erfolgen.

Eine bakterielle Besiedlung zumeist der Haut- bzw. Darmflora zuzuordnen, ist insb. nach
Kaltlagerung und verzogerter postmortaler Entnahme nachzuweisen. Im Wissen

dessen, ware eine entsprechend angepasste mikrobielle Therapie sicher méglich.

Die postmortal entnommenen Gefalkabschnitte mit entsprechender Lagerung kénnen
daher als Gefallmatrix dienen. Zur weiteren Prifung der Funktionalitat sind folgende
funktionelle Untersuchungen sicher notwendig. Eine postmortale Spende ist weiter zu
verfolgen, insb. bei abnehmenden Gewebe- bzw. Organspenderzahlen und erhéhtem
Bedarf.

6.3 Conclusion in English

A synopsis of the present results shows that the aortic sections respond differently to
delayed postmortem retrieval.

The histological structure of the vessel sections seems to be determined less by the
cold storage and more by the delayed postmortem retrieval. Regarding necrosis or
apoptosis of the vessel sections, there was no evidence of relevant large necrosis
areas in HE staining. The number of TUNEL positive cells increased with duration of
cold storage and with delayed collection, but no statement on the functionality of the
cells can be made.

Bacterial colonization, mostly of the skin or intestinal flora, can be detected especially
after cold storage and delayed postmortem sampling. In the knowledge of this, a
correspondingly adapted microbial therapy would certainly be possible. Therefore, the
postmortem harvested vascular sections with appropriate storage can serve as
vascular matrix. For further testing of functionality, the following functional
examinations are certainly necessary. Post-mortem donation should be further
pursued, especially in case of decreasing tissue or organ donor numbers and

increased demand.
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8 Anhang

8.1.1 Bezeichnung Versuchsgruppen

Aorten- Abschnitt Entnahmezeitpunkt | Lagerungsdauer bei 2-6 Grad
postmortal Celsius Nomenklatur
0 Wochen AT 0/0
0 Stunden
3 Wochen AT 0/3
Aorta thoracalis
0 Wochen AT 36/0
36 Stunden
3 Wochen AT 36/3
0 Wochen AA 0/0
0 Stunden
3 Wochen AA 0/3
Aorta abdominal
0 Wochen AA 36/0
36 Stunden
3 Wochen AA 36/3

8.1.2 Verwendete Abklirzungen

Abkirzung Beschreibung

AT Aorta thoracalis

AA Aorta abdominalis

DNA Desoxyribonucleinsaure

RNA Ribonucleinséure

TUNEL Terminal desoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated-dUTP-biotin nick end
labeling

CD31/PECAM Cluster of Differentiation 31, Platelet endothelial cell adhesion molecule

SMAalpha Smooth muscle actin alpha

DAPI 4',6-Diamidin-2-phenylindol

TBS Tris-buffered saline

PBS phosphate buffered saline

FITC Antikorper Fluorescein isocyanat Antikorper

HCCA Alpha Cyano 4 Hydroxycinnamic acid

KBE Kolonien Bildende Einheiten (Bakterien)

DGFG Deutsche Gesellschaft fir Gewebetransplantation
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PTFE

Polytetraflourehtylen

TPG

Organ- und Gewebetransplantationsgesetz

AMG

Gesetz Uber den Verkehr mit Arzneimitteln (Arzneimittelgesetz)
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10 Gerate- und Materialliste

10.1 Technische Unterstutzungsprogramme

Bezeichnung

Hersteller

Image J 1.47v , Wayne Rashband

National Institutes of Health, USA

http://imagej.nih.gov/ij
MS Word Microsoft Word, zuletzt Version 16.81 (2024)
MS Excel Microsoft Excel, zuletzt Version 16.82 (2024)
Mendeley 2008-2019, 2024 Mendeley Ltd., Version 2.109.0

10.2 Gerate

Bezeichnung (Serien-) Nummer Hersteller
Feinwaage PCB 100-2 Kern PCB
Heiz- Magnetmixer CB162 Stuart
Kuhlschrank CP 3813 Index 21C/001 Liebherr
Lichtquelle KL1500 LCD Leica
Mikroskop Standard 25, 45VA Typ B Zeiss
Mikrotom Hn 40 (55160) Reichert- Jung
PCR Amplifikation Biorad T100 Thermal Cycler BioRad
Praparationsmikroskop M60 1,0x Leica
Reine Werkbank LaminAir Hb2448 Heraeus Instruments
Sterilisator Steri250 (90 W) FST
Thermomixer Thermomixer comfort F1.G.A (1,5ml) | Eppendorf
Vortexer IKA Vortex Genius 3 IKA
Warmeschrank Typ U15/ F-Nr. 810742 Memmert
Warmeschrank Binder
Wasserbad 1052 GFL
Zentrifuge Biozym, Sprout TM, HSA 18709 Heathrow Scientific LLC
Zentrifuge Biofuge 22R Heraeus Sepatech
Zentrifuge Centrifuge 5810 Eppendorf
Fluoreszenzmikroskop BZ-X800 Keyence
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10.3 Materialien

Bezeichnung

(Serien-) Nummer

Hersteller

Einbettkasetten

Engelbrecht Medizin und
Labotechnik GmbH

Einbettschwammchen

Fluoromount G

Southern Biotech

Vasofix Safety Kaniile,
09.x25mm, G22

4269098A-01

Firma Braun
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11 Chemikalien und Antikorper

11.1 TiProtec®

Dr. F. Kéhler Chemie GmbH, D64603 Bensheim

Chargennummer 12152X1

11.1.1 TiProtec®- Losung Teil 1 (100ml)

Inhaltsstoff Menge (g) Konzentration (mmol)
Natriumchlorid 0,085 1,4
Kaliumchlorid 0,564 7,3
Magnesiumchlorid (6H20) 0,169 0,8
Dinatriumhydrogenphosphat 0,015 0,1
Calciumchlorid (2H20) 0,001 0,005
N- Acetylhistidin (H20) 0,671 3,0
Tryptophan 0,042 0,2
a- Ketoglutarsaure 0,03 0,2
Asparaginsaure 0,69 0,5
Glycin 0,078 1,0
Alanin 0,046 0,5
Deferoxaminmesilat 0,0053 0,0082
3,4- Dimethoxy-N- methylbenzhydroxamsaure 0,00035 0,0017
11.1.2 TiProtec®- L6sung Teil 2 (3,7ml)
Glucose -Monohydrat 0,198 1,0
11.1.3 HCCA Matrixlosung fiir MALDI- TOF Analyse
Bezeichnung Hersteller/Herstellung Lagerung
1,5ml Reaktionsgefal Eppendorf
A'P(:‘a' cyano- 4 hydroxycinnamic | Bruker 6-12°C
aci
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Wasser (Chromasolv) Sigma Aldrich (39253-1L-R) RT
Acetonitril (Chromasolv) Sigma Aldrich (49673-1L) RT
Ameisensaure Sigma Aldrich (94318-250ML-F) RT
70% Ameisensaurelésung 700l Ameisensaure und 300l

Wasser in einem 1,5ml

Reaktionsgefall mischen
Trifluoressigsaure (TFA) Sigma Aldrich 6-12°C

11.1.4 Verbrauchsfertige Losungen und vorbereitete Versuchskits

Bezeichnung Inhaltsstoffe Hersteller
Ringer Lésung Natriumchlorid 8,69 Braun
Kaliumchlorid  0,30g
Calciumchlorid 0,33g
RNA Later Solution RNA Sabilization Solution 500ml Ambion
RNA Kit RNAeasy Fibrous Tissue Mini Kit (50) Qiagen GmbH Hilden
Ref. 74704
GTIN: 04053228012665
RNA Kit 2 Rotor Gene SYBR Green PCR Kit Qiagen GmbH Hilden

Cat.Nr.: 204076

Phosphate Bufferd Saline
(PBS)

pH 7,4
1,99 NazHPO4
0,32g NaH2PO,

9,0g NaCl
Tris Buffered Saline (TBS) pH 7,6/ 0,05M

6,1g Tris Base (Trizma base) Sigma

8,8g NaCl Roth

HCI Roth

NaOH Merck
Citratpuffer pH6,1/294,1 M

2,94 g/l Tri- Na-Citrat Dihydrat Roth
Antikérper SMAa F3777 Sigma Aldrich
Antikérper CD31 Ab28364 Abcam
Sekundarantikérper Alexa Fluor 594 donkey anti-rabbit IgG Invitrogen
Antibody diluent Invitrogen
DAPI DAPI 1pg/mi Roth
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cDNA Synthesis Kit for RT-
gPCR

#K1649
10ul Maxima Enzyme mix
50ul 5X Reaction Mix

1,25 ml Water, nuclease free

Thermo Scientific

ApopTag Fluoreszein- In-
Situ- Apoptosenachweis- Kit

Artikelnummer: S7110

Sigma Aldrich
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12 Farbeprotokolle

12.1 Hamatoxylin- Eosin- Farbung

P " Standard Operating Procedures
I = :-_\? : l niversitares erzzentrum AG Debus

7 g Hamburg

“une

fin Linternshimen des UKE

Hamatoxylin- Eosin-
Farbung raramin, maus

Protokollnr.: | Datum: | Durchfiihrung: ane mever
Titel:
Gewebe: Aorta thoracica und abdominalis der Maus
pos. Gewebe: [ neg. Gewebe: [ neg. Kontr.:
Praparatnr.:
Paraffin-Schnitte Entparaffinieren
Xylol 1-3 3x 5 min RT g
Ethanol 100% 5 min RT g
Ethanol 96% 5 min RT g
Ethanol 70% 5 min RT O
optional Ethanol 50% 5 min RT g
Aqua dest. Spilen bis keine RT O
Schlieren mehr
zu sehen sind
Hamatoxylin 1,5 min RT D
Verdunnung 1:2 Hamatoyxdin : Wasser )
Spulen Unter flieBendem Wasser 10 min RT D
Eosin 10 min RT O
Waschen Ethanol 96% Kurz durchziehen RT O
Ethanol 100% Kurz durchziehen RT D
Xylol 1-3% Kurz durchziehen RT O
Eindecken Eukitt Aufbewahren der Schnitte bei a
RT im Dunkeln
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12.2 Cluster of Differentiation 31- Smooth Muscle Actin alpha

-Kombinationsfarbung

> o .
l S .
? i K
X aid

Universitares Herzz

Ein Linterredwnen des LIKE

Standard Operating Procedures
AG Debus

entrum I
Hamburg

CD 31-SMAalpha-Farbung

Paraffin, Maus

Protokolinr.:

| Datum:

| Durchfiihrung: anke seier

Titel:

Gewebe: Aorta thoracica und abdominalis der Maus

pos. Gewebe: [ neg. Gewebe: [ neg. Kontr.: che primcax
Praparatnr.:
Paraffin-Schnitte EntparafMnieren
Xylol 1-3 3x je S min RT 123| O
Ethanol 100% S min RT 3]
Ethanol 96% S min RT u]
Ethanol 70% S min RT u]
optional Ethanol 50% 5 min RT 0
AQua dest S min RT ]
waschen In TBS 3x |e S min RT 123]| O
Vorbehandiung Cltratpuffer- 40 min Kochendes Wasserbad o
Retrieval ( 2,94 g/,
pH 6.1 Ca. 20min Abkdhien bel RT und
dann Im Els
waschen In T8S 3x |e S min RT 123| O
Umranden der Schnitie mit Fetistin
Primarantikdrper 1 60 min RT a
Verddnnung 1:500 a
Sigma-Alarich Katalog-Nr.
Lagerung bei -20°C F3777
2mgimi
Keine Isokontrole
Verddnnung In Invitrogen Katalog-Nr.
Antibody diluent _ 00-3218 _
Waschen Iin TBS 3x5Smh RT 123 | O
Primarantikorper 2| Rabbit-anti-mouse CD 31 Antigen o.n. 4°C u]
Verddnnung 1:50 3]
Abcam Katalog-Nr.
Lagerung bel -20°C ab28354
Isokontrolle: Rabbit AK
Verddnnung Invitrogen Katalog-No.
In antibody dlluent D0-3218
Waschen In TBS 3x S min RT 123 0
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| : ':;y'} Universitares Herzzentrum
A SR
A 204

Ein

Hamburg

Linterredynen des LIKE

Standard Operating Procedures
AG Debus

Sekundarantikdrper 1 Donkey-anti-rabbit-igG-Alexa 45 min RT 3]
Fluor 594

Veralnnung 1:400 0
Invitrogen

Verddnnung In Invitrogen Katalog-Nr.
Antibody diluent 00-3218

Waschen In TBS 3x S min 123 8]

Gegenfarbung DAPI (1pg/mi) 1 min RT o

Waschen In TBS 3x S min RT 123 a

Eindecken Fluoromount | Aufbewahren der Schnitte bei a

-20°C
Ergebnis:
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St Standard Operating Procedures
l * S50 = [| Universitdres Herzzentrum AG Dels
o S8 Hamburg

Ein Linterredynen des LIKE

Materialien:

TBS: Tris buffered Sallne 0.0SMpH 7.6

- 6,19 Tris-Base: Trizma® base, Sigma

- 8,8 g NaCk Natriumchiorid, Roth

- HCL Roth

- NaOH, Merck
Ciiratpuffer: 294,1 M, 0,01 molA, 2,94 gi, pH 6,1

- 2,94 gN Tr-Na-Chrat-Dihydrat: Roth
Antikdrper:

- SMAg, F3777, Sigma-Aldrich

- CD31, ab28364, Abcam
Sekundarantkdrper:

- Alexa Flour 534 donkey anti-rabbit IgG, Invitrogen
Antibody dliuent, Invitrogen
Dapl: 1 yg/mi, Roth

Sonstige:

Fettstit- Dako Pen, Dako
Objektirager, Hecht

Deckglaser, Marienfeld
Fluoromont-G, Southem Blotech
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